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하이 병  가장 큰 특징  포 외부  베타- 이드 

(Ab) 플라크  축 과 포 내부  과인산  타우 단 질  

상 인 힘 상  들  있는데, 근 이러한 상학 인 

포 변  뿐만 니라 그에 해 향  는 생리  능  

이상이나 포 소  능  결함들이 직 인 병인 

써 많  연구가 고 있다. 미토 드리  능 이상과 

autophagosome  축 도 그들  하나이다. 하지만 직 지 이에 

한 뚜 한 커니즘이 진 가 없 에, 본 연구에 는 이를 

구체  히고자 하 다.  

, Crif1 (CR6 interacting factor 1) 이라는 단 질이 

하이 병 동 모델과 자에  감소 어 있  찰하여 

SY5Y 포주에  Ab에 해 감소  Crif1  양  회복시  

주었고 이  미토 드리  능과 모양, 포   등이 

상  회복  통해 Crif1이 미토 드리  능 지를 

한 요 단 질임인 동시에 하이 병에  주요 료 

 능할  있  내었다. 한, 뇌  상 포 

(astrocyte) 에  주  분 어 신경 포에 작용한다고  

있는 Tsp-1 (Thrombospondin-1)  하이 병 자  동  

모델에  그 양이 감소 어 있는데, 본 연구에  Tsp-1이 Ab에 
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한 미토 드리  과분열 상  해해 그에 른 

미토 드리  능 이상  포 에 보  효과를 낼  

있  인하 다. 이 써 Tsp1 한 하이 병 상황에  

미토 드리 에  보  효과를 냄 써 좋  료 이   

있  인하 다. 

하이 병   3  당뇨병이라고 불리어질 만큼 당뇨병과  

연 이  것 도  있다. 본 연구에 는  2  당뇨병 

료  가장 히 쓰이는 metformin이 하이 병 자  

동  모델에  Ab 생  증가시킴  인하고, HT22 포주에  

metformin이 하이 병  주요 병인   하나인 

autophagosome  축  도하여 Ab 생  증가에 여할  

있  인하 다. 

본 연구를 통해, 미토 드리  구조 , 능  상 가 

하이 병에  요한 료 략이   있  냄과 

동시에, metformin이라는  2  당뇨병 료 가 그 병증  

가속 시킬  있는 가능 에 해 시할  있었다.  

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

주요어: 하이 병, 미토 드리 , 베타- 이드 (Ab), Crif1 

(CR6 interacting factor 1), Tsp-1 (Thrombospondin-1), 

Calcineurin, Metformin,  2  당뇨병, Autophagosome 

 

학  번: 2011 – 21942 
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도   약어 목  

 

Ab: Amyloid-beta 

AD: Alzheimer’s disease 

AMPK: AMP-activated protein kinase 

APP: Amyloid precursor protein 

ATP: Adenosine triphosphate 

AV: Autophagic vacuoles 

BACE1: Beta-amyloid precursor protein cleavage enzyme 1 

Calcein-AM: Acetomethoxy derivate of Calcein 

CC: Compound C 

cDNA: Complementary DNA 

Crif1: CR6 interacting factor 1  

Crif1 KD cell: Crif1 knock downed cell  

Crif1 o/e cell: Crif1 over expressed cell  

Co-IP: Co-immunoprecipitation  

DAB 3,3': Diaminobenzidine 

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

DPI: Diphenyleneiodonium 

Drp1: Dynamin-related protein 1  

EMSA: Gel electrophoresis mobility shift assay  
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ER: Endoplasmic Reticulum 

Fis1: Mitochondrial fission 1 protein  

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase  

HSP60: Heat-shock protein 60  

IMS: Inter membrane space 

MMP: Mitochondrial membrane potential 

mTOR: Mammalian target of rapamycin 

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide  

MIM: Mitochondrial inner membrane  

Mfn: Mitofusins  

MRPL1: Mitochondrial ribosomal protein of large subunit 1 

NAC: N-acetylcysteine  

NADPH: Nicotine adenine diphosphate oxidase  

OMM: Outer mitochondrial membrane 

OPA1: Optic atrophy type 1  

OXA1L oxidase: Oxidase (Cytochrome C) assembly 1-like oxidase 

OXPHOS: Oxidative phosphorylation  

PD: Parkinson's disease  

PI3-kinase: Phosphatidylinositide-3-kinase 

qRT-PCR: Quantitative real-time PCR  

ROS: Reactive oxygen species  
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RuR: Ruthenium Red  

siRNA: small interference RNA 

Sp1: Specificity protein 1  

Tg: Transgenic 

TOM: Translocase of the outer membrane 

Tid1: Tumorous imaginal discs 1  

TIM: Translocase of the inner membrane 

Tsp1: Thrombospondin 1 

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 

labeling  

WB: Western blotting  

3-MA: 3-methyladenine 

5XFAD: Transgenic mice with five familial AD mutations 
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하이 병  계  노인에  가장 하고 르게 그 

병인구가 장하고 있는 매  종 이다. 인 특징 는 

뇌 에  이드-베타 플라크  신경 매듭  , 

과도한 신경 포  사멸 등  들  있다 (그림 1) (1). 많  

연구들이 이드-베타 구단 질 (APP) 는 이드-

베타 (Ab)를  하여 진행 고 있지만 (그림 2), 직 지도 

어떻게 이 단 질들이 하이 병  시키는지에 한 

커니즘  히 지지 다. 많  가능한 시나리 가 

있겠지만 Ab에 한 미토 드리  능 이상, 산소에 한 

스트 스, 심 계 손상, 염증 들이 그것과 어 시 어 

다 (2). 이러한 가 들 , 상 인 미토 드리  능  

하이 병  일 키는 주요한 원인  근 많  연구를 통해 

다 (그림 3) (3). 포 에  미토 드리 는 에 지 생산, 

칼슘 버퍼링, 신  달, 포생존에 능함 써 주 필 인 

소 이며 시트르산 회  지 산  베타산 , 산  인산 가 

각각 미토 드리  질과 내막에  일어난다. (4). 그리고 이러한 

미토 드리  질  조  분열과 합  과 이 계속해  

일어나며 히 균  이룸 써 일어난다. Drp1, fis1과 같  

단 질  미토 드리  분열에, Mfn1, OPA1과 같  단 질  
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미토 드리  합에 여하는 것   있다. 만약 이 

분열과 합  한 런스가 이 지지 면 미토 드리  

모양이 망가지고 이에 라 미토 드리  질  조 에 실 해 

능도 망가지는 것   있다 (그림 4) (5, 6). 신경 포는 

에 지 소모가 크고 그 에 지원  ATP 존 이 크  에 

(7, 8), ATP를 효  생산하는 미토 드리  능이 

망가진다면, 신경 포는 곧 사멸에 이르게  것이다. 

하이 병과 해 는, 미토 드리  망가짐이나 높  ROS 

벨이 하이 병 자 뇌  병변 지역에  찰 었 며 (9), 

미토 드리  DNA damage나 망가진 cristae, 미토 드리  

외막/내막 구조 등도 하이  병과 높  연  가진 것  

나타났다 (10). 이러한 맥락에  다른 신경퇴행  질 인 

킨슨병과 헌  병에 도 미토 드리  망가짐과 능상실이 

주요 병인  지 고 있다. 본 연구에 는 Ab에 한 

미토 드리  모양이나 능  망가짐  일 키는 들과 

여  주요 단 질  내고자 하 고, 이 논 에  그 구체 인 

연구들  소개하 고 한다.  

하이 병   3  당뇨병  불리어질 만큼 당뇨병과  

연 이 다 (8, 11). 하이 병 자들에게   2  

당뇨병  병 이 3  이상 높 지는 것이 그 한가지 다 

(8). 그래   2  당뇨병 료  가장 리 쓰이는 
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metformin이 하이 병  증상 개 에 효과가 있지  

하는 이 어를 심  많  연구들이 진행 었다. 하지만 근 

연구들에  상과는 달리 metformin이 히  하이 병  

병증과 인지 능  시킨다는 결과가 보고 었다 (12, 13). 

하지만 그 한 커니즘  지지 에, 본 연구에  그 

커니즘  규명하고 하이 병에  metformin  효과에 

해 도 히고자 한다.  

 

Part 1. 하이 병에  찰 는 Crif1 단 질  감소  

래 는 미토 드리  능 해 연구 

과도한 분열과 모양 이상  특  지어지는 미토 드리  능 

이상  잘 진 하이 병  험인자이다 (3, 4). 한가지 

원인  Ab  축 이 있지만 직 지 Ab  미토 드리  

능이상 사이  커니즘   있지 다. 본 연구에 는 

Crif1이라는 미토 드리  내막 단 질이 그 커니즘에 여하는 

핵심 단 질임  다. CR6-interacting factor 1 (Crif1)  

GADD45 연  단 질 그룹에 속하면 , 처 에는 포 주  

장에 여하는 단 질   다 (14). 하지만 부분  

포주에  미토 드리  내 량이 높  미토 드리 에  

능이 주목 고 있는 상황에 , 근 미토 드리  ribosome 

단 질과 상 작용하며 새롭게 번역 어 나 는 nascent 
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polypeptide들  미토 드리  내막에 삽입하여 OXPHOS 

단 질들  조립과 른 열  돕는 것  다 (그림 5) 

(15). 본 연구에 는 하이 병 동 모델인 5XFAD  뇌  

병변 지역에  이러한 Crif1 단 질이 감소 어 있  찰하고, 

실  자  뇌에 ,  Ab를 처리한 SH-SY5Y 포에 도 

감소  인할  있었다. siRNA를 이용해 Crif1  감소시  

, 미토 드리  능이상이 나타났고, Crif1  과  시킨 

포에  Ab를 처리해주면 미토 드리  능이상과 포사도 

막   있  내었다. 마지막 , 이러한 Crif1  감소가 

Ab에 한 ROS  증가, 그  인한 Crif1 사인자인 Sp1에 

SUMOylation  증가  사 도가 감소하  에 일어남  

규명하 다. 그러므  ROS 증가 - Sp1 사인자  사  

감소 - Crif1 단 질  감소  경 를 통해  Ab에 한 

미토 드리  능 이상  커니즘에 Crif1이라는 단 질이 

요한 역할  함  규명하 다. 

 

Part 2. Tsp-1  Ab에 한 미토 드리  구조 망가짐  

능 이상에  회복  연구 

하이 병  병과 진행에는 미토 드리  능 하 뿐만 

니라 (3, 4, 7), Ab 에 해   이상  증가  포 내 

칼슘 이 에 해 항상 이 깨지고 포 독  일 킴 써 
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병시키는 것이  있다 (2).  

Tsp-1 (Thrombospondin-1)  주  추신경계  상 포에  

분 며 하이 병  진행에  신경 포  망가진 시냅스를 

회복시  보  효과가 증명   있다 (16). 본 연구에 는 Ab를 

처리한 조건에   해마 HT22 포에  Tsp1  함께 처리하면 

존에 보  미토 드리  모양과 능  망가짐  

회복시킴 써, Tsp-1이 하이 병  료  쓰일  있는 

가능  인할  있었다. Ab에 한 포 내 칼슘이  증가  

인해 는 calcineurin  p-Drp1  인산 를 

떨어 림 써 상  Drp1  양  증가시  미토 드리  

이동해 과분열 상  일 키는데 (그림 6), Tsp1  이러한 

calcineurin  를 막고, 미토 드리  과도한 분열 뿐만 

니라 그  인해 래 는 미토 드리  능 이상도 막   

있  가능 이 높  것  나타났다. 이러한 Tsp1  효과는 

신경 포에 량이 높  α2δ1이라는 용체에 해 작용할 

것  상 는 이고 후속 연구를 통해 Tsp1  작용  

규명할 계획에 있다.  

 

Part 3. Metformin에 한 Ab 생  증가 커니즘에 한 

연구 

 2  당뇨병과 하이 병 간  연 에 한 증거가 
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계속해  시 고 있는 가운데 (8), 존에 보고 었  

metformin  하이 병 증상에  효과가 닌 부  

효과에 한 보고가 있어 다 (12, 13, 17). Biguanide-class 

당뇨병 료 인 metformin (Glucophage®; 1, 2-

dimethylbiguanide hydrochloride) 는 hyperglycemia를 낮춰주는 

약 써 가장 히  리 쓰여   2  당뇨병 료 이다. 

이러한 Metformin  사 조 에 요한 효소인 AMPK (AMP-

activated protein kinase)  를 통해 그 작용이 

이 지는데, 이러한 metformin  효과 는 peripheral glucose 

uptake 증가, 지 산 산  증가 등이  있다 (18). 

하이 병과 당뇨병 사이  높  상 계  망가진 glucose 

사 과 , 고지 증, 고 과 같  많  병  증상들  공  등  

고 해 볼 , glucose-utilizing effect를 통해 당뇨병 료에 

효과 이라고  있는 metformin  하이 병  진행과 

병증 도에 인 역할  할 것  상 다. 하지만 행 

연구 결과에 는 metformin이 히  BACE1 activity  그에 

른 Ab  생  증가시  하이 병  진행  히  

가속 시킬  있  보고 하 다 (12). 한, Picone과 그  

동료들  metformin이 APP  감마-시크리  구  분인 

presenilin   증가시키고, Ab  축 과 산  스트 스, 

미토 드리  능 이상  야 시킬  있  보고하 다 (13). 
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하지만 metformin이 어떻게 하이 병  험 인자들에 향  

미쳐 이러한 결과를 낳게 는지  커니즘에 해 는 

구체  진 가 없다. 

