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초   록  

 

알츠하이머병에서 주요 원인 물질인 베타-아밀로이드와 tau 

단백질에 의한 세포 독성으로 당 대사의 저하로 인한 O-

GlcNAcylation 의 변화와 HDAC6 의 과활성화로 인한 

acetylation 의 변화가 알려져 있다. 하지만, O-GlcNAcylation 이나 

acetylation 의 변화가 관여하는 구체적인 알츠하이머병의 병인 

기전은 많이 연구되어 있지 않다. 따라서, 본 연구에서는 O-

GlcNAcylation 이나 acetylation 의 변화가 알츠하이머병의 병인 

기전에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 

먼저, 알츠하이머병에서 변화된 O-GlcNAcylation 이 기여하는 

병인 기전 연구에서는, 알츠하이머병 동물 모델과 베타-

아밀로이드를 처리한 세포에서 c-Fos 의 O-GlcNAcylation (S56, 

S57)이 증가함을 밝혔으며, 그 결과 c-Fos 의 안정화와 전사 

활성의 증가로 세포 사멸을 유도하는 Bim 의 발현이 증가되어 세포 

사멸이 촉진됨을 확인하였다. 

다음으로, acetylation 연구에서는 HDAC6 억제제를 통한 

acetylation 회복에 의해 나타나는 알츠하이머병 회복 기전을 

규명하였다. 알츠하이머병 동물 모델이나 세포에 HDAC6 억제제를 

처리하였을 때, HDAC6 의 기질인 Prx1 의 acetylation (K197)이 

증가하여 베타-아밀로이드에 의해 유도된 산화 스트레스와 과도한 
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Ca2+을 회복시키고, 그 결과 미토콘드리아의 축삭 수송도 

회복시킴을 확인하였다. 또, tau 와 Hsc70, Hsp70 의 acetylation 이 

증가하여 서로 간의 상호 작용 증가를 통해 tau 의 

프로테아좀으로의 분해가 촉진됨을 밝혔고, 그 결과 응집된 tau 를 

포함한 전체적인 tau 의 양이 감소하여, 손상된 시냅스와 기억력이 

회복됨을 확인하였다. 

이러한 결과를 통해서 알츠하이머병에서 변화된 O-

GlcNAcylation, acetylation 과 같은 단백질의 번역 후 수식화가 

알츠하이머병의 병인 기전에 기여함을 알 수 있었고, 변화된 번역 

후 수식화를 회복시켜 줌으로써 알츠하이머병의 병적 증상을 

회복시킬 수 있음을 확인할 수 있었다. 따라서, 단백질의 번역 후 

수식화를 조절하는 것은 알츠하이머병의 중요한 치료 표적이 될 수 

있을 것으로 기대된다. 
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주요어: 알츠하이머병, 베타-아밀로이드, O-GlcNAcylation (O-

linked β-N-acetyl glucosamine), c-Fos, HDAC6 (Histone 

deacetylase 6), acetylation, Prx1 (peroxiredoxin1), tau 
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서   론 

 

노인성 치매의 대표적인 질병인 알츠하이머병 (Alzheimer ’ s 

disease; AD)은 노화와 연관된 신경 퇴행성 질환으로, 인구의 고령

화와 맞물려 환자수가 기하급수적으로 증가하고 있다 (1). 임상 증

상은 기억, 언어기능, 판단력 등의 인지기능의 저하뿐만 아니라 성

격변화, 공격성 증가, 수면 장애 등의 정신행동 증상이 동반된다 

(2). 병리학적 특징으로는 알츠하이머병 환자의 뇌조직에서 베타-

아밀로이드 (amyloid beta peptide; Aβ)가 축적되어 나타나는 노

인반 (senile plaque)과 세포 내의 과인산화된 tau 단백질이 비정상

적으로 응집되어 생기는 신경섬유 다발 (neurofibrillary tangle; 

NFT)이 관찰된다 (3). 

따라서, 베타-아밀로이드와 tau 단백질이 알츠하이머병의 주요원

인 물질로 여겨지는데, 베타-아밀로이드는 아밀로이드 전구 단백질 

(amyloid precursor protein; APP)이 베타-시크리테아제 (β-

secretase; BACE1)와 감마-시크리테아제 (γ-secretase 

complex)에 의해 잘려서 생성되며, 스스로 응집되는 특징이 있어 

이량체 (dimer), 올리고머 (oligomer), 피브릴 (fibril)로 점차 응집

되면서 β-sheet 구조의 노인반을 형성한다 (3). 이러한 베타-아

밀로이드 응집체들은 세포 독성을 나타낸다고 보고되어 있는데, tau 

단백질의 과인산화, 오토파지-리소좀 시스템 (autophagy-
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lysosome system)의 손상, 시냅스의 퇴화, 미토콘드리아의 손상, 