한편, autophagy는 lysosomal fusion  통해  포 내부  단 질 

분해-주  포 내 노후한 소 들, 단 질 집체-를 통해 여러 

가지 포 스트 스 상황이나 양 결핍 상황에  포 사멸사를 

막  해 포를 보 하는 역할  한다 (19, 20). Autophgosome 

 이러한 autophagy 도에 해 일어나며 

autophagosome이 lysosome과 합 어 lysosome 내 가 분해 

효소들이 autophagosome 내 단 질  분해시키게 는데 

하이 병에 는 이러한 autophagy  도과 이나 

lysosome과 합 어 내용 이 분해 는 과 에 가 생  것이 

자  뇌조직 찰  통해 보고 었다 (그림 7) (21). 한, 

하이 병 자  신경 포에  내용 이 분해 지  

autophagosome이 과량 축 어 있 써 포독  가진 

Ab  같  aggregated protein들  포함한 내용 이 분해 지 

 포 내에 계속 존재함 써 신경 포사를 일  

가능 이  다른 연구 결과를 통해 시 었다 (22). Ab  축  

신경 포 독  지니는 것   있는데 주요 원인  

하나가 lysosome과 autophagy  능 이상  래하  임이 

 있고, 이 게 상 인 autophagosome이 축 면 그 
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내부에  Ab  생  증가시키는 새 운 장소가   있 이 

보고  도 있다 (22, 23). 하이 병  가장 큰 특징  

하나인 Ab는 APP 부  만들어지고 베타-시크리  (BACE 

1) 에 해 잘린 뒤 감마-시크리 에 해 잘   엉킴 

상이 일어나면  포독  가진 태가 다 (그림 2). 하지만 

베타가 닌 -시크리 에 해  잘린 뒤 감마-

시크리 에 해 잘린 생  포에 해하다고  

있다 (24). 이러한 APP processing  조 하는 것이 재 

하이 병  주요 료  연구가 이 지고 있다. 베타-, 

감마-시크리 는 ER (Endoplasmic Reticulum), endosome, 

lysosome, autophagic vacuole (AV) 내부에 존재하는데 (25) 

Nixon과 동료들  연구 결과에 하면 하이 병 자  

뇌 포에  AV가 축 어 있고, 그 내부에는 APP, b-CTF (b-

secretase-derived C-terminal fragments), 감마-

시크리 가 축 어 있  인하 다 (26).   

 이러한 행 연구결과들  토 , 본 연구에 는 metformin이 

어떻게 Ab 생  증가시킬  있는지 그 커니즘  규명하고자 

하 고 SH-SY5Y 포에  metformin이 베타-, 감마-

시크리   증가시  Ab  생  증가시킴  

인하 다. 이것  Ab에 한 autophagosome  상  축 에 

해 일어나고 autophagosome  증가는 metformin에 한 
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AMPK 에 존 임  인하 다. 이를 통해, 당뇨병 료 인 

metformin이 Ab 생  증가시킴 써 하이 병  진행에 

향  미   있  인하 다.   
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(Wisniewski et al. Neuron (2015)) 

 

그림 1. 노인 과 신경  덩어리  생  
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그림 2. 이드 구단 질 (APP)  사과  
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(Eckert et al. International Journal of Alzheimer’s disease 

(2011)) 

 

그림 3. 미토 드리 에 미 는 Ab  향 
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그림 4. 미토 드리  분열/ 합과 과  단 질들 
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그림 5. Crif1  미토 드리  내 역할 

Crif1  MRPL (Mitochondrial ribosomal protein of large subunit) 

과 mitochondrial chaperon 단 질인 Tid1 (Tumorous imaginal 

discs 1)과 상  작용하며 번역 어 나 는 nascent OXPHOS 

polypeptide 를 미토 드리  내막에 삽입함. 
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그림 6. Calcineurin 가 미토 드리  분열에 미 는 향 
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그림 7. Autophagy pathway  flux 
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실험재료  법 

 

1. 실험에 이용  실험동  

하이 병 동  모델  5XFAD (JAX Stock No. 008730,  

(인간  APP695, Swedish (K670N, M671L), Florida (I716V), 

London (V717I) familial AD (FAD)변이들과 2 가지  인간 PS1 

변이를 ), Tg2576 (APP Swedish 변이를 ), APP/PS1 

mice (Swedish APP and Presenilin1 delta exon 9 변이를 ) 

를 사용하 고, 모든 는 Jackson laboratories(Bar Harbor, ME; 

catalog number 006554)에  구입 었다. 

자 뇌조직 샘플  보스  학 에  웨스  롯 과 qRT-

PCR  해 얻어 고 하이 병 자  해마 부 를 

사용하 다. 그리고 상인  뇌조직 샘플  경우는 Harvard Brain 

Tissue Resource Center 에  얻어  사용하 다. 동 들  지는 

Helsinki Treaty  Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals(NIH publication No. 85-23, revised 1985), 그리고 

울 학  실험동  리  지침 를 하 다.  
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2.  2  당뇨병 료 인 metformin 여 법  

3.5 개월  5XFAD 에 9 일간 metformin(200mg/kg)  

여하 다. Metformin  염 나트륨 용 에 녹여진 상태  매일 

200ml  복강 내 여 었다 (n=7/그룹). 마지막 여 이후 여  

시간이 지난 후, 뇌를 분리해 왼쪽 구는 micro-dissection 하여 

체질소에 보 하 고, 른쪽 구는 4% PFA PBS 에 고 , 

보 었다.  

 

3. 포주  포 양 (Cell line and Cell culture) 

SH-SY5Y (인간 신경  포종)  HT22 (마우스 해마 신경 

포종) 를 사용하 다. 10 %  소 태 청 (FBS; HyClone 

Laboratories, Salt Lake City, UT), 100 U/mL penicillin 과 0.1 

mg/mL stereptomycin(Sigma-Aldrich, St Louis, MO)이 

첨가 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; 

HyClone Laboratories, Salt Lake City, UT)에 37°C, 5% CO2  

조건  양하 다.  
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4. 시약 (Reagents) 

Aβ1-42 는 American Peptide(Sunnyvale, CA, USA) 에  

구입하 고, 실험에 사용한 시약  다 과 같다. MG132 (10μM; 

M7449, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); 3-MA (2-5 mM; 

M9281, Sigma-Aldrich); bafilomycin (5 nM; B1793, Sigma-

Aldrich); NAC (1 mM; A7250, Sigma-Aldrich); apocynin (10 

mM; A10809, Sigma-Aldrich); DPI (10 mM; D2926, Sigma-

Aldrich); H2O2 (216763, Sigma-Aldrich); Tsp1 (500 ng/ml, R 

& D systems); Metformin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA); Compound C (6-[4-(2-Piperidin-1-ylethoxy) 

phenyl]-3-pyridin-4-ylpyrazolo[1,5-a] pyrimidine) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

 

5. 플라스미드 DNA  siRNA 질주입 

(Transfection) 

질주입에 사용  플라스미드 DNA는 다 과 같다. Crif1 

cDNA는 충남  송민  사님께 다. 그 외에도, Sp1 

(hMU003598; provided from Korea Human Gene Bank, Medical 
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Genomics Research Center, KRIBB, Korea), Sp1 K16A or 

Mito-DsRed cDNA를 사용하 고, 질주입  해 각 포주를 

Lipofectamine  Plus reagents (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

를 이용해 질 주입시 다. Crif1 siRNA (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 는 RNAiMax reagents 

(Invitrogen) 를 48시간동  처리해  질 주입하 다.  

 

6. 미토 드리  능 분  

미토 드리  막  를 하  해 , TMRM, JC-1 

어 이를 행하 다. JC-1  분  해  JC-1 dye (2 mM)  

처리한 뒤, 에 한 빨강   계산하 다. Part 1과 

2 모 에 , ROS   해 는 dichloro-

dihydrofluoresceindiacetate (Invitrogen)  사용하 고, 

추가  mitochondria 특이 인 ROS는 MitoSOX Red dye (5 

mM for 15분, 37°C) 를 처리하고 었다. 모든 미토 드리  

능 분  실험 , Crif1 siRNA 는 cDNA를 질주입 시키고 24 

시간 이후에 5mM Ab를 24 시간 처리한 후 진행 었거나 (Part 1), 

Tsp1  한 시간 처리 한 뒤 1 mM Ab를 24 시간 처리한 후 

진행 었다 (Part 2).  한 Part 2에 는 추가  seahorse 
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assay 를 seahorse XF analyzer (Seahorse bioscience) 를 

이용하여 진행 하 다. 이는 mitochondrial oxygen consumption 

rate  하여, basal OCR, ATP synthase 존도, 자 

달계  maximum capacity 등  간  추 하여 인 

mitochondria  능  고자 하 다.   

 

7. 미토 드리  모양 분   

미토 드리  모양  Part 1에 는 Mito-DsRed construct를 

주입시킨 SH-SY5Y cell에  이루어 다. 5 mM  Ab를 12시간 

처리한 포에  confocal laser scanning microscope (FV10i-w, 

Olympus, Tokyo, Japan)를 이용해 이미지를 얻고, Image J 

program (NIH, Bethesda, MD, USA)  량 하 다. 좀  

자 히 보  해  super-resolution structured illumination 

microscopy (SIM; Nikon N-SIM) 를 이용해 이미지를 얻었다. 

고  포  3D-SIM image를 z축  심  stage를 

겨가며 얻   있었다. 이  한 step  크 는 0.150 mm이다. 

이미지는 Eclipse Ti-E research inverted microscope with 

Nikon's legendary CFI Apo TIRF ×100 oil objective lens (NA 

1.49)  512×512 픽  해상도  iXon DU-897 EMCCD 
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camera (Andor Technology, South Windsor, CT, USA) 를 

이용하여 얻   있었다. Part 2에 는 Ab 1 mM  1시간 동  

처리 한 뒤 Tsp1 (500 ng/ml)  24시간 처리한 HT22 

포주에  mitotracker  염색한 뒤, confocal laser scanning 

microscope (FV10i-w, Olympus, Tokyo, Japan) 를 이용해 

이미지를 얻고, 미토 드리 를 이  모양 면에  Image J 

program (NIH, Bethesda, MD, USA)  량 하 다. 한 

자 미경 찰  통해 도 같  그룹에  미토 드리  이, 

포당 손상  는 어있는 미토 드리  개 , 포당 체 

미토 드리  개 를 직  량 하 다.   

 

8. 웨스  롯 (Western Blot) 

단 질  량  인하  해  시약처리가 끝난 포에 

phosphate-buffered saline (PBS)  척 해주었고, 단 질 

분해효소 해  (Sigma-Aldrich, USA) 가 포함  RIPA buffer 

(50 mM Tris-HCl, pH 7.4; 150 mM NaCl; 1 % Nonidet P-40; 

0.1% SDS; 0.5% deoxycholic acid sodium salt) 를 사용해  

단 질  추출하 다. 추출  동량  단 질  NuPAGE Bis-Tris 

gel (Invitrogen, USA) 에  동 한 후, PVDF membrane 
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(Millipore, USA) 에 100 분간 transfer 하 다. 그리고 1 시간 

동  5% skim milk  실 에  시  blocking 과  거쳤다. 

그 이후 각 단 질  특이 인 1차 항체  시 다. 단 질과 

결합한 항체는 enhanced chemiluminescence (ECL; Amersham 

Pharmacia Biotech, England) 를 이용하여 Bio-imaging analyzer 

(LAS-3000; Fuji, Japan)  분 하 다. 사용  일차 항체는 

anti-Crif1 (sc-134882), TOM20 (sc-17764), TOM40 (sc-

11414), Drp1 (sc-32898), Fis1 (sc98900), Mfn1 (sc-50330), 

OPA1 (sc-30573)이다. 이들 모  Santa cruz 항체이며 

1:500  희 하 고, anti-TIM50 (ab23938; 1:1000); anti-

GAPDH (ab9485; 1:3000); anti-Sp1 (07–645, Millipore 

(Billerica, MA, USA; 1:1000)); anti-Sumo-1 (4930, Cell 

signaling, 1:1000) & HSP60 (4870, Cell Signaling Technology 

(Beverly, MA, USA; 1:1000 for WB; 1:200 for IP)); anti-LC3B 

(1:2,000; MBL; Cell Signaling Technology); anti-a2δ1 

(1:1,000; SantaCruz); anti-TSP-1 (1:2,000; Abcam, 

Cambridge, MA, USA); Mouse anti-human Ab1-17 monoclonal 

antibody (6E10; Signet Labs., USA), mouse monoclonal anti-

APP antibody, mouse monoclonal anti-PS1 loop antibody, 
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mouse anti- Alzheimer precursor protein A4 monoclonal 22C11 

antibody, mouse monoclonal anti-Alzheimer precursor protein 

AbPP 643-695 C-terminal fragment antibody (모  EMD-

Millipore, Temecula, CA, USA), rabbit anti-Pen-1 polyclonal 

antibody (Oncogene, La Jolla, CA, USA), rabbit anti-nicastrin 

polyclonal antibody (Affinity Bioreagents, Golden, CO, USA), 

rabbit anti-aph-1a polyclonal antibody (Covance Research 

Product, Denver, PA, USA), anti-sAPPbantibody (Signet), 

rabbit anti-AMPK polyclonal antibody, rabbit anti-calreticulin 

polycolonal antibody (Cell Signaling, Beverly, MA, USA); rabbit 

anti-calcineurin A antibody (1:2000; Abcam), goat anti-

calpain1 antibody (1:1000; SantaCruz), rabbit anti-pDrp1 

antibody (1:1000; Cell signaling); anti-a-tubulin and anti-

GAPDH (1:4000; Sigma-Aldrich); anti-b-actin (1:3000; 

Sigma-Aldrich)  희 하여 사용하 다. 

 

9. 포  분  실험 

Calcein-AM, MTT assay를 행하 다. 포 내에 

esterase라는 효소는 calcein과 acetoxymethyl ester (AM)  
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결합  단해 calcein dye가 포 내에 르게 하나, 포 

상태가 나 지면 이런 작용   이상 할  없어 포 내 

존재하는 calcein dye  양이 감소한다. 종 농도 1 mM  농도  

calcein-AM  처리하고, 37℃에  1시간 양 후  

(Fluorometer; Infinite M200, TECAN, Austria) 었다. 

MTT assay는, 미토 드리  내 dehydrogenase라는 효소에 한 

포  하는 것인데, MTT dye를 어주면 이 효소에 

해 잘  MTT formazan  한다. 하지만 포 상태가 

나 지면, 미토 드리  내 dehydrogenase도 그 능이 감소해 

formazan  하지 못하게 다. 종농도 1 mg/ml  MTT 

dye를 처리하고 1시간 양 후, DMSO  결  녹여 multiplate 

reader (Powerwave XS; BIO-TEK, USA)  570 nm에  

하 다. TUNEL assay는 Deadend Colorimetric TUNEL 

System (Promega, Madison, WI, USA) 를 이용하여 행하 다. 

TUNEL assay결과를 분 하  해 , 각각  그룹 부  

사한 포 개 가 사용 었다 (n=200/그룹).  마지막 , 모든 

포   실험  할 는 Crif1 siRNA 는 Crif1 cDNA  

질 주입 시키고 24시간이 지난 후 5 mM  Ab를 24시간 동  

처리  후 어 이를 시작하 고 (Part. 1), 는 Tsp1  1시간 



２６ 

 

처리 한 뒤 1 mM  Ab를 24시간 동  처리한 후 어 이를 

시작하 다 (Part. 2). 

 

10. RNA 분리  역 사 합연쇄효소  (RT-

PCR)  

Crif1 mRNA  양  하  해  RNA는 RNeasy Plus Mini 

Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) 를 이용해 분리 었고, 분리  

RNA  RT-PCR  다 과 같  sense  antisense primer에 

해 이루어 다. human Crif1: 5′-GACAGGCACGC 

AGCCTACTA-3′ (sense), 5′-

ATCATCTGTGGCATCTTGGC-3′ (antisense). 

 

11. 량  실시간 합연쇄효소  (qRT-PCR) 

Crif1 mRNA  양, 미토 드리  단  mRNA 양  보  

해  qRT-PCR  행하 다. 다 과 같  sense, antisense 

primer가 사용 었다. Crif1: 5′-

GATGCCACAGATGATTGTGA-3′ (sense), 5′-

CCGTTTCTGTTT TCCTCTCCT-3′ (antisense) for Crif1; 

Tom20: 5′-CGACCGCAAAAGACGAAGTGAC-3′ (sense), 
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5′-GCTTCAGCATCTTTAAGGTCAGG-3′ (antisense); 

Tim50: 5′-AGCA CTATGCCCTGGAGGATGA-3′ (sense), 

5′-GAGCCAAGGAAGAGGTTCTGCT-3′ (antisense); 

GAPDH: 5′-ACAGCCGCATCTTCTTGTGCAGTG-

3′(sense),5′-GGCC TTGACTGTGCCGTTGAATTT-3′ 

(antisense)  

 

12. 이동 동   실험 (EMSA) 

Crif1  promoter부  Sp1 사 인자간  상 작용  보  

해 , EMSA를 행하 다. Light Shift Chemiluminescence 

EMSA kit (Thermo Scientific, Hudson, NH, USA)를 이용해 , 

24시간 동  vehicle이나 Ab를 처리한 그룹에  실험  

행하 다. 이 가닥  probe는  개  biotin-labeled 

oligonucleotides 를 인간  Crif1 자  promoter부 에 

해  만들었다; forward probe (5′-biotin-

TTTAATCGACCCG CCCCACC-3′), reverse probe (5′-

biotin-GGTG GGGCGGGTCGATTAAA-3′). 

 

13. 면역침강법 (Immunoprecipitation) 
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 Sp1  SUMOylation 도를 보  해 면역침강법  

행하 다. 포주에 단 질 분해효소 해  (Sigma-Aldrich) 

가 포함  RIPA buffer (50  mM Tris-HCl, pH 8.0; 150 mM 

sodium chloride; SDS 0.1%; Na-Deoxycholate 0.5% (m/v); 

Triton X-100 1% (v/v); 1 mM EDTA, 5% Glycerol)  포 내 

단 질  추출하 다. 4°C 에  24 시간가량 이 에  

시 다. Protein A/G agarose beads(Santa Cruz 

Biotechnology) 를 이 끝난 샘플에 어주었고, 추가  2 시간 

가량 이 에    시 다.  후, RIPA buffer를 

이용해  척해주었고 5X sample buffer를 10  ml 어  다  

95°C 에  10분간 끓여주어 agarose bead 에  단 질  

분리하 다. 그 이후 상  새 운 튜  겨 웨스  롯 

실험  진행하 다.  

 

14. 면역조직염색 (Immunohistochemistry) 

면역염색법에 해 염색  포를 confocal laser scanning 

microscope (FV10i-w, Olympus) 에 해 찰하 다. 

Part1에 는 실험동  뇌조직  찰하  해 , 5XFAD  

(6개월, 그룹당 6마리) 뇌조직  편  었고, Crif1 (Santa Cruz 
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Biotechnology; 1:250) 에 해  염색하 다. 인간  뇌조직에 

해 는 40 mm  연속 인 편  과  거쳤고, 편들  

cryoprotectant 용  (30% glycerol, 30% ethylene glycol, 0.1% 

sodiumazide in PBS; pH 7.4) 에 −20°C에  보 었다. 

편조직  48시간동  Crif1 항체 (Santa Cruz Biotechnology; 

1:100) 를 처리하 고, 다  biotinylated horse anti-mouse 

IgG 항체 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA; 1:500) 

에 상 에  2시간 동  함께 처리 었다. 다 , streptavidin 

(Invitrogen; 1:5000)  상 에  2시간동  처리하 고, Nickel-

enhanced DAB/peroxidase  (0.02% DAB (Sigma-Aldrich), 

0.08% nickel-sulfate, 0.006% hydrogen peroxide)  시  

신 를 에 보이게 했다. Part 3에 는 9일 연속  복강 내 

주사  metformin 주사를  5XFAD 를 Part 1에  같  

법  뇌조직 편  만들어내고, Ab 양  하  해 , 

4G8에 해  찰하 다. 각각  에  6장  뇌조직 편이 

찰 었 며, bregma 부  0.14 mm  부분 ( 엽 부분) 

 주  찰하 다. 

  

15. 포 내 칼슘  
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이 실험  해 는 fluo-4 (Thermo Fischer scientific) 라는 

염색 질  이용해 실험  실시하 다. 포 내 칼슘양이 많  

fluo-4 라는 질에 한   신  강도가 지므  그 

원리를 이용해 , Part 2에  Tsp1에 한 칼슘양  조  여부를 

보고자 하 다.  

 

16. Luciferase reporter gene assay 

약  처리한 포들  1X Passive Lysis Buffer (Promega, 

Schildkrotstr, Mannheim, Germany) 에 용해시키고, BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford/IL, USA) 를 이용해 

량한 뒤 g-secretase substrate  첨가해 주어  일 다. 

g-secretase는 그것  질  자르게 고, AICDGVP는 핵  

들어가 luciferase 자를 시키고,  출하게 다. 그 

 luminometer (Infinite® 200, Tecan, Austria) 에 해 

읽 다. 

 

17. BACE1 promoter activity assay 

Plasmid uBACE-2K (pGL3-Basic vector 에 BACE1 

promoter 지역  가짐 (+50 to −2100 bp)) 이 BACE1 promoter 
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activity  해 사용 었다. 포들  Lipofectamine Plus 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 를 이용해 uBACE-2K  pRL-

TK (Promega, Madison, WI, USA) vector를 질주입 시 다. 

질 주입효  normalization 하  해  질주입 후 24시간 

후에 포들  metformin  24시간 동  처리 고, 1X Passive 

Lysis Buffer (Promega, Schildkrotstr, Mannheim, Germany)  

용해 어, luciferase activity를 luciferase kit (Promega)  

사용해 하 다. 신 는 luminometer (Infinite® 200, 

Tecan, Austria) 를 이용해 었다. 

 

18. Ab ELISA assay 

Ab 농도는 sandwich ELISA를 가지고 뇌조직이나 포 lysate  

상  었다. 체 뇌조직이나 포들  protease inhibitor 

(PI) mixture (Sigma) 가 포함  RIPA buffer (150 mM NaCl, 

1% Nonidet P-40, 0.5% deoxycholic acid, 0.1% SDS, 50 mM 

Tris, pH 8.0)  용해 었다. 용해  1:5  인 PI/RIPA 

buffer  희 어  13,000 rpm  30분간 4°C에  원심분리 

어  단 질 량  해 쓰 다. 상  50 mg  단 질  

가지게끔 희 어 100 ml  보 었다. 샘플  다시 100,000 × 
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g, 4°C 에  1시간 동  원심분리 었다. 상  RIPA에 

용해 는 분획이며  모 며, 나 지는 150 μl  

보 었는데 4°C 에  70 % formic acid에 녹이  해 

이페  20–30 회 하여 각각 100,000 × g, 4°C 에  1시간 

동  원심분리 었다. 상  SpeedVac concentrator 

(ThermoFisher Scientific, USA) 에  2시간동  건조 었고, 

증 과 이 끝난 뒤 침  100 μl  RIPA buffer에 

용해 었 며 그  2–3 μl만이 ELISA 분  해 사용 었다. 

Ab  양  ELISA Kit 조사 ((ImmunoBiological Laboratories, 

Gunma, Japan)  프 토 에 라 실험 고 었다.  

 

19. Trichloroacetic acid (TCA) precipitation 

Media 속  단 질  분 하  해, TCA를 시행하 다. 포  

media를 5,000 rpm에 5분간 원심분리하여 포에  잔재들  

없 주고,  TCA precipitation (10%) (T6399, Sigma-

Aldrich)  행하 다. 

 

20. 자 미경 찰 

Part 1,2 에 는 미토 드리  모양  분 하  해, Part 3 
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에 는 autophagosome  축  찰하  해  자 미경 

찰  하 다. 본 인 포  고 원리  샘플 법  모  

같다. 포에 약  처리한 뒤, 24 시간 동  EM fixative (cold 

2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2) and 2% 

paraformaldehyde in 0.1 M phosphate or cacodylate buffer (pH 

7.2))  고  후 epoxy resin  이용해 게 다. 다시 sample  

12 시간 동  38°C에 양 고 48 시간 동  60°C 에  

양 다. 샘플   편  만들어지고 (65 nm, 

Ultramicrotome (RMC MTXL)) 구리 grid 에 놓여진다. 4% 

uranyl acetate  4% lead citrate  염색한 뒤, transmission 

electron microscopy (JEM-1400; Japan), 80 kV에  찰하게 

다. 

 

21. Microsome enriched crude fraction 분리  

포에 hypotonic buffer (10 mM KCl, 30 mM Tris, pH 7.5, 5 

mM MgOAc, 1 mM b-mercaptoethanol) 를 처리한 뒤, piston 

stroke에 해 분리 었다. 그 용  다시 핵  침 시키  해  

1,000 x g 에  원심 분리 었고, 상  다시 모  100,000 

x g, 4 °C에  한 시간 동  원심 분리 었다.  
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22. In vitro peptide cleavage assay  

1) BACE1 

BACE1  하  해 이 효소  질  어  뒤 효소 

이 일어난 후 출 는  하는 원리이다. 사용한 

질  MCA-S-E-V-N-L-D-A-E-F-R-K (DNP)-R-R-

NH2 (Bachem) 이다.  BCA 량  단 질 50 mg에 MEST 

buffer에 녹이고, 질 (1 mM)  녹인 37℃에  30분간 시킨 

후 질에  출 는  하 다. BACE1 inhibitor Ⅳ 

(Bachem)가 처리  값과  차이  BACE1 activity를 간  

한다. 

2) g-secretase 

포에 hypotonic buffer (10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, 1 

mM EGTA, pH 7.4)를 고 homogenizer  쇄하 다. 2000 

rpm, 4 ℃, 30 분간 원심분리하고 상  다시 13,000 rpm, 4 

℃, 30 분간 원심분리 하 다. 침  0.5% CHAPS가 포함  

hypotonic buffer  다시 용해해 포막 분획  얻고, BCA 량해 

40 mg  포막 단 질  20 mM  질 (Nma-G-G-V-V-I-

A-T-V-K (Dnp)-R-R-R-NH2; Calbiochem, La Jolla, CA, 
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USA)  2시간 동  시  질이 잘릴  나 는   

하 다.  

 

23. Ab1-42  (Ab1-42 preparation) 

Ab1-42 펩타이드 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP; 

Sigma-Aldrich, USA)  녹인 후 분주하 고, SpeedVac 

concentrator Savant Instrument, Hyderabad, India) 를 이용하여 

HFIP 를 증 시킨 후 -80 ℃에  보 하 다. 포에 처리할 는 

DMSO (anhydrous dimethyl sulfoxide) 에 녹이고, DMEM 에 

희 하여 실험 조건에 맞게 다양한 농도  처리하 다.  

 

24. 통계처리 

  통계처리를 해  데이 는 mean±SEM 값  나타내었다. 

그룹간  통계 인  Student t-test or one-way ANOVA 

를 이용해  분 하 다. 모든 통계분  GraphPad Prism 

Version 5.0 (GraphPad Software, USA)  이용해  행 었다 

(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001) 

 



３６ 

 

결   과 

 

Part 1. Ab에 한 Crif1 단 질  감소  래 는 

미토 드리  능 해 연구 

1. 5XFAD  하이 병 자  병변 지역에  보이는 

Crif1 단 질  하 

Crif1  이 하이 병 모델 에  변동이 있는지 

보고자, 엽 (frontal cortex), 해마 (hippocampus) 그리고 

소뇌 (cerebellum) 에  Crif1  양  6개월  5XFAD에  

해본 결과, Crif1  양이 엽, 해마에  하게 

감소 었다. (그림 8A-B, 14A). 하지만 소뇌에 는 한 변 가 

보이지 다 (그림 8A-B). 이를 통해 Crif1  감소가 단지 

하이  병변 지역 국한  일어남    있다. 조직염색  

통해 Crif1   도를 보 는데, Crif1  신  강도  

차지하는 이 한 하이 병 모델  뇌에 는 감소 었다 

(그림 8C-E). 이것  5XFAD가 닌 다른 하이  병 모델 

인 APP/PS1 에 도 같  경향  나타났다 (그림 14B). 

PS1  변이는 소포체  항상  깸 써 조 병 

하이 병  원인이 므 , 5xFAD에  Crif1  감소가 
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이러한 변이 인지를  해 , 12개월  Tg2576 에 -

APP변이만  가지고 있는- Crif1  양  해보 다. Crif1  

감소 어 있었 며, 이를 통해  Ab  축 만 도 Crif1  

감소를 일 키 에 충분하다는 것    있었다. qRT-PCR과 

웨스  롯  통해  하이 병 자 뇌조직  상  엽 

부 에  Crif1   살펴본 결과, mRNA  단 질 모  각각 

35%, 21%만큼 감소 어 있는 것    있었다 (그림 8F, G). 