Ca2+ 항상성의 이상, 축삭 수송의 저해, 세포 사멸 등이 그것이다 

(그림 1). 먼저, tau의 과인산화는 베타-아밀로이드가 Fyn, GSK3

β, cdk5, MAPK, Akt, PKA 등의 kinase를 과활성화시켜서 일어나

는 것으로 알려져 있고, 그 결과 tau의 응집이 촉진되어 세포 내에 

축적되며, tau에 따른 세포 독성도 나타난다 (3). 또, 베타-아밀로

이드는 Akt 관련 경로나 RAGE-AMPK를 통한 경로로 오토파지-

리소좀 시스템 (Autophagy-lysosome system)을 과활성화시키는

데, 오토파지-리소좀 시스템은 베타-아밀로이드의 생성 장소 중 

하나로 알려져 있다 (4-6). 리소좀이 비산성화되면 오토파지-리소

좀 시스템의 흐름을 손상시켜 베타-아밀로이드의 분해가 감소된다

는 보고도 있는데, 가족성 알츠하이머병에서 보이는 presenilin 1 

(PS1)의 돌연변이와 베타-아밀로이드에 의한 GSK3의 과활성화는 

리소좀의 산성화를 손상시킨다고 한다 (7). 이 외에도 베타-아밀로

이드에 의해 수상돌기 가시 (dendritic spine)가 줄어들고, 장기 강

화 작용 (long term potentiation; LTP)의 손상 및 장기 억압 

(long term depression; LTD)의 촉진이 보고 되어 있는데, 이러한 

시냅스의 손상으로 인해 알츠하이머병에서 인지 기능 손상 및 기억

력 감퇴가 일어나는 것으로 여겨진다 (8). 다음으로, 알츠하이머병 

환자 뇌의 미토콘드리아에서 축적된 베타-아밀로이드가 발견되는데, 

그 결과 미토콘드리아의 효소들을 손상시켜 전자 전달계 (electron 

transport), ATP 생성, 산소 소비, 미토콘드리아의 막전위가 모두 
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손상된다고 보고되어 있다 (9). 이러한 미토콘드리아의 기능 장애로 

인해 과도한 활성 산소 (reactive oxygen species; ROS)가 생성되

고, 세포 내로 비정상적인 Ca2+이 분비되며, cytochrome c 분비를 

통한 아폽토시스 (apoptosis)가 일어나는 것도 보고되어 있다 (9). 

산화 스트레스 (oxidative stress)도 베타-아밀로이드에 의한 병리

학적 특징 중 하나인데, 베타-아밀로이드 자체가 유리기 (free 

radical)를 생성시키는 펩타이드 (peptide)이며, 미토콘드리아 손상

을 통해 활성산소를 증가시키고, 소교세포 (microglia)를 과활성화

시켜 활성질소 (reactive nitrogen species; RNS)를 생성시키는 것

으로 알려져 있다. 그 결과, 지질의 과산화, 단백질의 과산화, DNA

의 과산화를 통한 세포 독성을 일으킨다 (10). Ca2+ 역시 베타-아

밀로이드에 의해 항상성이 손상되어 있는데, 손상된 미토콘드리아나 

활성산소 혹은 glutamate에 의해 소포체 (endoplasmic reticulum; 

ER)에서 Ca2+ 분비가 촉진되어, 세포질 내에 과도한 Ca2+이 나타

나고, 그 결과 calcineurin, calpain과 같은 효소를 활성화 시켜서 

신경 돌기의 위축, 시냅스 가소성 장애, 세포 사멸을 유도한다고 알

려져 있다 (11-14). 또한, 긴 축삭을 가진 비대칭적 구조인 신경 

세포에서는 축삭 수송이 매우 중요한데, 베타-아밀로이드는 미세 

소관 (microtubule)의 불안정화와 미세 소관, 수송 단백질 (motor 

protein), 어댑터 단백질 (adaptor protein)과 수송물 (cargo) 사이

의 부착성을 저해시킴으로써 축삭 수송을 저해한다고 보고되어 있

다 (15). 이와 같은 여러 가지 세포 독성 작용을 통해 세포 사멸이 
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유도 된다 (3). 

또다른 알츠하이머병의 주요 원인 단백질인 tau는 주로 신경세포

에서 발현되며, 교세포에서는 낮은 양으로 발현된다 (16). 프로젝션 

도메인 (projectin domain)의 2개의 아미노-말단 삽입 도메인 

(amino-terminal inserts)의 유무 (0N, 1N, 2N)와 미세 소관 결합 

도메인 (microtubule binding domain)의 2번째 카복시-말단 반복 

도메인 (carboxy-terminal repeat domain) (R2)의 유무에 따라 

(3R, 4R) 6가지의 동형 (isoform)으로 존재한다 (16). 일반적으로 

주로 축삭에 위치하는데, 미세 소관에 결합하여 미세 소관을 안정화

시키고, 수송 단백질과 경쟁적으로 미세 소관에 결합하여 수송 단백

질이 미세 소관에 결합하는 것을 조절한다고 알려져 있다. 또, tau 

자체가 수송물로 작용할 수 있어, 역시 경쟁적으로 다른 수송물이 

수송 단백질에 결합하는 것을 조절하여, 수송물의 이동을 조절하는

데, 이와 같은 작용을 통해 축삭 수송을 제어한다고 알려져 있다 

(16). 이 외에도, tau knock-out 쥐를 이용한 연구들을 통해 tau가 

신경세포의 활성, 신경발생 (neurogenesis), 시냅스 가소성에도 관

여하는 것이 보고되어 있다. 베타-아밀로이드나 picrotoxin과 같은 

발작 (seizure)을 일으키는 물질에 의해 신경세포의 과활성이 나타

나는데, tau를 knock-out하였을 때, 신경세포의 과활성이 감소함을 

통해 tau가 신경세포의 활성을 조절할 수 있음을 발견하였다 (17, 

18). 또한, tau knock-out 쥐에서 해마의 성체 신경 발생이 저해되

어 있다는 보고가 있고, 해마의 CA1 부위에서 장기 억제와 장기 상
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승 작용의 손상이 나타난다는 보고를 통해, tau가 신경 발생과 시냅

스 가소성에 관여함을 알 수 있다 (19-21). 