한, CA3, CA1지역  인간 뇌조직  조직염색실험  통해  

Crif1 단 질이 하이 병 자에  하게 감소 어 

있었    있었다 (그림 8H,  1). 이를 통해 , Crif1  

이 하이  병변 지역에  감소 어 있    있었다.  

 동 실험 결과는 하이  병변 지역에  Crif1  감소가 

일어남  보여주며 (그림 8, 14A), APP 변이만  가진 동 모델 

(Tg2576) 도 Crif1   감소를 보여주었 므  (그림 14B), 

이러한 Crif1  변 가 Ab에 해 도  것이라는 가 하에 다  

실험  진행하 다. 외부  처리해  Ab1–42는 -Ab42-1  

효과없 - SH-SY5Y 포에  농도  시간에 존  Crif1 

단 질  감소를 일 킴    있었다 (그림 9A, B). Crif1과 

HSP60라는 미토 드리  지 단 질  쓰이는 항체를 이용해 
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염색 실험  행했  , Ab를 처리한 그룹에  Crif1   

신 가 히 감소 는 것    있었다 (그림 9C). 이러한 

Ab에 한 Crif1  감소가 포  종 에 특이 인 인지 

보  해 , HT22 포나 mouse hippocampal primary 

neuron  이용해 실험해 보   Ab 처리에 한 감소 경향  

인함 써, 이것이 특  포주에 국한  상이 니라, Ab에 

한 보편 인 상임    있었다 (그림 15A). Ab에 한 

Crif1  감소 커니즘  보  해 , 단 질 분해 경  

이상에 한 것인지  보 다. 단 질 분해효소 복합체  

해 인 MG132 는 autophagy  해 인 3MA나 

bafilomycin  처리하 지만 Ab에 한 Crif1  감소는 회복 지 

다 (그림 9D). 그 다면, 사 에  조 인지 보  

해  qRT-PCR  실시 해보 는데, Ab를 처리한 그룹에  

24시간 도 지속  Crif1 mRNA  감소가  인했다 

(그림 9E). 하지만 다른 미토 드리  단 질들  mRNA에는  

변 가 없었 에, 이 상이 미토 드리  단 질  

일어난 것이 니라, Ab에 특이  Crif1 단 질  mRNA  

감소가 일어남    있었다.   

2. Ab에 해 증가한 ROS가 Sp1  사 에 미 는 향  
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Ab에 한 ROS증가가 하이 병 진행에 향  미 므 , 

이러한 ROS  증가가 Crif1에 향  미   있  것이라고 생각 

하 고, 과산 소를 처리해 Crif1  감소를 인하 다 (그림 

10A). ROS 거를 하는 N-acetylcysteine (NAC)  Ab를 

처리해  그룹에 함께 처리하 니 (그림 10B), Crif1  감소가 

회복 었다. ROS는 미토 드리  이나 산  등에 해 

생 는데, Ab는 이러한 산 를  시킴 써 ROS를 

증가시키는 것   있다 (27). NADPH 산 가 이러한 

상  매개하는지 보  해, NADPH 산  해 인 

apocynin과 diphenyleneiodonium (DPI) 를 Ab  함께 

처리하 니 Ab만 처리해  그룹에 해  Crif1  감소가 

회복 었다 (그림 10C). 이를 통해, Ab에 한 NADPH 산  

 증가가 ROS를 증가시키고, 이에 해  Crif1  사량이 

감소함  인하 다. Ab에 한 Crif1 사 조  좀  

구체  연구해 보  해 , 프 모  지역  열  입 하면 

결합해 사를 도할 가능 이 높  사인자를 찾 주는 

소프트웨어 프 그램  이용해 그 후보를 추 보 다 (http://www. 

genetools.us/genomics/). 이 분  통해  AML-1A, SRY, 

Sp1과 같  Crif1 사인자 후보를 추 내었고 헌 조사를 
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통하여, Sp1이 ROS에 민하게 조 는 사인자임    

있었다 (28). EMSA 분  통해  Crif1  프 모  부 에 Sp1 

사인자가 붙게    있었는데 (그림 10D), 경쟁 지자를 

과량 처리해  그룹에  Sp1이 Crif1  프 모  열에 붙지 

못하므  드  이동 변  도가 어듦    있었다 (그림 

10D, 살 ). 행 연구에 , Sp1에 SUMOylation이 면 Sp1  

사작용  해하는 쪽  조 하는 부  잘림  막 므  

 자  사가 어든다는 보고가 어있다 (29).  그래  

Ab에 한 Sp1  SUMOylation 증가 여부를 보  해, 

Sp1과 SUMO-1  결합이 증가하는지를 공동 면역 침강법  

이용해  보 다. Ab를 처리해  그룹에  vehicle 처리 그룹에 

해 Sp1과 SUMO-1  결합이 증가함  인함 써 Ab에 해 

Sp1  SUMOylation  증가 는 것  인하 다 (그림 10E, F). 

한, Sp1  sumoylation site를 변이시킨 Sp1 K16A를 질 

주입시킨 그룹에 Ab를 처리시에는 Crif1 단 질  감소가 보이지 

 찰함 써 (그림 10G), Ab에 한 Crif1  감소가 

Sp1  SUMOylation에 증가에 한 Crif1 자  사량이 

감소  임  인하 다.  

3. 미토 드리  모양 지에 있어  Crif1  역할  
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행 연구에  하이 병에  미토 드리  모양과 능  

망가짐이 보고   있다 (3, 30). Ab는 미토 드리  분열  

과도하게 도함 써 이 상에 여한다 (30). 하이 병 

동 모델에 도 미토 드리  모양이 망가지고 과분열  것  

자 미경 찰  통해 인할  있었다 (그림 11A). 한편, 

Crif1  미토 드리  내막에 존재하면  (그림 16) 새롭게 

합 는 미토 드리  단 질- 부분 산  인산   

자 달계 구 단 질-  내막  자리잡게 삽입  도 주는 

역할  하는 것   있다 (15). 그러므  Crif1 siRNA를 

이용해 Crif1 단 질 양  감소 시   미토 드리  구조에 

변  여부를 인하고자 하 고, 이  siRNA에 해  Crif1 

단 질  양  60% 도 감소하는 것  나타났다. Mito-

DsRed를 시키는 SH-SY5Y 포에  control siRNA, Ab 

처리한 control siRNA (Ab), Crif1 siRNA (Crif1 KD), Ab 처리한 

Crif1 siRNA이 질 주입  그룹 (Crif1 KD+Ab)  분 해 

보  , Crif1 KD만 도 Ab에 한 미토 드리  모양  

망가짐과 과분열 상이 찰 었다 (그림 11B, C). 그리고 Crif1 

KD과 Ab처리를 동시에 해  그룹에 는 추가 인 망가짐이 보이지 

, Ab에 해 Crif1이 감소 고 이것이 미토 드리  구조를 
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망가 리는데 여함  추가  인할  있었다. 자 미경 

찰  통해  Crif1 KD 그룹에  미토 드리  분열이 심하게 

일어났 과, 크리스 가 없어진 망가진 구조를 인하 다 (그림 

11D). Crif1이 미토 드리  분열/ 합 단 질에 향  미 거나 

상 작용  통해 이런 결과가 나타나는지 인  해 

공동면역침강 실험  하 나, 어떠한 상 작용도 견하지 못했다 

(그림 18A, B). 이를 통해 Crif1  감소가 Ab에 한 

미토 드리  구조  망가짐에 요한 역할  할  있  

인하 다.  

4. Crif1  감소가 미토 드리  능에 미 는 향 

Crif1  감소가 미토 드리  모양  망가짐 뿐만 니라 능 

이상도 래하는지 보고자 Crif1 siRNA를 질 주입하고 Ab를 

처리한 그룹에  미토 드리  능  분 해 보 다. 

미토 드리  막  (MMP)는 Crif1 KD그룹에  한 감소를 

보임  JC-1, TMRM 분  통해 인하 다 (그림 11E, 19A). 

그리고 동일한 그룹에  ATP  한 감소도 찰 었다 (그림 

11F). ROS 생  하  해 MitoSOX 실험  행한 결과, 

한 증가를 인하 다 (그림 11G). 이를 통해, Ab에 한 

Crif1  감소가 미토 드리  과분열에 한 모양  망가짐 뿐만 
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니라 능 이상도 래함  인 하 다. 

5. Ab에 한 미토 드리  모양 망가짐과 능 이상에 Crif1 

과 이 가지는 회복 효과 

Crif1 cDNA (complementary DNA) 를 SH-SY5Y 포에 질 

주입시키고 Ab에 한 미토 드리  구조  모양  찰해 

보 다. Ab를 함께 처리하  , Crif1  과  만 도 

미토 드리  모양이 건강하게 지    있었고 (그림 

12A, B), 이 그룹에  미토 드리  능 이상도 회복    

있었다. MMP  ATP  경우, 하지만 부분 인 회복만  

찰하 다 (그림 12C, D). 놀랍게도, Ab에 한 ROS증가는 Crif1 

과 에 해  거  벽히 회복 는 것  DCFDA  MitoSOX 

실험  인하 다 (그림 12E, F). 이를 통해 Crif1 단 질  

양  상  지하는 것이 Ab에 한 미토 드리  

구조  망가짐과 능 이상  회복시킬  있  인하 다.   

6. Crif1  양이 Ab에 한 포  감소에 미 는 향 

미토 드리  능 이상  곧 내재  경 를 통해 apoptosis  

이어지므  Ab에 한 Crif1감소가 포 에 향  미 는 지 

보  해 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT)  Calcein-AM 실험  
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행하 다 (그림 13A, B). Crif1 KD 만 도 포  

하게 감소하 고 apoptosis를 증가시 다. 하지만 Crif1  

과  시킨 그룹에 는 Ab를 처리하여도, 감소  포 이 

하게 회복 었다 (그림 13C, D). TUNEL (TdT-mediated 

dUTP Nick-End Labeling) 실험  통해  Crif1 과 에 한 

포  회복   인 가능하 다 (그림 13E). 이를 통해, 

Crif1 단 질이 Ab에 한 포  감소에 여함    

있었다. 
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그림 8. 하이 병 모델 마우스  자  뇌에  Crif1 단 질  감소 

(A) 5XFAD  뇌피질에  Crif1  감소, 소뇌에  변  없   

(B) (A)  량  행, ** p < 0.01 (vehicle 처리 그룹 ); n.s 는 

한 변  없  

(C) 조직면역염색  Crif1신  (Alexa 488) 감소를 인 (6개월, 

그룹당 6마리) 

(D) (C)를 량 , Crif1 신  평균 가 5XFAD 에  감소, ** p 

< 0.01 (vehicle 처리 그룹 ) 

(E) (C)를 량 , Crif1 신  단 면 당 이 5XFAD 에  

감소, **p < 0.01 (vehicle 처리 그룹 ) 

(F) Crif1 mRNA 가 하이 병 자  상  엽에  감소를 인, 

**p < 0.01 (vehicle 처리 그룹 ) 

(G) Crif1 단 질이 하이 병 자  상  엽에  감소를 인, 

*p < 0.05 (vehicle 처리 그룹 ) 

(H) DAB 염색  통해  하이 병 자  CA3, CA1, 해마에  Crif1 

감소를 인 

 

 

 

` 
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그림 9. Ab에 한 Crif1  감소는 사단계 조  통해 일어남  인 

(A) Ab (5 mM) 처리 에 한 시간 존  Crif1  감소, *p < 0.05, **p < 

0.01 (vehicle 처리 그룹 ) 

(B) Ab 24시간 처리 에 한 농도 존  Crif1  감소, *p < 0.05, **p < 

0.01 (vehicle 처리 그룹 )  
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(C) Confocal microscope 찰  통해 Crif1 신 가 Ab (2.5 mM) 

24시간 처리 (Alexa 488) 감소를 인 (스 일 는 10mm 를 나타냄), 

***p < 0.001 (vehicle 처리 그룹 )  

(D-E) Ab 에 한 Crif1 감소는 단 질 분해시스 에 한 조 이 

니라 사 단계  조 임  인,  *p < 0.05, **p < 0.01; n.s 는 

하지  나타냄 (vehicle 처리 그룹 ) 
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그림 10. Ab에 한 ROS 증가는 Sp1  사  감소시킴 

(A) 과산 소 처리 (10~750 mM, 6시간) 에 한 Crif1  감소 
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(B) ROS 를 거하는 NAC 처리시 (1 mM) Ab에 한 Crif1  감소가 

회복 , **p < 0.01 (Vehicle 처리 그룹 ); #p < 0.05 (Ab 처리 그룹 

) 

(C) NADPH 산  해  처리시 Ab에 한 Crif1 감소가 회복 , 

Apocynin (10 mM), DPI (10 mM), Ab (2.5 mM), **p < 0.01 (Vehicle 

처리 그룹 ); #p < 0.05, ##p < 0.01 (Ab 처리 그룹 )  

(D) EMSA 분  통해  Ab (5 mM, 24시간) 가 Sp1이 Crif1 프 모  

지역  결합하는 것  감소시킴, *: 특이  드, 검  살 : 

단 질-DNA 지자 복합체 써 특이  드를 나타냄, NE: 핵 추출 , 

Comp: 경쟁 지자, free probe: 결합하지 못하는 지자 

(E-F) 공동면역 침강법  통해  Ab 처리가 Sp1  SUMOylation  

증가시킴  인 (E)는 Ab에 한 Sp1-SUMO1간  상 결합이 

증가하고, (F)는 Sumo1 항체를 이용해 Ab를 처리시, Sp1  

SUMOylation 이 증가  보여  

(G) Sp1K16A 는 ROS 에 한 SUMOylation 이 불가능한 돌연변이  이 

DNA 를 과 시킨 그룹에 는 Ab를 처리하여도 Crif1 감소가 히 

나타나지 , **p < 0.01 (Sp1 wild type cDNA 가 질 주입 그룹 

); n.s 는 하지  나타냄 
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그림 11. Crif1 녹다운 (KD) 이 미토 드리  모양과 능 이상  래 

(A) 6 개월  5XFAD  뇌조직  자 미경  찰해보면, littermate 

그룹에 해  미토 드리  모양이 망가지고 분열이 심하게 일어난 

상태임 (스 일 는 2 mm (왼쪽), 1 mm ( 른쪽)) 
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(B-C) Crif1 KD  미토 드리  분열  증가시킴, (C)에 는 image j 

프 그램  이용하여 미토 드리  모양  분  (그룹당 200 개  포), 

스 일 는 10 mm, **p < 0.01 (Vehicle 처리 그룹 );  #p < 0.05, 

##p < 0.01 (Ab 처리 그룹 )   

(D) 자 미경 찰  통해  Crif1 KD 그룹에 Ab (5 mM, 24시간) 

처리한 그룹과 사하게 미토 드리  모양이 망가짐  인 ( 체 

살 는 건강한 미토 드리 , 살  리부분  망가진 미토 드리 를 

나타냄)  

(E) 미토 드리  막 를 JC-1  함, *p < 0.05,  **p < 0.01 

(Vehicle 처리한 control siRNA 질 주입 그룹 )  

(F) Crif1 KD 그룹에  ATP-luciferase 실험  진행하여, ATP 생산이 

감소  인, *p < 0.05,  **p < 0.01 (Vehicle 처리한 control siRNA 

질 주입 그룹 )  

(G-H) Crif1 KD 그룹에  ROS 생 이 하게 증가함. (G)는 

MitoSOX 찰 결과를 나타낸 것이고 (H)는 그것  량함, *p < 0.05, 

***p < 0.001 (Vehicle 처리 그룹 )  
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그림 12. Crif1 과 이 Ab에 한 미토 드리  모양 망가짐과 능 

이상  회복시킴  인 
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(A-B) 공벡  는 Crif1 cDNA 를 질주입시킨 MitoDsRed 를 

시키는 SH-SY5Y 포에  Ab (5 mM, 24 시간) 를 처리하고 

미토 드리 를 찰, image J program  사용하여 분  (그룹당 

200 개  포)한 결과 (B), Ab에 해 망가  미토 드리  모양과 

이가 모  회복  (스 일 는 10 mm), ***p < 0.001 (Vehicle 처리한 

공벡  질 주입 그룹 ); #p < 0.05, ##p < 0.01 (Ab 처리한 공벡  

질 주입 그룹 )   

(C) 미토 드리  막 를 JC-1  한 결과, Ab에 해 망가  

막 가 회복 , ***p < 0.001 (Ab 처리한 공벡  질 주입 그룹 ) 

(D) ATP 생산  ATP-luciferase  한 결과, Ab에 해 감소  

ATP 생산이 회복 , ***p < 0.001 (Ab 처리한 공벡  질 주입 그룹 

)  

(E) Ab에 한 ROS 생 이 Crif1 과 에 해  하게 회복 , 

DCFDA 실험  행함 (스 일 는 10 mm),  **p < 0.01 (Vehicle 

처리한 공벡  질 주입 그룹 ); ###p < 0.001 (Ab 처리한 공벡  

질 주입 그룹 )  

(F) Ab에 한 미토 드리  내부 ROS 생 이 Crif1 과 에 해  

하게 회복 , MitoSOX 실험  행함 (스 일 는 20 mm),  ***p < 

0.001 (Vehicle 처리한 공벡  질 주입 그룹 ); ###p < 0.001 (Ab 

처리한 공벡  질 주입 그룹 ) 
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그림 13. Crif1  양이 Ab에 한 포사 도에 요 

(A-B) Crif1 KD  포사를 도함  MTT (A), Calcein-AM (B) 

실험  인함, *p < 0.05,  **p < 0.01 (Vehicle 처리한 control 

siRNA 처리 그룹 ) 

(C-D) Crif cDNA 질주입 24 시간 후, Ab (5 mM, 24 시간)를 처리하고 

포   해보면 Ab에 한 감소가 회복  MTT (C), 
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Calcein-AM (D) 실험  통해    있다, *p < 0.05 (Vehicle 처리한 

공벡  질 주입 그룹 )  

(E) 포사를  인하  해 TUNEL 실험  행함 (스 일 는 

20 mm), **p< 0.01 (Vehicle 처리 그룹 ); ##p < 0.01 (Ab 처리 그룹 

); n.s 는 하지  나타냄  
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그림 14. 다른 하이 병 동 모델에  Crif1 단 질  감소  

(A) Crif1 단 질이 5XFAD (Tg6799)  해마에  하게 감소함 

(그룹당 4 마리),  *p < 0.05 (Littermate 그룹 ) 
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(B) Crif1 이 Tg2576, APP/PS1 Tg  뇌피질과 해마에  하게 

감소하나 미토 드리  단 질  변 가 없 , *p < 0.05 (Littermate 

그룹 ) 
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그림 15.  다른 포주에  Ab에 한 Crif1 단 질  감소  

(A) HT22 포주에 Ab (5 mM) 처리 후 12 시간, 24 시간이 었   

Crif1  한 감소를 볼  있 , **p < 0.01 (Vehicle 처리 그룹 ) 
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그림 16. Crif1 단 질  미토 드리  내  찰  

(A) TOM20, TIMM10, and HSP60  미토 드리  지자 (각각 외막, 

내막, 질)  함께, confocal microscope  찰하여 Crif1  

미토 드리  내 를 인  

(B) 3D-SIM 찰  통해 , Crif1 과 TOM20 (외막), TIMM10 (내막), 

HSP60 ( 질) 간  를 인함, 가장 른쪽 에 나타난 는 
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피어슨 상 계  값  나타냄, Crif1 이 미토 드리  내막에 삽입 어 

있고 질 쪽  라보며 존재함 
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그림 17. Ab는 다른 미토 드리  단 질  에는 런 향  

미 지  인 

(A) TOM20, TOM40, TIM50 등  미토 드리  외막과 내막 단 질들  

Ab나 Crif1 KD 에 해 감소 지 , ** p < 0.01 (vehicle 처리한 

control siRNA 질 주입 그룹 ) 
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그림 18. Crif1  미토 드리  분열/ 합에 하는 단 질에 런 

향이 없  인 

(A) Drp1, Fis1, Mfn1 등  미토 드리  분열/ 합  단 질  Ab나 

Crif1 KD 에 해 감소 지  

(B) Drp1, Fis1, Mfn1 등  미토 드리  분열/ 합  단 질  Crif1 

과 결합하지  
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그림 19. Crif1 KD 이 미토 드리  막 , ROS 에 미 는 향 

(A) TMRM 실험에  얻  결과, 붉 색 신 가 고 강할  

mitochondria  막 가 잘 지 고 있는 것  나타냄, (스 일 는 20 

mm), * p < 0.05, *** p < 0.001 (vehicle 처리한 control siRNA 질 

주입 그룹 ); # p < 0.05 (vehicle 처리한 Crif1 siRNA 질 주입 

그룹 ) 
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(B) DCFDA 염색  통해 한 ROS,  신 가 ROS 이고, 

살  시  부분임 
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그림 20. Ab에 한 포사는 칼슘이 이 닌 ROS 생 에 한 것임  

인 

(A) Ruthenium Red (RuR; 5 mM, MCU (mitochondrial calcium 

uniporter) 특이  해 ), Ru360 (10 μM, MCU 특이  해 ), 

NAC (1 mM)  Ab 처리 한 시간 에 처리를 하고, 24시간 양한 뒤, 

MTT (a)  Calcein-AM (B)  함, * p < 0.05, ** p < 0.01 

(vehicle 처리 그룹 ); n.s. 는 한 차이가 없  
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 1. 인간 뇌조직 샘플 보 (PMI: Postmortem interval) 

 

 

 Age Sex PMI Braak score 

Control 1 61 Male 22.75  

Control 2 84 Male 26.75  

Control 3 64 Male 14.33  

Control 4 78 Male 19.18  

Control 5 76 Male 23.92  

AD 1 78 Male 22.48 Ⅵ 

AD 2 61 Male 22.75 Ⅵ 

AD 3 64 Male 14.92 Ⅵ 

AD 4 84 Male 23.08 Ⅴ 

AD 5 76 Male 23.66 Ⅴ 

AD 6 66 Male 15.02 Ⅴ 
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그림 21. Crif1 연구  커니즘 모식도 

Ab에 해 NADPH oxidase가 어 ROS 생  증가시키고, 

Sp1  SUMOylation이 증가한다. 이는 Sp1  사  감소시  Crif1 

자  사량과 Crif1 단 질 량이 감소한다. 이에 해, 

미토 드리  과분열, 구조  망가짐과 그에 른 능 이상  래하게 

고, 이것  곧 하이 병 자  뇌에 처럼 신경 포사를 도하게 
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다. 한편, 망가진 미토 드리 에 해 ROS 생 이 욱 증가 므 , 

Sp1  SUMOylation이 욱 증가하고, Crif1 감소에 한 미토 드리  

망가짐이 일어나게 어 포사가 욱 증가하는 과 이 복 어 결국 

하이 병  병증  가속  시키게 다.  
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Part 2. Tsp1에 한 하이 병에  

미토 드리  능 이상 회복 연구 

1. Tsp1이 Ab에 한 미토 드리  과도한 분열  해함  

인 

Tsp1 (500 ng/ml)  한 시간 처리 한 뒤, vehicle이나 Ab (1 

mM, 24시간) 를 HT22 포에 처리하고 미토 드리  모양  

confocal microscope  찰해 본 결과, Tsp1과 Ab를 함께 

처리해  그룹에 는 Ab를 단독  처리한 그룹에 해  

미토 드리  이  모양이 상  건강한  회복 었다 

(그림 22A). 자 미경  다시 찰 하  , Ab에 해 

미토 드리  분열이 과도하게 일어나 이가 짧 지고 근 

모양이 찰  면, Tsp1과 함께 Ab를 처리시에는 다시 한 

모양  건강한 미토 드리  모양  찰하 다 (그림 22B). 한, 

미토 드리  이가 하게 회복 었고 한 포당 손상  

미토 드리  개 도 히 감소하 며, 한 포당 체 

미토 드리  개 는 Ab 처리시에 증가 었다가 Tsp1  함께 

처리시에는 상 를 회복하 다. 이를 통해 , Tsp1이 Ab에 
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한 미토 드리  과도한 분열과 구조  망가짐  해함  

인하 다.  

2. Tsp1이 Ab에 한 미토 드리  능 이상  해함  

인 

DCFDA  MitoSOX 염색실험  통해 , Ab에 한 ROS 생 이 

증가 고 Tsp1과 Ab를 함께 처리시에는 체 ROS  

미토 드리  내부  ROS가 모  감소 는 것  인하 다 (그림 

23A,B). 나 가, seahorse assay를 통해  미토 드리  

자 달계를 이용한 에 필요한 산소 소모량  실시간  

해 미토 드리  능  해 보  , Ab에 해 

격히 감소했  산소 소모량이 Tsp1과 함께 처리시에는 

상보다는 낮지만 부분  회복  인함 써 (그림 23C), 

Tsp1이 Ab에 한 미토 드리  모양과 구조  망가짐 뿐만 

니라 능 이상도 부분  회복시킴    있었다. 

3. Tsp1이 Ab에 한 신경 포사를 해함  인 

미토 드리  능 이상  곧 계획  포사  이어지므 , 

Tsp1에 한 보  효과가 포  에도 향  미 는지 
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보고자 하 다. Ab에 해 감소했  포 이 Tsp1과 Ab를 

함께 처리시에는 하게 회복  MTT (그림 24A), Calcein-

AM (그림 24B) 실험  통해 인하 다. 나 가 TUNEL 실험  

통해 , Ab에 해 증가했  DNA 단 도가 Tsp1과 Ab를 함께 

처리시에는 회복  찰함 써 (그림 24C), Tsp1  

미토 드리  보  효과가 포   높이고 포사를 

해함  인 하 다. 

4. Tsp1이 Ab에 한 calcineurin  p-Drp1 단 질  

감소를 해함  인 

다  어떻게 Tsp1이 Ab에 한 미토 드리  과분열 상  

해할  있는지 그 커니즘에 해 살펴보고자 하 다. Ab에 

한 포 내부  칼슘이  증가, 그  인한 calcineurin  

에 해 p-Drp1  양이 감소하고 미토 드리  이동하는 

Drp1  양  상  증가해 미토 드리  과분열 상이 

일어난다는 행 보고가 있다 (31). 그러므 , 본 연구에 는 

Tsp1에 해  미토 드리  과분열 상이 해 는 것이 

calcineurin  를 해하  일 것이라는 가  우게 
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었다. 처 , fluo-4 실험  통해  포 내 칼슘 양  해 

보  , Tsp1이 Ab에 한 칼슘  증가를 해하지 못하는 

경향  인하 다 (그림 25A). 하지만 웨스  롯  실험  

통해  Ab에 한 calcineurin 가 Tsp1에 해 하게 

해 는 것  보  (그림 25B), Tsp1이 칼슘 이  증가  

calcineurin  사이  단계를 해함    있었다. 한편, 

다른 미토 드리  분열/ 합  단 에 Tsp1이 향  미   

있  가능  웨스  롯  실험  인해본 결과, Mfn1, fis1, 

OPA1과 같  다른 분열/ 합 단 질에는 큰 향이 없  

인하 다 (그림 25C), 하지만 p-Drp1  양이 Ab 처리에 해 

감소하고 이것이 Tsp1에 해 다시 회복 는 것  인함 써 

Ab를 처리한 조건에  calcineurin  특이  이 p-Drp1임  

인하 다 (그림 25C). 이를 통해, Tsp1이 Ab에 한 

calcineurin  p-Drp1 단 질  감소를 해함 써 

미토 드리 에 보  효과를 가짐  인할  있었다. 