이와 같이 세포 내에서 중요한 기능을 하는 tau가 알츠하이머병

에서는 응집되어, 정상적인 기능을 잃거나, 응집에 따른 새로운 독

성을 나타냄으로써 세포 독성을 일으킨다고 보고되고 있다 (그림 

2). 위에서 언급했듯이 tau는 베타-아밀로이드에 의해 과인산화되

는데, 그 결과 미세 소관에서 떨어져나와 응집이 시작된다 (3). 미

세 소관 결합 도메인의 R2와 R3에 위치한 VQIINK와 VQIVYK 모

티프 (motif)가 tau의 응집에 중요하다고 알려져 있는데, Tau는 베

타-아밀로이드와 마찬가지로 이량체, 올리고머 단계를 거쳐 PHF 

(paired helical filament), 그 이후 신경섬유다발의 단계로 응집이 

일어난다 (16). 이처럼 tau가 미세 소관에서 떨어져 나와서 응집되

기 때문에, 미세 소관을 안정화시키고, 축삭 수송을 조절하는 tau의 

정상 기능을 수행하지 못하여, 미세 소관이 불안정화되고 축삭 수송

이 저해된다고 보고되어 있다 (16). 이 외에도 다음과 같이 시냅스

의 기능 장애, 미토콘드리아 손상, 세포 사멸과 같은 세포 독성을 

일으킨다. 보통 축삭에 존재해야 할 tau가 수상돌기에 과다하게 존

재하게 되면, tyrosine ligase-like enzyme 6 (TTLL6)과 미세 소

관을 자르는 효소인 spastin을 수상돌기로 위치하게 하여, 수상돌기 

내 미세 소관의 불안정화를 통한 수상돌기 감소를 불러일으킨다 

(22). 또한, tau는 NR2B를 인산화시켜 glutamatergic signaling 촉

진하는 fyn kinase를 포스트-시냅스 (post-syanpse)로 더 잘 위
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치하게 하여, 베타-아밀로이드에 의한 흥분 독성 (excitotoxicity)

를 매개하는 것으로 알려져 있다 (23). 뿐만 아니라 rTg4510과 같

은 tau 모델 쥐에서 수상돌기 가시의 감소와 기억력 저하가 나타남

도 보고되어 있어, tau가 시냅스의 기능 장애를 일으킴을 알 수 있

다 (24, 25). Tau 응집체는 또한 미토콘드리아를 손상시키는 것으

로 알려져 있는데, Drp1과 비정상적으로 결합하여 미토콘드리아의 

분열을 비정상적으로 촉진시키거나, 전자전달계 효소의 활성을 저해

하여 ATP 합성이나 미토콘드리아 호흡을 손상시킨다는 보고가 있

다 (26). 이와 더불어, tau 모델 쥐에서 신경세포의 소실이 관찰되

는데, 이는 위와 같은 세포 독성을 기반으로 하여, 세포의 생존 능

력을 감소시키고, 세포 사멸을 일으키기 때문인 것으로 생각된다 

(27). 

이 뿐만 아니라 알츠하이머병 환자에서는 단백질의 번역 후 

수식화 (Post-translational modifications; PTMs)도 변화되어 

있는데 (28), 단백질의 번역 후 수식화는 단백질의 분해, 활성, 

다른 단백질과의 상호 작용 등의 다양한 기능을 조절하는 중요한 

과정이다(29). 본 연구에서는 알츠하이머병에서 변화된 번역 후 

수식화 중 O-GlcNAcylation (O-linked β-N-acetyl 

glucosamine)과 acetylation 이 알츠하이머병에 미치는 영향을 

살펴보았다. Part 1 에서는 베타-아밀로이드에 의해 O-

GlcNAcylation 이 잘못 조절되어 세포 사멸을 유도하는 기전을 

규명하였고, Part 2 와 Part 3 에서는 잘못 조절된 번역 후 수식화 
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중 acetylation 을 회복시켰을 때 알츠하이머병에서 나타나는 

분자생물학적 변화들이 다시 회복되는 것을 살펴보았다. 

 

Part 1. 베타-아밀로이드에 의한 c-Fos 의 O-GlcNAcylation 

증가가 신경세포 사멸에 미치는 영향 연구 

O-GlcNAc 은 단백질의 번역 후 수식화로써, 소포체나 golgi 에서 

수식화가 일어나 주로 막단백질에서 발견되는 glycosylation 과 

달리 핵, 세포질, 미토콘드리아의 단백질에서 수식화가 일어나는 

독특한 과정이다. 또한, 여러 개의 당이 연결되어 복잡한 구조를 

이루지 않고, 하나의 O-GlcNAc 이 serine (S)이나 threonine 

(T)에 수식화되어, phosphorylation 과 비슷하게 단백질의 안정화, 

활성 또는 신호 전달을 조절하고, phosphorylation 과는 경쟁적 

혹은 상조적으로 수식화가 일어난다고 보고되어 있다. O-

GlcNAc 은 단백질에 O-GlcNAc 을 붙여주는 O-GlcNAc 

transferase (OGT)와 O-GlcNAc 을 떨어뜨리는 O-GlcNAcase 

(OGA)에 의해 조절되는데, OGT 가 이용하는 O-GlcNAc 의 

재료는 포도당으로부터 시작되는 hexosamine 생합성 과정의 

마지막 산물인 UDP-GlcNAc (Uridine diphosphate N-

acetylglucosamine)이다 (30). 이러한 O-GlcNAc 은 당뇨, 

알츠하이머병과 같은 질병뿐만 아니라 기억 형성, 대사 항상성 등의 

체내의 생물학적 과정에도 관여하는 중요한 요소이다 (그림 3) (31, 

32).  
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O-GlcNAc 수식화는 체내의 당 대사에 의해 조절되는데, 생체 

내에서 당 대사는 fluorine-18 동위원소를 표지한 포도당 유사체인 

fluorodeoxyglucose (FDG)를 이용한 positron emission 

tomography (PET) 신호의 세기를 통해 측정할 수 있다. 실제로 

알츠하이머병 환자의 뇌에서 FDG-PET 으로 당 대사를 측정하였을 

때, 정상인에 비해 감소된 당 대사가 관찰되었다 (33). 이와 

일관되게, 알츠하이머병 환자의 뇌조직을 이용하여 웨스턴 블롯 및 

질량 분석을 수행한 연구들에서 알츠하이머병에서 단백질의 O-

GlcNAcylation 이 비정상적으로 조절됨이 보고되어 있는데, 50~60 

및 25 kDa 주위의 단백질에서는 O-GlcNAcylation 이 증가되어 

있고, 70 kDa 이상의 단백질에서는 O-GlcNAcylation 이 감소되어 

있으며, 질량분석에서 O-GlcNAcylation 이 증가된 펩타이드가 O-

GlcNAcylation 이 감소된 펩타이드보다 더 많이 관찰되었다고 한다 

(34-36). 또, 3xTg-알츠하이머병 모델 쥐의 뇌를 이용한 질량 

분석 연구에서는 정상 쥐에 비해 더 적은 O-GlcNAcylation 된 

단백질이 관찰되었지만, 3xTg-알츠하이머병 모델 쥐에서만 O-

GlcNAcylation 이 일어난 단백질도 관찰되었음을 보고하였다 (37). 

이와 더불어, OGA 억제제를 투여한 알츠하이머병 모델 쥐에서 

손상된 기억력이 회복되고, γ-secretase 의 구성 단백질인 

Nicastrin 의 O-GlcNAcylation 에 의해 베타-아밀로이드의 생성이 

저해됨으로써 노인반이 감소하고, tau 의 O-GlcNAcylation 에 의해 

신경섬유다발이 감소되었으며, 미토콘드리아의 ATP synthase 5A 
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가 O-GlcNAcylation 되어 이의 기능이 회복됨이 보고된 반면, 

OGA 를 억제하거나 knock-out 하였을 때, 베타-아밀로이드의 

응집이 촉진되었다는 보고도 있다 (38-41). 이러한 선행 연구들은 

잘못 조절된 O-GlcNAcylation 이 알츠하이머병의 병변 및 증상에 

중요한 역할을 하고 있음을 시사한다. 하지만 알츠하이머병의 

병리학적 증상 중 하나인 신경 세포 사멸에 O-GlcNAcylation 이 

미치는 영향은 전혀 연구된 바가 없다. 

이와 관련하여, 세포 사멸을 조절하는 것으로 알려진 c-Fos 가 

알츠하이머병 환자의 뇌에서 증가되어 있고, O-

GlcNAcylation 되는 단백질이라는 보고가 있다 (42, 43). c-Fos 는 

1 시간 가량의 굉장히 짧은 반감기를 가져, 세포 내에서 극소량 

존재하는 단백질이기 때문에 질량 분석법으로는 검출이 어렵다. 

하지만, Tai 외 공동연구자들은 O-GlcNAcylation 을 특이적으로 

검출할 수 있는 화학효소법과 biotin-streptavidin 을 통한 

증폭법을 사용하여, 세포 내에 극소량 존재하는 단백질의 O-

GlcNAcylation 을 검출하였고, 이 연구를 통해 c-Fos 가 O-

GlcNAcylation 되는 단백질임이 밝혀졌으나, 여전히 c-Fos 의 O-

GlcNAcylation 자리는 밝혀지지 않았다. c-Fos 는 Jun family 와 

결합하여 DNA 의 AP-1 자리에 붙는 전사인자로써, 세포가 받는 

다양한 자극에 따라 여러 유전자의 발현을 조절한다 (44). 특히, 뇌 

내 출혈이나 glutamate cytotoxicity, 신경생장인자 결핍 등의 세포 

독성 상황일 때, 아폽토시스를 유도하는 Fas, FasL, Bim 과 같은 
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유전자를 발현시키는 것으로 알려져 있다 (45-50). 하지만, 

알츠하이머병에서 c-Fos 의 구체적 작용 기전은 보고된 바가 

없는데, 베타-아밀로이드가 세포 사멸을 유발하고, 알츠하이머병 

환자의 뇌에서 c-Fos 의 양이 증가되었다는 기존 보고는 

알츠하이머병에서 일어나는 세포 사멸에 c-Fos 가 영향을 미칠 

것이라는 점을 시사한다. 이에 더하여, O-GlcNAcylation 이 여러 

생물학적 과정을 조절하고, 알츠하이머병의 병변 및 증상에도 

중요한 영향을 미치기 때문에, c-Fos 의 O-GlcNAcylation 이 

알츠하이머병에서 잘못 조절되어 있는지 평가하고, 그 결과 세포 

사멸에 어떤 영향을 미치는지 그 기능을 규명할 필요가 있다. 