 

 



７４ 

 

 

그림 22. Tsp1 이 Ab에 한 미토 드리  과도한 분열  해함  인 

(A) HT22 포에, Tsp1(500 ng/mL)  한 시간 처리 한 뒤, Ab 

(1mM)를 함께 24 시간동  처리하고 image J 프 그램  이용해 
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분 해본 결과, 미토 드리  이 (Aspect Ratio)  모양 (Form 

Factor)이 모  상  회복 , * p < 0.05, ** p < 0.01 (vehicle 

처리 그룹 ); # p < 0.05 (Ab 처리 그룹 ) 

(B) (A)에  동일한 그룹에  미토 드리  모양  자 미경 찰함, 

Ab에 해 짧 진 미토 드리  이가 회복 고, 포 하나당 망가진 

미토 드리  이 회복 , 포 하나당 미토 드리  개 가 Ab에 

해 증가 고 Tsp1 과 Ab를 함께 처리시에 상  회복 , *** p 

< 0.001 (vehicle 처리 그룹 ); ### p < 0.001 (Ab 처리 그룹 ) 
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그림 23. Tsp1 이 Ab에 한 미토 드리  능 이상  회복시킴  인 

(A-B) HT22 포에, Tsp1  한 시간 처리 한 뒤, Ab (1 mM) 를 

함께 24 시간 동  처리한 후 DCFDA (그림 A)  MitoSOX (그림 B) 

염색  통해 Tsp1 이 Ab에 한 포 체 ROS  미토 드리  내 
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ROS  증가를 해함  인함, * p < 0.05 (vehicle 처리 그룹 ); # 

p < 0.05 (Ab 처리 그룹 ) 

(C) Seahorse XF analyzer  미토 드리  산소 소모량  , Ab에 

해 감소  산소 소모량  Tsp1 이 부분  회복시킴. 
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그림 24. Tsp1 이 Ab에 한 신경 포 사멸  회복시킴  인 

(A-B) HT22 포에, Tsp1  한 시간 처리 한 뒤, Ab (1 mM) 를 

함께 24 시간동  처리함, MTT (A)  Calcein-AM (B) 실험  통해 

Tsp1 이 Ab에 한 포 사멸 증가를 해함  인, * p < 0.05, * * p < 

0.01 (vehicle 처리 그룹 ); # p < 0.05, ## p <0.01 (Ab 처리 그룹 

) 

(C) TUNEL 염색 실험  통해, Ab에 해 증가  포사멸  Tsp1 이 

회복시키는 것   인 가능 하  
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그림 25. Tsp1 이 calcineurin   p-Drp1 단 질 감소를 

해함  인 

(A) HT22 포에, Tsp1  한 시간 처리 한 뒤, Ab (1 mM) 를 함께 

24 시간동  처리한 뒤 fluo-4 염색시, 포 내 칼슘 이  증가 경향  

n.s. 

n.s. n.s. 
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그  지 므  Tsp1 이 Ab에 한 포 내 칼슘 이  증가는 

해하지 못함 

(B) Ab에 한 calcineurin 는 Tsp1 처리에 해 해  인, *: 

어 잘 진 calcineurin 단 질  나타내는 드, * p < 0.05 

(vehicle 처리 그룹 ); # p < 0.05, ## p <0.01 (Ab 처리 그룹 ) 

(C) 미토 드리  분열/ 합에  단 질  Ab나 Tsp1 처리에 

해  그 양에 변 가 없지만, p-Drp1 에 한 Drp-1   Ab에 

해 감소하고 Tsp1 과 Ab를 함께 처리할 시에 회복  
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그림 26.  Tsp1  보  효과에 한  그린 모식도 

Ab에 해 포내부 칼슘이 이 증가하면, calcineurin 이 어 p-

Drp1  인산 를 떼어내고, 미토 드리  Drp1 단 질 이동량이 

증가해  미토 드리  과분열  도, 이에 른 미토 드리  능 

이상과 포사멸  도하게 다. 이 , Tsp1  신경 포에 많이 

존재하는 a2d1 용체를 통해  포 내 증가  칼슘 이 에 해  

는 calcineurin 단 질  증가를 막게  가능 이 있고, 이에 라 
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calcineurin 이 p-Drp1 에 한 Drp1   낮추는 것  막  Ab에 

해 보  효과를 내게 다.  
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Part 3. Metformin에 한 Ab 생  증가 커니즘에 

한 연구 

1. 5XFAD  뇌에  metformin  Ab 플라크  증가  

Ab42 생  증가 효과  

Metformin  Ab를 증가시키는 것  므  (12), 

하이 병 동 모델에  metformin  주사하고 Ab 양  

하고자 하 다. 생후 2개월부  Ab 플라크가 축 다고 

진, 3.5개월  5XFAD 하이 병 모델 에 복강 내 

주사  metformin (200 mg/kg•day)  9일간 매일 주사하 다 

(그룹당 7마리). 이 틴-4G8  염색  5XFAD  엽에 , 

metformin  주사  그룹이 vehicle 주사를  그룹에 해 

Ab 플라크  양이 증가 었고, 면 당 차지하는  신  

도 큼  인했다 (그림 27A, B). , ELISA를 통해  Ab42  

양   체 뇌에  하  , metformin  주사  

그룹에  formic acid- 는 detergent-soluble Ab42 모  1.5  

도 증가하    있었다 (그림 27C, D). 이를 통해, 

metformin이 5XFAD  엽에  Ab 플라크를 증가시킬 뿐 
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니라, 체 뇌에 도 Ab42를 증가시킴    있었다.  

2. Metformin이 SH-SY5Y 포에  베타-, 감마-

시크리   증가시  Ab를 증가시킴  인 

Metformin에 한 Ab 증가가 APP  amyloidogenic processing 

조 에 한 것인지를 인하  해, metformin  SH-

SY5Y 포에 처리하 다. 이 그룹에  Ab가 증가하 고 (그림 

28A), 베타-시크리  프 모  도 증가 어 있   

 있었다 (그림 28B). 베타 잘림에 해 생 는 sAPPb  양도 

증가 었는데 (그림 28C), 이를 통해 metformin이 베타-

시크리   증가  그에 른 APP  베타 잘림  

증가시킴    있었다. 한, 감마-시크리  에 한 

효과를 보  해  질이 는 펩타이드를 어주고 그것  

단 는 도를 하는 실험과 루시퍼 이즈 리포  실험  

진행한 결과 (그림 28D, E), metformin이 베타-시크리  뿐만 

니라 감마-시크리  도 증가시키는 것  처  

냈다. 한편, 체 APP  양  일 하게 지 는 면, APP-

CTF  양  감소하는 경향이 보이므  metformin이 APP  
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amyloidogenic processing  증가시킴 써 Ab  양  

증가시킴    있었다 (그림 28F). 다 , metformin이 

감마-시크리  구  분  양  변 시킴 써 이러한 

 증가를 야 하는 것인지 보  해, metformin  처리한 

그룹에  웨스  롯  하여 감마-시크리  구  요소 

(Nicastrin, APH-1, PS1, Pen-2) 들  단 질양  찰해 

보 지만, 런 변 도 찰 지 다 (그림 28G).  결과를 

통해, metformin이 베타-, 감마-시크리   증가시  

Ab를 증가시킴    있었다.  

3. Metformin이 SH-SY5Y 포에  autophagosome  

축 시킴  인 

Metformin에 한 autophagic vacuole (AV)  증가가 보고   

있고 (32), AV는 잘 진 Ab 생 장소 이므  (33), 

metformin에 한 Ab 증가가 autophagy 도에 한 것인지 

고자 하 다. 처 , Microtubule-associated protein 

1A/1B-light chain 3 (LC3) I 과 II  양  웨스  롯  

했  떄, metformin  처리한 그룹에  LC3 Ⅱ  양이 
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증가하지만, 3MA  metformin  함께 처리시에는 이러한 증가가 

보이지 써, metformin에 해  autophagy 도가 

증가    있었다 (그림 29A). 한 자 미경  찰 

시에, autophagosome이 metformin  처리한 그룹  포 내부에 

축 어 있  인했다 (그림 29B). 이를 통해 , metformin이 

autophagy  증가시  포 내부에 autophagosome  

축 시킴  인 하 다. 

4. Metformin에 한 autophagosome 증가는 AMPK 

신 달 경 에 존 임  규명 

행 연구에  metformin에 한 Ab 증가가 AMPK 에 

존한다는 보고가 있었 므  (12). 이 가  검증하  해  

AMPK 해 인 Compound C (CC) 를 metformin과 함께 처리한 

뒤 이것  하  단계에 하는 autophagosome  축 , Ab 

생 에 여하는 베타-, 감마-시크리   증가, Ab 생  

증가 경향 이 어떻게 달라지는지를 보 다. CC  metformin  

함께 처리시, AMPK  증가 하지 고, 3MA  

metformin  함께 처리하  는 AMPK 이 증가하 다. 
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이를 통해 AMPK가 autophagosome 축  상 단계에 존재함  

인할  있었다 (그림 30A). 한 본인  가 과 일 하게, CC  

metformin  함께 처리시에 sAPPb 증가, 감마-시크리  

 증가, Ab  증가  같  metformin  하  단계에  

보여지는 효과가 모  억 는 것  인 하 다 (그림 30B-D). 

이를 통해  metformin에 한 autophagy  autophagosome 

증가는 AMPK 에 존 임    있었다. 다 , 이러한 

autophagosome 내부가 Ab 생  한 장소가   있는지를 

인해 보 다. 포에  autophagosome과 lysosome이 포함  

microsome  구  분획  얻어내 vehicle과 metformin 

처리군  해 보  , metformin  처리시에 하게 APP, 

BACE1, Nicastrin  단 질들  양이 증가 어 있었고 PS-1도 

증가하는 경향  찰하 다 (그림 30E). 한 BACE1  포  

체 분획에 도 증가 어, metformin에 해  효소  도 

증가 뿐만 니라 그 단 질  자체가 증가 어 있    

있었다 (그림 30E). 이를 통해 metformin에 한 

autophagosome  축 이 Ab 생  증가시키는 데 여할  
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있  인하 다. 
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그림 27. Metformin 이 하이 병 모델 마우스  뇌에  Ab 플라크  

Ab42 를 증가시킴  인  

(A) 3.5 개월 컷 5XFAD  복강에 metformin  9 일 연속 주사한 

뒤, 9 일째에 에  뇌를 분리해, 뇌 피질  section 하여 이 틴-

4G8  염색함 (스 일 는 400 mm(왼쪽), 32 mm( 른쪽)  나타냄) 

(B) (A)를 량 함, Metformin  복강 내 여   엽에  

Ab 플라크가 증가함, *** p < 0.001 (vehicle 처리 그룹 ) 

(C-D) Ab42 ELISA 분  통해  formic acid에 녹는 (C), 계면

에 녹는 (D) Ab42  양  함, * p < 0.05,  *** p < 0.001 (vehicle 처

리 그룹 )   
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그림 28. Metformin 이 SH-SY5Y 포에  APP  베타-, 감마-

시크리 에 한 잘림  증가시킴  인 

(A) Metformin 에 해 Ab  양이 증가함, ** p < 0.01 (vehicle 처리 

그룹 ) 

(B) 베타-시크리  프 모  이 metformin 에 해 증가함 

(C) sAPPb가 metformin  농도에 존  증가함  

(D-E) Metformin이 감마-시크리   하게 증가시킴  

peptide cleavage 실험  통해  인하고 (D), luciferase 실험  통해  

(E) 다시 한 번 인함, * p < 0.05,  *** p < 0.001 (vehicle 처리 그룹 
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) 

(F) Metformin에 해  APP-CTF는 감소하는 경향  보이고, 체 

APP 양  변 하지  

(G) Metformin  APP  감마-시크리  구  요소들  양  변

시키지  
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그림 29. Metformin 이 autophagosome  축 시킴  인  

(A) LC3-Ⅱ  양이 metformin 에 해 증가 고, autophagy 해 인 

3MA 를 함께 처리시에 회복  

(B) 자 미경 찰  통해 metformin  처리한 포에  vehicle 

처리한 포에 해  내부에 autophagosome 이 축 어 있  인 

( 간), a 는 b  시  사각  쪽 지역  하여 

autophagosome  자 히 인함 (맨 른쪽) 
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그림 30. Metformin 에 한 autophagosome 증가는 AMPK 신  경 에 

존함  인 

(A) Metformin  AMPK  phosphorylation  증가시  AMPK 신  

달 경 를  시키며, AMPK 특이  해 인 Compound C 

(CC)나 autophagy 해 인 3MA 처리시 AMPK 이 해  

(B) sAPPb  양이 metformin 에 해 증가 는 것이 CC 는 

autophagy 해 인 3MA 를 처리시에는 나타나지  
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(C) 감마-시크리   peptide cleavage assay를 통해 인, 

metformin 처리시  증가, AMPK 해  (CC) 나 autophagy 해  

(3MA) 처리시 회복, ** p < 0.01 (vehicle 처리 그룹 ); # p < 0.05 

(metformin 처리 그룹 )  

(D) Ab40  양  metformin  처리한 포에  CC 는 autophagy 

해 를 처리하고 인함, metformin 처리시 증가하나 AMPK 해  (CC)

나 autophagy 해  (3MA) 처리시 회복 , ** p < 0.01 (vehicle 처리 

그룹 ); # p < 0.05, ## p < 0.01 (metformin 처리 그룹 )   

(E) APP, BACE1, Nicastrin  양이 metformin 에 해 축  

autophagosome 이나 lysosome 이 포함  microsome  구  

분획에  vehicle 처리한 그룹에 해 증가 어 있 , 포  체 

분획에 는 metformin 에 해 BACE1  양만 증가 , “microsome 

enriched”는 autophagosome 과 lysosome 이 포함  microsome 분획  

함, * p < 0.05, ** p < 0.01 (vehicle 처리 그룹 ) 
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그림 31. Metformin 에 한 Ab 생  증가 커니즘  나타낸 모식도 

 2  당뇨병  1차 료  가장 리 쓰이는 metformin  AMPK 를 

 시킴 써 신경 포 내 autophagosome  축  시킨다. 

Autophagosome  내부는 베타-, 감마- 시크리   높이는 

한편, APP 가 국소  집 어 있어  amyloidogenic APP 

processing  진시키게 고 결과  Ab  생  증가에 여한다. 
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고     찰 

 

하이 병  뇌에  신경 포  사멸이 일어나 인지 능에 

장 를 겪게 는 인 퇴행  신경질 이다 (2). 