따라서, 본 연구에서는 c-Fos 의 O-GlcNAcylation site 를 

규명함과 동시에 알츠하이머병 동물 모델인 5xFAD 와 베타-

아밀로이드를 처리한 세포에서 c-Fos 의 O-GlcNAcylation 

변화와 그 기능을 확인하고자 하였다 (그림 4). 그 결과 베타-

아밀로이드에 의해 OGA 와 c-Fos 의 상호 작용이 변화하여 c-

Fos 의 O-GlcNAcylation 이 증가함을 면역침강법을 통해 

확인하였고, c-Fos 의 O-GlcNAcylation 은 c-Fos 의 안정화, 

전사 활성 증가를 통해 아폽토시스를 유도하는 Bim 의 발현을 

증가시켜서 신경세포 사멸을 촉진시킴을 웨스턴 블롯, luciferase 

assay, 세포 사멸 및 생존도 측정법을 통해 규명하였다. 이를 통해 

알츠하이머병에서 O-GlcNAcylation 으로 매개되는 당 대사와 

신경세포의 사멸이 서로 밀접한 관련이 있음을 제안하는 바이다. 
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Part 2. HDAC6 저해를 통해 증가된 Peroxiredoxin1 의 

acetylation 이 알츠하이머병에서 손상된 미토콘드리아의 축삭 

수송을 회복시키는 기전 연구 

알츠하이머병의 주요 병인 중 하나인 베타-아밀로이드는 위에서 

설명한 바와 같이 축삭 수송을 저해하고, 과도한 활성산소와 세포 

내 Ca2+의 생성을 통해 세포 독성을 일으킨다고 알려져 있다 (3, 

10, 51, 52). 축삭 수송은 안정적인 세포 내 미세 소관을 따라 

kinesin, dynein 과 같은 수송 단백질 (motor protein)과 Miro, 

TRAK, JIP 와 같은 어댑터 단백질 (adaptor protein)이 소포 

(vesicle), 미토콘드리아 (mitochondria), 단백질 등의 수송물 

(cargo)을 세포 내의 필요한 곳으로 이동시키는 작용이다 (53). 

신경 세포는 축삭이 매우 긴 비대칭적인 구조를 하고 있어, 축삭의 

말단과 신경 세포체 사이에서 수송물이 원활히 수송되어야 신경 

세포의 정상적인 기능 수행이 가능하고, 세포가 건강히 유지될 수 

있다 (54, 55). 축삭 수송이 손상되면, 축삭에서 잘못 접힌 

단백질의 분해와 신경영양적 신호 등이 제대로 조절되지 못하게 

되고 (51, 53, 54), 특히, 미토콘드리아가 축삭 말단에 가지 못하면, 

에너지를 공급하지 못해 시냅스의 기능이 저하된다 (55). 또한, 

아밀로이드 전구 단백질로부터의 베타-아밀로이드의 생성 과정은 

축삭 수송이 막힘으로써 더욱 촉진된다는 보고가 있다 (56). 베타-

아밀로이드는 α-tubulin 의 acetylation 을 감소시키거나, tau 를 
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과인산화시켜 미세 소관을 불안정화시킴으로써 축삭 수송을 

저해한다고 알려져 있다. 또, JNK, GSK3β, CK2 와 같은 kinase 의 

과활성화를 통해 kinesin 의 인산화를 증가시켜 미세 소관이나 

수송물과 수송 단백질 사이의 부착성을 저해시킴으로써 축삭 

수송을 손상시키는 것으로 알려져 있다 (15, 51, 52). 활성 산소는 

지방, 단백질, 핵산 등을 산화시켜서 세포막의 Ca2+ 투과성을 

증가시키고, 미토콘드리아를 손상시키며, 세포사멸을 유도한다 (10, 

57-59). 이러한 과도한 활성산소를 조절하는 시스템으로 세포 

내의 Superoxide dismutases (SOD), Catalase, Peroxiredoxins 

(Prxs), Thioredoxins (Trxs), Glutaredoxins (Grxs), Glutathione 

peroxidase(Gpx), Glutathione reductase (Gr)와 같은 항산화 

효소와 glutathione (GSH), coenzyme Q, ferritin 과 같은 항산화 

분자가 있다. SOD 는 superoxide(O2
-)를 H2O2 로 바꿔주는 

효소이고, Catalase, Prx-Trx 시스템, GSH 시스템 (GSH, Gpx, Gr, 

Grx)들은 H2O2 를 O2 나 H2O 로 바꿈으로써 항산화 기능을 한다 

(60, 61). 알츠하이머병 환자의 뇌에서는 SOD, Catalase, Prx-Trx 

시스템, GSH 시스템의 항산화 기능이 저하되어 있고, GSH 의 양도 

감소되어 있다고 보고되어 있다 (62-64). 이처럼 대부분의 항산화 

시스템이 손상되어 있기 때문에, 베타-아밀로이드에 의해 증가된 

활성산소가 처리되지 못해 위와 같은 활성 산소에 의한 세포 

독성이 일어나게 된다. 과도한 세포 내 Ca2+은 신경세포의 사멸을 



13 

 

일으키는 흥분 독성에 관여하며 (11, 12), ROS 와 Ca2+은 모두 

미토콘드리아의 축삭 수송을 저해한다고 보고되어 있다 (65, 66). 