하이 병  병인 과 료에 한 뚜 한 해결책이 없는 

가운데 많  과학자들  원인 질  진 Ab  신경 포 독 에 

해 많  연구를 진행해 다. 이 질  칼슘이  증가,  

산소  증가, 염증  증가, 미토 드리  망가짐 등  

야 해 질  시키는 것   있다 (2, 4, 34). 이에 

이번 연구에 는 특히, Ab에 한 미토 드리  망가짐에 한 

에 해  다각도에  근해보 다. 미토 드리 는 포 

내에  에 지를 생산하고 포 사멸  조 하는 직 인 

소 이므  포  생존에 매우 요한 역할  한다 (4, 7). 

하지만 재 지 어떻게 Ab가 미토 드리  능  망가 리는지 

한 이  있지  그것  이 연구  Part 1 과 Part 

2 에  히고자 하 다. 
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 Part 3 에 는  2  당뇨병  료 인 metformin  

하이 병에  효과를 연구하 다. 하이 병   3  

당뇨병 이라고 불릴 도  당뇨병과 하이 병 간  

상 계가  것   있다 (8, 35). 그래  가장 리 

쓰이는 당뇨병 료 인 metformin  하이 병 료  

후보 써도 많  주목  고 있는 한편, 직 지 그 한 

효과에 해 는 논쟁이 많다. 하지만 인지 능  하를 가지는 

많  당뇨병 자에게도 리 쓰이고 있는 약인 만큼, 그 효과에 

해 신속하고도 한 규명이 필요한 시 이다. 이를 해 Part 

3 에 는 metformin 이 하이 병  병증에 어떠한 향  

미 는지 연구하고자 하 다. 

 

Part 1. 하이 병에  찰 는 Crif1 단 질  감소  

래 는 미토 드리  능 해 연구 

많  행연구에 , Ab에 한 미토 드리  능이상  

보고하 지만 직 지 어떤 커니즘에 한 것인지에 해 는 

실  다. 미토 드리  내막에 존재하는 Crif1이라는 

단 질  미토 드리  ribosome에  번역 어 나 는 자 
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달계  구  단 질들  미토 드리  내막에 삽입 는 것  

도 주는 역할  하는 것   있다 (그림 5) (15). 하지만 

Crif1  이 해  포에  미토 드리  모양이 망가  

있 이 보고가 었고, 미토 드리  능 이상에도  어진 

것  나타났다 (8). 라 , 본 연구에 는 하이 병에  

Ab에 해 도 는 미토 드리  능 이상이 Crif1 단 질  

부족  생 는 결과일 것이라는 가  우게 었고 이에 

연구를 진행함 써, 하이 병 자나 동 모델, Ab를 처리한 

포 등에  Crif1 단 질  이 어들어 있  견했다 

(그림 8, 9, 14, 15) (36).  

한편, Ab는 포 내부  ROS 생  증가시키는 것   

있고 (37), Crif1  사 인자  Sp1  ROS 증가에 해 

사인자 이 감소 는 것   있다 (38). 본 

실험에 는, 여러 가지 실험  통해 Ab에 한 ROS 생  증가  

Sp1  사 이 감소해 Crif1  사량이 감소하여 Crif1 

단 질  양이 어듦  냈다 (그림 10). NADPH 산  

해 를 처리했  는 Ab에 한 Crif1  감소가 회복 는 것  

인함 써, 다시 한번 Ab-ROS-Sp1-Crif1  경 를 인할 

 있었다 (그림 10C) (36).  한편, Ab에 해 다고 

진 AP-1이나 NF-κB  같  사인자  해 를 

처리시에는, Ab에 한 Crif1  감소를 회복시키지 못함  
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인함 써 (data는 보여지지 ), Ab가 존재하는 조건에  

Crif1 자  사에 주  Sp1 사인자가 여함  간  

뒷 침해 낼  있었다. 한편, Ab는 포 내 칼슘 이  

증가시킨다고  있는데 (39), 이에 해 Crif1  단 질 양  

변 가 야 는 것이 닌지를 인하  해 칼슘 이  

없 주는 약  처리해보 지만, Ab에 한 Crif1 감소  회복  

보이지 다 (data는 보여지지 ), ROS  증가는 

하이 병  병변 지역과 상 계가 있는데 (37), ROS에 해 

조  는 Crif1 단 질  감소가 병변 지역인 해마나 뇌피질 

부 에 만 찰 고 병변 지역인 소뇌에 는 찰 지 , 본 

연구  실험 가  뒷 침 해주는 결과  인 었다 (그림 8A, 

B, 14A). 이러한 맥락에  볼 , 킨슨병과 헌 병과 같  

ROS가 증가한다고  있는 다른 신경퇴행  질 에 도, 

Crif1에 한 후속 연구가 필요할 것  보인다. Crif1  과  

시킨 그룹에  보여진 Ab에 한 미토 드리  능 이상 회복  

작이 Ab에 한 Crif1  감소  인해 새  번역  자 달계 

단 질들  folding과 미토 드리  내막  삽입이 

감소함 써 자 달계를 이루는 단 질  양이 감소  것  

Crif1이 다시 회복시  야  것이 닌지를 인하고자 하 다. 

웨스  롯  실험  통해 complex 4  구  요소인 Cox2  

complex 5  구  요소인 ATP5A  량  살펴보  , 
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Ab에 한 단 질 양  감소나 Crif1  과 에 한 단 질 양  

변 가 찰 지 다 (data는 보여지지 ). 그러므  이러한 

Crif1에 한 미토 드리  능 회복  여러 행 연구 

결과들과 마찬가지  각 complex  단 질 양에는 변 가 없지만 

complex들  도 증가  나타났  가능 이 높다고 할  

있겠다 (40, 41). Crif1  과 시킨 포에  Ab에 한 

ROS증가는 회복 지만, 미토 드리  막 나 ATP 생 에 

있어 는 한 회복  보이지 다 (그림 12C, D). 이는 Ab가 

ATP synthase나 cyclophilin D  결합하여  미토 드리  

막  ATP 생  해하는 것   있 므  (30, 41), 

Crif1  과  만 는 미토 드리  막 나 ATP 생  

히 회복시키지 못했  것  사료 다. 하지만 ROS 증가  

해만 도, Ab에 한 포  감소를 회복시키는 데는 

충분했  것  보이  에 (그림 12E, F), Crif1  

미토 드리  능 지  포생존에  역할  매우 요한 

것  추 다.  한, Ab에 해 증가 는 칼슘 이  입  

미토 드리  능이상, 포사멸  일 키는 요인   

있지만 (39), 미토 드리  칼슘이  펌프 해 를 처리한 

조건에 도 Ab에 한 미토 드리  능 회복이 일어나지 

써, 칼슘 이  증가보다는 ROS  증가가 Ab에 한 

미토 드리  능 이상에 요함    있었다 (그림 20). 
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하지만 Crif1 뿐만 니라, 미토 드리  내막에 존재하는 

단 질이면  그 능 지에 요한 여러 가지 단 질들, chchd3, 

mitofilin, ATP synthase 단 질들에 한 추가 인 연구도  

행해 야 하고도 구체 인 커니즘이 립  것이다 (42-

44). 한편, 행 연구에 는 oxidative stress에 한 포 내 

단 질 번역 과  해  그  인한 포 사멸  증가가 보고  

 있다 (45). 그런데 상 포에 는 미토 드리  내 Crif1  

역할이 미토 드리  내 ribosome에  새 이 번역 어 나 는 

자 달계 단 질들  내막  삽입하는 역할  하므  (15) 본 

연구에  인한 하이 병에  Crif1  감소가, Ab에 한 

oxidative stress  인해 미토 드리  내 단 질 번역  막  한 

번역 과   단 질 들   감소 상  한 부분이  

가능 도 있다. 이 가능 에 해 는, Crif1이 직 인 단 질 

번역에  ribosome 복합체  구  요소가 닌 chaperone  

돕는 단 질이라는 과, oxidative stress에 한 단 질 번역 

차단  일부는 미토 드리  내 ribosome 단 질보다는 포질 내 

ribosome 단 질  조 써 주  일어나며  에  단 질 

번역 차단  조 이 독립  일어난다는 행 연구 결과를 

고 해 보   (46), 이 가능 에 해 는 좀  구체 인 

후속 연구가 뒷 침 어야 할 것  보인다. 

근 들어, 미토 드리  자 달계  능 이상  당뇨나 
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킨슨병, neuromuscular degeneration 과 같  많  병들에  

보고가 증가 고 있 므  Crif1이 이러한 미토 드리  능 

이상  병증  가진 많  질 들에 도 좋  료 후보 질이 

  있  것  하는  이다 (47, 48).  

Part 1  연구 결과는 Cell Death & Differentiation, January, 

22(6): 959-73 (2015)에 논  한  있다.    

 

Part 2. Tsp1  Ab에 한 미토 드리  구조 망가짐과 

능 이상에  회복  연구  

Tsp1  추신경계  부분  차지하고 있는 상 포 부  

신경 포  분  는 질이며, 하이 병에 는 그 분 가 

어들어 있 이  있다 (49). Ab에 한 미토 드리  

능 이상  잘  있지만, 그 회복 커니즘에 해 는 많  

연구가 지 다. 본인  실험에 는 Tsp1  처리시에 Ab에 

한 미토 드리  구조  망가짐 회복  능 이상  부분  

개  찰하게 었고, 이에 Tsp1이 하이 병에  

미토 드리 에 한 보  효과를 가질  있  가능 에 해 

인 하 다.  

행 연구에  calcineurin  가 p-Drp1  양  낮춰 

미토 드리  Drp1 이동  증가시키고 이에 라 

미토 드리  과도한 분열과 능 이상이 래   있 이 
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다 (그림 6) (31). 하이 병에  Ab에 한 포 내 

칼슘 이 이 증가하고, 그에 해 calcineurin이  는데 

Tsp1이 이러한 경 상에  보 작용  하는 것이라고 가  

우게 었고, 실험  통해  Tsp1이 calcineurin 를 막  

다 에 이어지는 미토 드리  과분열 상과 그에 른 능 

이상  신경 포사를 막  가능 이 있  인하 다. 

미토 드리  과도한 분열  곧 미토 드리  능 이상  

야 시키는데 행 연구 결과에 르면, 미토 드리  과분열시 

미토 드리  내 자 달계들  양과  구  요소들  

갖추고 있는 자 달계 복합체들  이 어지면  원 하고 

효 인 ATP 생산이 일어나지 고, 자 달계  름이 

막힘 써 추가 인 ROS 축 이 야 며, 미토 드리  내 

사에 요한 효소들  이 떨어지고, 미토 드리  막 가 

깨지게 는 등 인 미토 드리  능 이상  징후들  

래하는 것   있다 (50). 그러므  Ab에 한 

미토 드리  과분열 상  해하는 Tsp1  효과는 단 

미토 드리  분열/ 합에  역학  균  회복시   

뿐만 니라 미토 드리  능 이상도 막   있 써 

신경 포  생존에 요한 역할  할 것  보인다. Tsp1  

Neuroligin1, CD45, a2d1과 같  다양한 용체에 작용하는 

리간드이지만 (51-53), 뇌  신경 포에 는 특히 a2d1 용체를 
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통해  시냅스 이나 스 인  도를 높이는 등 신경 포  

 증가시키고 인지 능  향상시키는 데 작용  하는 것  

 있다 (49). 본인  실험에 도, a2d1 용체를 통해 Ab에 

해 보 작용  할 것  상 고 그것  후속 연구에  힐 

이다. 그 구체 인 법  a2d1 용체에 높  도를 

가진 gabapentin  처리해 (54) Tsp1에 한 보  효과가 

란 는 지  여부를 통해, Tsp1이 a2d1 용체를 통해 

신경 포를 보 하는 역할  할  있  낼 것이다. a2d1 

용체는 처  골격근에  L-type calcium channel  

필  구 요소 써 견 었  에 (55), calcium 

channel  능과 trafficking에 어 많  연구가 행해 다. 

그러므  본 연구에  Ab  신경 포 독 에 한 Tsp1  보  

작용이 a2d1에 한 calcium channel 조  통해 일어날 

가능 이 있   있다. 하지만, a2d1  잘 진 단 질-단 질 

상 작용  할  있는 extracellular Von Willebrand domain  

가지고 있고 이는 곧 다양한 extracellular ligand에 한 용체  

능할  있  시사해주는 것이  에, Tsp1-a2d1에 한 

신  달이 calcium signaling에 국한 지  가능 도 할 

 없다. 그것  뒷 침해주는 한 , 근 a2d1  량이 

높다고 진 골격근에 한 연구 결과에 , a2d1이 calcium 

channel  능 조 과는 한, myoblast attachment나 
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extracellular signaling 조 에 여함  냈다 (56). 한 본 

연구  해  직 는, 신경 포에  a2d1  calcium 

channel 조  능과는 독립  Tsp1이 a2d1 용체를 통한 

하  신  달  통해 신경 포  시냅스  진한다는 연구 

결과가 보고   있다 (51). 나 가 후속 연구에  사용할 인, 

a2d1  agonist인 gabapentin  a2d1에 결합해 Tsp1과 a2d1  

결합  차단하지만, calcium channel 조 에는 향  미 지 

이  있고 직 지 그 분자생 학    있지 

다 (57). 그러므  후속 연구에  gabapentin에 한 Tsp1  

차단이 a2d1  calcium channel  능 조  차단해 가 닌, 

그것과는 독립 인 Tsp1에 한 a2d1  하  신  달  차단할 

것  상하는 이다.  

한, calcineurin 해 인 FK506  처리하거나, Drp1  

phosphorylation site를 mutation 시킨 DNA construct를 질 

주입시 , 실험 가  내 우고 있는 Ab - 포 내 Ca2+ 이  

증가 - calcineurin  - phospho-Drp1  감소 - Drp1  

미토 드리  이동 증가 - 미토 드리  분열 증가 - 

미토 드리  능 이상 - 신경 포사 증가 - 하이 병  

진행이라는 가  축에  각각  단계  해 들  처리해 실험 

가  한 부분  증명해나갈 생각이다. Tsp1  anti-angiogenic 

effect를 가지거나 neuro-inflammation  하를 가 므  
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(58), 하이 병 상황에 는 이번 연구에  보  

미토 드리  모양과 능  회복과 불어 BBB integrity를 

낮추는 신생  생  지  추 신경계 내 염증  감소  

욱 좋  료 효과를 낼  있는 가능 이 높  것  보인다. 