히스톤 디아세틸레이스 6 (Histone deacetylase 6; HDAC6)는 

다른 HDAC family 와 달리, 세포질에 주로 존재하여, α-tubulin, 

Peroxiredoxin1 (Prx1), Heat shock cognate 70 (Hsc70), Heat 

shock protein 90 (Hsp90), cortactin, tau 와 같은 세포질에 있는 

단백질을 탈아세틸화시키는 효소이다 (그림 5). α-tubulin 의 

acetylation 을 감소시킴으로써 미세 소관의 조립을 조절한다고 

알려져 있으며, Prx1 의 acetylation 을 감소시킴으로써 Prx1 의 

항산화능력을 감소시킨다고 보고되었다. 또한, Hsc70, Hsp90 과 

같은 chaperone 의 acetylation 을 감소시켜, 각 chaperone 의 

기질과의 결합력을 조절함으로써 단백질의 접힘이나 분해를 

조절하는데 관여하고, cortactin 의 acetylation 을 저하시킴으로써 

autophagosome 과 lysosome 의 fusion 을 조절하는 것으로 알려져 

있다. Tau 에서는 KXGS 모티프 내의 K259, K321, K353 의 

acetylation 과 phosphorylation 이 경쟁적으로 작용하는데, 이 

잔기들의 acetylation 이 감소되면, phosphorylation 이 증가되어 

tau 의 응집이 촉진된다고 한다. 이 외에도 HDAC6 자체에 

유비퀴틴 결합 도메인 (ZnF)과 2 개의 디아세틸레이스 도메인 

사이에 dynein 결합 도메인이 있어, 폴리유비퀴틴 (poly-

ubiquitin)된 분해될 단백질을 분해할 수 있는 장소로 수송하는 

기능을 가지고 있다. 즉, HDAC6 는 오토파지-리소좀 시스템이나 
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유비퀴틴-프로테아좀 시스템 (ubiquitin-proteasome system; 

UPS) 모두에 관여하여 단백질의 항상성을 조절하는 데 기여할 수 

있는 단백질이다 (67-69). 

이처럼 많은 기질을 조절하여, 세포 내의 다양한 기능에 관여하는 

HDAC6 는 알츠하이머병 환자의 뇌에서 단백질의 양과 활성이 

증가되어 있어 (70, 71), 최근 많은 연구자들이 꾸준히 

알츠하이머병 치료의 표적으로 HDAC6 를 보고하고 있다. 베타-

아밀로이드 병변을 보이는 알츠하이머병 동물 모델에서 HDAC6 를 

knock-out 하거나 억제하였을 때, 기억력을 회복시키고, 베타-

아밀로이드 병변을 감소시키며, α-tubulin 의 acetylation 을 

회복시킴으로써 손상된 축삭 수송을 회복시킨다는 것이 그 

결과들이다 (72-75). 이 뿐만 아니라, rTg4510 과 같은 tau 

병변을 보이는 동물 모델에서 손상된 기억력과 신경세포 과활성의 

회복과 함께 전체적인 tau 의 양이 감소되었다는 보고도 있고, 

rTg4510 과 같은 tau 모델 쥐와 primary neuron, 합성된 tau 를 

이용한 in vitro system 에서 K274, K290, K321 잔기의 

acetylation 을 증가시켰을 때, tau 의 응집이 저해되었으며, K259, 

K353 의 acetylation 증가를 통해 S262, S356 의 

phosphorylation 이 감소되어, tau 의 병변이 감소되었다는 보고도 

있다 (76-78). 이처럼 HDAC6 를 억제하는 것이 알츠하이머병 

치료의 잠재적 표적으로 생각되고 있지만, HDAC6 의 많은 기질 중 
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α-tubulin 이나 tau 를 제외한 다른 기질의 작용에 대해서는 

아직까지 구체적인 회복 기전이 밝혀진 바가 없다. 

본 연구에서는 알츠하이머병에서 활성산소가 증가됨이 보고되어 

있고, HDAC6 의 기질 중 하나인 Prx1 이 항산화 단백질이기 

때문에, HDAC6 억제제를 통한 알츠하이머병의 회복 기전에 

Prx1 이 어떻게 기여하는지 살펴보고자 하였다 (그림 6). Prx1 은 

항산화 단백질로써 acetylation 이 증가하면 항산화 능력이 

증가하는 것으로 알려져 있다 (69). 알츠하이머병 상황에서 

HDAC6 의 활성이 높기 때문에, Prx1 의 acetylation 이 감소하고, 

이에 따라 Prx1 의 항산화 능력도 감소되어 있을 것으로 예상하여, 

HDAC6 를 억제함으로써 Prx1 의 acetylation 을 회복시켰을 때, 

알츠하이머병에서 증가된 활성산소가 감소되는지 확인하고자 

하였다. 또한, 베타-아밀로이드에 의해 유도된 활성산소에 의해 

Ca2+이 증가되고, 축삭 수송이 저해되었을 것이므로, HDAC6 를 

억제하였을 때, 이러한 현상이 회복되는지 확인하였다. 이를 통해, 

HDAC6 억제제가 알츠하이머병에서 베타-아밀로이드에 의한 ROS, 

Ca2+의 증가, 축삭 수송 저해와 같은 세포 독성을 회복시키는 

기전을 밝혔다. 

 

 

 



16 

 

Part 3. HDAC6 저해에 의한 acetylation 의 증가가 tau 

단백질의 감소를 통해 알츠하이머병을 회복시키는 기전 연구 

알츠하이머병의 또다른 주요 병인은 tau 단백질로써, 앞서 설명한 

바와 같이 보통은 미세 소관에 붙어서 미세 소관을 안정화시키는 

역할을 하지만, 알츠하이머병에서는 tau 가 과인산화되어, 그 결과 

미세 소관에서 떨어져 나와 비정상적인 응집이 촉진된다 (16). 