하지만 직 지 추 신경계에 , 특히 하이 병 상황에 는 

그 역할과 작용 커니즘이 규명 지  상황이  에  

많  후속 연구가 필요한 시 이다. 

상 포는 신경 포보다 그 가 월등히 많고, 여러 가지 

neurotrophic factor 들  분 해 신경 포가 살 가 에 합한 

경  만들어 주 에, 추 신경계에 매우 요한 것  

인 었다 (59, 60). 그러므  상 포에  분 는 인자들  

신경 포  생존에  능  하는 다른 분  인자들에 한 

연구도 질  병증 개  한 연구에 필 일 것  추 다. 

이러한 연구들이 히 진행 고 이것이 하이 병  증상 

개 과 료를 목  임상에 용 었  , 신경 포에 

국한 어 효과를 내 보다는 뇌 인 경  신경 포  

생존에 리하도  만들어 써 궁극  좋  료 효과를 

낼  있  것이다. 

Part 2  연구는 재 진행 에 있는 상태이다. 

 

Part 3. Metformin에 한 Ab 생  증가 커니즘에 한 
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연구 

베타-, 감마-시크리 는 Ab를 생 해내는 데 있어 가장 

요한  효소이다 (그림 2) (61, 62). 그러므  이 효소들  

조 이 잘못 면 하이 병  진행이 가속  것이며, 실  

다양한 포 스트 스 조건에  이  효소  이 증가하는 

것   있다 (61, 63).  

Metformin   2  당뇨병  료 써 가장 리 쓰이는 

약 이다. 하이 병   3  당뇨병 이라는 별명  가질 

도  하이 병과 당뇨병과  연  높  것   

있다. 실 , 하이 병 자들이 상인에 해   2  

당뇨병에 걸릴 험이 높 , 체 자군  80% 도가  2  

당뇨병이나 그보다 경증  사  질  가지고 있는 것  

다 (64).  질 간  높  연  인해  2  

당뇨병  료  리 쓰이는 metformin이 하이 병 개 에 

어떤 역할  할  있 에 한 이 어가 시 어  가운데 

몇몇 행 연구가 행해  다. Metformin  BBB를 통과할  

있어 하이 병  증상 개  한 료 가   있는 

가능 이 있지만, 연구 결과들에 르면 직 지는 그 효과  

향 이 히 해지지 고 있다. 를 들어, Kickstein et al. 

 연구에 는 metformin이 human tau transgenic mice  non-

transgenic mice  신경 포에  mTOR 신  달 경 를 막고 
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phosphatase 2A  도를 감소시킴 써 tau  과인산 를 

감소시킴  고 (65), 한 다른 행 연구에 는 당뇨병 모델 

에   지속  metformin  여하 니 tau  과인산 나 

Ab 플라크가 감소하는 효과를 보 다 (66). 하지만, 이 연구에  

인지 능  개  보이지 다. 이  , metformin  

부  능  보고하는 연구들도 많 다. 를 들어, chen et al. 

 연구에 는 N2a695 포주   신경 포에  metformin  

처리시에 Ab  생  증가하 고 이것이 베타-시크리  

 증가를 통해 일어남  다 (12). 하지만 어떻게 

metformin에 해  amyloidogenic APP processing에 여하는 

효소들  이 증가하는지 지지 에 본 연구에  그 

 히고자 하 다. 본 연구  실험가   행 연구 

결과를 토  립 었는데, 첫째는 metformin이 AMPK 신  

경 를 시키고 이는 결과  autophagy를  

시킨다는 사실이다 (67).  번째는 Son et al.  연구 결과에  

인슐린 항 에 해 autophagosome이 축 고, 이 내부에는 

APP  amyloidogenic processing에 여하는 시크리 들이 

많이 존재하고 있어, 새 운 Ab 생  장소가   있다는 이다 

(33). 이러한 결과들  토  metformin – AMPK  – 

mTOR 해 – autophagy 도 – autophagosome 축  인한 
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Ab 증가 라는 가  웠고, 이 실험 가  증명하  해  

처 , 3.5개월  5XFAD 하이 병 모델 에  Ab 

플라크  Ab42가 증가  찰하 다 (그림 27). 다 , HT22 

포주에  metformin  처리시에 상  autophgosome이 

축  찰하 다 (그림 29). 이러한 결과가 autophagosome  

생  자체가 많 지는 것인지 는 autophagosome과 lysosome  

합이 해 어 autophagy flux가 막  나타나는 상인지 

보  해, tf-LC3를 질 주입시킨 포에  RFP-positive 

signal   미경  해 보 다 (data는 보여지지 ). 

Tf-LC3 construct는 autophagosome과 lysosome이 합하게  

시에, 내부  산도 (pH) 가 감소하므  색  사라지고 

빨강색 만 남게 는데 (68), 본인  실험에 는 metformin 

에 해  RFP-positive signal이 증가하 므  autophagy 

flux가 막 다  보다는 autophagosome  도 는 

autophagy  가 증가  추해 볼  있었다. 다  

이러한 autophagy  상 인 가 AMPK에 존 임  

AMPK 해 를 사용하여 인할  있었다 (그림 30). 한, 

autophagosome  증가는 베타-, 감마-시크리   

높일 것이므 , metformin과 autophagy 해 인 3MA를 함께 

처리시에 이러한 metformin에 한 sAPPb  증가도 회복  

것  상하 다. 하지만, metformin과 3MA를 함께 처리한 
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그룹에  종 생 인 Ab  증가는 회복 었지만, sAPPb  양  

증가는 회복 지 다 (그림 30B). 이러한 상  마도 3MA 

처리가 벽하게 metformin에 한 autophagy 를 막지 

못하지만 부분  autophagosome 축  막  이것이 감마-

시크리  체 도를 vehicle 처리 그룹  그것과 슷한 

도  지하 에는 충분하므 , 종  생 는 Ab  

증가는 막   있  일 가능 이 있다. 마지막 , 

autophagosome과 lysosome이 포함  microsome  구  

포 분획에  APP, BACE1, Nicastrin (감마-시크리  

구 요소) 이 하게 증가  면 포질 체에 는 BACE1  

외한 APP나 감마-시크리  구 요소들  양에 큰 변 가 

없  보여주어 (그림 30E), 축  autophagosome 내부에  

amyloidogenic APP processing이 히 일어날 가능 이 높  

인할  있었다.  

한편, 본 연구결과 는 달리, 하이 병에  AMPK나 

autophagy  가 이 운 효과를 낸다는 여러 행 보고들도 

있어 다. Spilman et al.  연구에  부분  Ab가 autophagy-

lysosome system에 해 분해 므 , AMPK activation과 mTOR 

 하는 autophagy를 도할  있고, Ab 플라크를 감소시킬 

 있  냈다 (69). 한, Yang et al.  연구 결과에 하면 

하이 병 모델 에  AMPK 나 mTOR 해 에 
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해  autophagy를 도하면 하이 병에  보여지는 병증  

시킬  있  보고하 다 (70). 그러므  하이 병 

상황에  AMPK  효과나 autophagy  직  효과에 

해 는 직 지 단 짓  어 울 듯 하며,  많  후속 연구가 

필요한 것  보인다. 

이 연구결과는, 지 껏  2  당뇨 자에게 가장 리 쓰여  

당뇨 료 인 metformin이 인지 능에  부작용  야 시킬  

있다는 주  식  일 키게 한다. 실  임상  이스 스 를 

분 한 결과를 보면, metformin  복용한 당뇨 자들이 다른 약  

복용한 당뇨 자들 보다 인지 능이 훨  감소 어 있는 것  

나타났다 (17). 미롭게도, 이러한 metformin  인지능  하는 

타민 B.12를 보충해 써 는 양상  나타내었다 (17). 

한 sulfonyl urea나 insulin  metformin과 함께 여하  

도 이러한 Ab생  증가에 한 인지 능 하가 어느 도 

회복 어지는 것  나타났다 (71). 하지만 이러한 임상 이스 

스  분  결과는 상군  약 취 히스토리, metformin  

복용량이나 복용 간,  험인자 (APOE gene 

polymorphism) 에 한 보  미고  등 많  약  가지고 

있  에 히 신뢰  는 없 나, 본 연구에  진 

것처럼 metformin  인지 능에  부작용이 심 고 있 므  

히  어질  없다. 근에는 metformin에 한 생체 
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사  이  향  는다는 보고도 있어  (72), 

이러한 metformin에 한 효과를 임상  분 시에는 좀  

많  변 를 고 해 통계  분  했   욱 하고 

임상  미한 결과를 얻   있  것이라고 생각한다. 

이러한 미한 결과들이 합쳐  , metformin  인지 능에 

한 , 부  면  히   있  것이며, 약  처  

시에 개인에 맞는 처  할  있어 당뇨병  효  료  

동시에 인지 능 하라는 부작용  소 할  있는 효과를 낼 

 있  것이라 하는 이다. 

Part 3  연구 결과는 Journal of Alzheimer’s Disease에 accept 

(8th, January, 2016) 어 논  게재   이다. 
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하이 병  미토 드리  구조  망가짐과 능 이상  

인한 신경 포   감소 , 단 질 분해 시스 에  요한 

machinery 이자 근 Ab  새 운 생  장소 도 진 

autophagosome  과다 축  등  원인들이 복합  작용해 

병 거나, 병  진행  가속 시킬  있는 것  진 

질 이다. 본 연구에 는 하이 병에  신경 독  일 키는 

원인인 Ab에 해 ROS 가 증가하고 그  인해 Crif1 gene  사 

인자인 Sp1  사 이 감소 어 그 사량이 감소 어 

결과  미토 드리  내막 단 질인 Crif1  양이 감소  

찰하 다.  이러한 Crif1  감소는 미토 드리  구조 인 

망가짐과 능 이상  도해 포  감소를 가 지만, 

Ab가 존재하는 상황에 도 Crif1  과  통해 그 단 질 양  

상  지했  경우 미토 드리  구조  능, 나 가 

포 지 상  회복 써 하이 병 상황에 Crif1 

단 질  보  효과를 인할  있었다. 이 게 미토 드리  

구조  능  지가 하이 병 상황에  좋  료 이  

 있  인한 가운데, 상 포에  분  Tsp1 이라는 
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질이 한 신경 포에  Ab에 한 미토 드리  구조  

망가짐과 그에 른 능 이상에 보  효과가 있  찰하 다. 

Tsp1  Ab에 한 포 내 칼슘 이  증가에 한 

calcineurin 를 해함 써 미토 드리  구조를 견고히 

지하여 미토 드리  능이나 포  상  

지해 보  작용  할 가능 이 높  인하 다.  

미토 드리  능 이상 뿐만 니라 autophagosome  축  

한 하이 병  주요 병인   하나  주목 고 있다. 

이에 해  본 연구에 는 임상 역학 조사에  하이 병과 

높  상 계를 가진다고 진  2  당뇨병에 쓰이는 

료 인 metformin 이 히  autophagosome  축  통해  

Ab 생 에 여함  인함 써, metformin 복용에 해 

생하는 당뇨병 자에  인지 능 하에 해  

하이 병  병증과 연  시할  있었다. 본 연구 결과에 

르면, metformin  AMPK 신  경 를 시킴 써 

autophagy 를 도해 포 내 autophagosome  축 시키고, 그 

내부에 APP, 베타-, 감마-시크리 가 증가 고 그  한 

증가 써 Ab  생 에 여함  찰하 다. 이를 통해 
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autophagosome 축 이 하이 병  병증  가속 시킬  

있는 주요 원인이   있  인하 다.  

본 연구 결과들  종합해 보  , Ab 에 해 야 는 

미토 드리  능 이상과 autophagosome  축  등이 

하이 병  병과 병증  가속 에 주요  작용함  

인할  있었다. 한, 미토 드리  내막 단 질 양  지나 

상 포 부  Tsp1 과 같  질 분 를 통해 미토 드리  

구조  망가짐이나 능 이상 부  신경 포를 보 하는 것이 

요한 료 이   있  인하 다. 나 가, 

하이 병  원인 질이라고 진 Ab 뿐만 니라 당뇨병 

료 인 metformin 과 같  약 에 해 도 autophagosome 

축  통한 병증  가속 를 야 할  있  인함 써 재 

리 쓰이는  2  당뇨병 료 인 metformin  처 에 심한 

주 가 필요함  하는 이다. 
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Abstract 

 

Alzheimer’s disease (AD), a devastating form of dementia is the 

most common-age related neurological disorder. Extracellular 

Ab accumulation and abnormal folding of intracellular hyper-

phosphorylated tau proteins are two hall-marks of Alzheimer’s 

disease pathology. Recently, many studies have been focused 

on the maintenance of essential and principal physiological 

functions or the functional recovery of cellular organelles’ 

functions to increase the cell viability. Since mitochondrial 

dysfunction and accumnulation of autophagosomes are one of 

them, this study tried to reveal the mechanisms underlying 

between those risk factors and AD pathology progression. We 

found out that Ab-induced disruption of mitochondrial 

morphology and function is mainly caused by Crif1 (CR6-

interacting factor 1) loss. Furthermore, since Crif1 over-

expression could recover Ab-induced mitochondrial 

dysfunction, mitochondrial morphology disruption and decrease 

of cell viability in SH-SY5Y cells, Crif1 might be the good 

therapeutic target for AD maintaining mitochondrial functions. 
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In addition, this study additionally confirmed that Tsp1 

(Thrombospondin-1), which is released from astrocytes in 

CNS, appears to protect mitochondrial morphology and 

functions by inhibiting Ab-induced calcium mediated calcineurin 

activation and following decrease of p-Drp1 level, which also 

can be a potential therapeutic strategy for AD. 

The association between type 2 diabetes and AD has been 

known to be quite strong. This study revealed the effect of 

metformin in Ab production by showing that metformin 

accumulates autophagosomes where amyloidogenic APP 

processing is facilitated in HT22 cells.  

Based on these results, it is highly possible that maintaining 

mitochondrial function might be a good therapeutic approach in 

treating AD. Furthermore, this study also warns us for the 

effect of metformin that might contribute to AD pathology by 

enhancing Ab generation.  
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