응집된 tau 는 시냅스 기능 장애와 축삭 수송 저해, 미토콘드리아 

손상과 세포 사멸과 같은 세포 독성을 일으키는 것으로 보고되고 

있다 (16, 26). 특히, 알츠하이머병 환자에서 신경 퇴화가 일어나는 

뇌 부위는 베타-아밀로이드보다 응집된 tau 로 이루어진 

신경섬유다발이 분포된 부위와 더 비슷하며 (79), 베타-아밀로이드 

병변을 보이는 알츠하이머 모델 쥐에 내재성 tau 를 knock-

out 하였을 때, 베타-아밀로이드에 의한 인지기능 저하, 발작, 

생존도 저하, 축삭 수송의 손상과 DNA 이중 가닥의 깨짐이 

없어지거나 급격히 감소한다는 보고들은 알츠하이머병에서 tau 가 

작동인자 (effector)로서 세포 독성을 일으킨다는 점을 시사한다 

(17, 80, 81). 또한, 지금까지 베타-아밀로이드를 표적한 

semagacestat, solanezumab, bapineuzumab 과 같은 치료제들이 

임상시험에서 실패를 거듭하고 있어 (82), tau 단백질을 줄이는 

치료제 연구가 매우 절실한 상황이다. 현재 tau 를 표적한 치료제 

후보로 응집을 저해하는 methylene blue 의 정제형인 LMTM 과, 

면역 치료 전략으로 tau 를 줄이는 AADvac-1, BIIB092, C2N 
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8E12, anti-sense oligonucleotide (ASO)를 이용하여 tau 를 

줄이는 BIIB080 을 포함한 9 개의 후보 약물이 임상 시험 진행 

중이다. 이는 베타-아밀로이드를 표적하여 임상 시험을 진행 중인 

치료제 후보 약물이 34 개인 것과 비교하였을 때, tau 를 표적한 

치료제 후보 약물의 수가 매우 적음을 알 수 있어, 새로운 tau 표적 

치료제를 발굴하는 것이 중요함을 시사한다. 

이러한 상황에서, Part 2 에 기술한 바와 같이 HDAC6 억제제를 

통해 tau 병변을 보이는 동물 모델이나 in vitro system 에서 

전체적인 tau 혹은 응집된 tau 를 감소시켰다는 보고는 HDAC6 

억제제가 tau 를 줄이는 치료제 후보로 잠재력이 있음을 보여준다 

(76-78). 하지만, 실제 알츠하이머병 환자와 같이 베타-

아밀로이드와 tau 병변을 모두 가지면서, 신경 세포의 사멸, 

기억력의 손상이 모두 나타나는 알츠하이머병 모델 동물에서의 

HDAC6 억제 효과는 입증된 바가 전혀 없다. 또한, tau 는 

chaperone 복합체의 조절을 통한 UPS 와 오토파지-리소좀 시스템 

의 두 가지 경로 모두로 분해된다는 것이 알려져 있고 (그림 7) 

(83), Part 2 에 기술한 바와 같이 HDAC6 가 위의 두 가지 

시스템에 모두 관여하는 바가 알려져 있지만, HDAC6 억제제가 

어떻게 작용하여 tau 를 감소시키는지에 대한 구체적인 기전 역시 

밝혀진 바가 거의 없다. 

따라서, 본 연구에서는 베타-아밀로이드와 tau 의 병변을 모두 

보이는 알츠하이머병 동물 모델인 ADLPAPT (Alzheimer’s 
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disease-like pathologyAPP & Tau) 쥐에서 HDAC6 억제제의 치료 

효과를 살펴보고자 하였다 (그림 6). 그 결과, 손상된 기억력의 

회복, 시냅스 구조의 회복과 더불어 전반적인 tau 단백질의 현저한 

감소를 확인하였고, HDAC6 억제를 통해 chaperone 을 조절하여 

UPS 의 tau 단백질 분해를 촉진시킴을 확인하였다. 이를 통해, 

HDAC6 의 억제가 UPS 와 연결된 chaperone 을 조절하여 tau 

단백질을 표적함으로써, 시냅스와 기억력의 회복까지 가져오는 

효과적인 알츠하이머병의 치료 전략임을 제안하는 바이다. 
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(Querfurth et al., NEJM, 2010) 

 

(Modified from LaFerla et al., Nature Reviews Neuroscience, 2007) 

그림 1. APP 대사 과정과 베타-아밀로이드의 독성 
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(Modified from Citron et al., Nature Reviews Drug Discovery, 2010) 

 

그림 2. Tau 단백질의 응집 과정과 응집된 tau 단백질의 독성 
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 (Hanover et al., JCB, 2015) 

 

그림 3. O-GlcNAcylation의 기능 
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그림 4. 베타-아밀로이드에 의해 잘못 조절된 O-GlcNAcylation이 c-Fos를 

매개하여 세포사멸에 미치는 영향 연구의 가설 모식도 
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(Modified from Aleksey et al, Nature Reviews Drug Discovery, 2008) 

(Modified from Yang et al., Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2008) 

그림 5. HDAC6의 기질과 그에 따른 기능 
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그림 6. HDAC6 억제제가 알츠하이머병을 회복시키는 기전의 가설 모식도 
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(Lee et al., Prog Neurobiol., 2013) 

 

그림 7. Tau 단백질의 분해 기전 
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실험 재료 및 방법 

 

Part 1. 베타-아밀로이드에 의한 c-Fos 의 O-GlcNAcylation 

증가가 신경세포 사멸에 미치는 영향 연구 

 

1. 실험에 이용된 실험동물 

8개월령의 알츠하이머병 동물 모델인 5xFAD 쥐 (Tg6799; 

B6SJL-Tg (APPSwFlLon, PSEN* M146L*L286V) 6799Vas/J, 

stock number 006554, Jackson Labs, USA)를 사용하였다. 

5xFAD는 사람의 5가지 알츠하이머병 유발 돌연변이를 가진 쥐로

써 human APP695 돌연변이 (K670N/M671L (Swedish), I716V 

(Florida), V717I (London))와 human presenilin 1 돌연변이 

(M146L, L286V)가 Thy-1 프로모터에 의해 신경세포에서만 과발

현되는 쥐이다. 동물들은 실험 동물 관리 원칙 (Principle of 

Laboratory Animal Care; NIH publication No. 85-23, 1985 개정)

과 서울대학교 실험 동물 관리 및 지침서를 준수하여 관리되었고, 

모든 동물 실험은 서울대학교 IACUC (Institutional Animal Care 

and Use Committee)의 승인을 받았다. 

 

2. 초대 신경 세포 배양 (Primary neuronal culture) 

18일 된 Sprague-Dawley rat (KOATECH, Korea)의 배아에서 

뇌를 분리한 뒤, Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS; 
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WelGENE, Korea)으로 옮기고, 0.5% trypsin (2.5% trypsin; 

Sigma, USA)을 처리하여 하나의 세포로 분리시킨다. Poly-D-

lysine (Sigma, USA)으로 미리 코팅한 plate에 위의 세포를 

넣았고, B27 (Gibco, USA)과 penicillin/streptomycin (Sigma, 

USA)가 포함된 NeuroBasal medium (Gibco, USA)에서 

배양하였다. 세포 배양 배지는 3일에 한 번씩 교체하였다. 

 

3. 세포주 (Cell lines) 및 형질 주입 (Transfection) 

Human neuroblastoma 세포주인 SH-SY5Y와 human kidney 

세포주인 HEK293T 세포주를 사용하였다. 37 ℃, 5% CO2 조건에

서 10% fetal bovine serum (FBS; Hyclone, USA)와 1% 

penicillin/streptomycin가 포함된 Dulbecco’s modified Eagles 

medium (DMEM; HyClone, USA)를 사용하여 배양되었다. 형질 주

입을 위해서, 플라스미드 DNA와 siRNA를 Lipofectamine®이나 

Lipofectamine LTX를 Plus reagent (Invitrogen, USA)와 함께 사

용하여 Opti-MEM (Gibco, USA)에서 섞어 사용하였다. SH-

SY5Y 세포주에는 Lipofectamine®을, HEK293T 세포주에는 

Lipofectamine LTX를 사용하였다. 

 

4. 플라스미드 DNA, siRNA 및 시약 (DNA contructs, siRNA 

and reagents) 

EGFP-tagged c-Fos 플라스미드 DNA (EGFP-c-Fos-WT과 
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EGFP-c-Fos-돌연변이 플라스미드 DNA)와 두 가지의 tag-free 

c-Fos 플라스미드 DNA (c-Fos-WT과 c-Fos-S56A-S57A)를 

사용하였다. Tag-free c-Fos-WT 플라스미드 DNA는 OriGene 

(USA)에서 구매하였고, c-Fos-S56A-S56A 플라스미드는 site-

directed mutagenesis kit (Enzynomics, Korea)를 사용하여 

point-mutation을 통해 만들었다. EGFP-tagged c-Fos 플라스미

드 DNA는 Gateway cloning technology (Invitrogen, USA)를 이

용하여 만들었다. AP-1 프로모터에 의해 luciferase의 발현이 조절

되는 AP-1-luc 플라스미드 DNA는 Promega (USA)에서 구매하

였고, OGT siRNA는 Bioneer (Korea)의 pre-designed siRNA 제

품으로 구매하였다. OGA 억제제인 Thiamet G와 β-

hexosaminidase (Sigma, USA), MG132 (Sigma, USA), 

Cycloheximide (CHX; Sigma, USA)도 사용하였다. 

 

5. Aβ 준비 (Preparation of Aβ) 

Aβ1-42 peptide (American peptide, USA와 Bachem, 

Switzerland)를 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (Sigma, 

USA)에 녹이고, Speedvac (Labconco, USA)을 이용해 동결건조한

다. 이를 최종 농도가 1mM이 되도록 anhydrous dimethyl 

sulfoxide (Sigma, USA)에 녹이고, DMEM이나 세포 배양 배지에 

적절한 농도로 처리한다. 세포에 처리한 뒤 배양되는 동안, 대부분

의 Aβ는 주로 올리고머 상태로 존재하고, 일부 적은 양만 단량체 
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(monomer)로 존재한다. 

 

6. WGA-agarose pull down, 면역침강법 

(Immunoprecipitation) 및 웨스턴 블롯 (Western blot) 

`1) WGA (Wheat-germ agglutinin)-agarose pull down 분석 

세포나 뇌조직에서 protease inhibitor cocktail, phenyl-

methylsulfonyl fluoride (PMSF) (Sigma, USA), OGA 억제제를 

포함한 RIPA buffer (iNtRON Biotechonology, Korea)를 이용하여 

단백질을 추출한다. BCA 방법으로 정량하여, 동량의 단백질을 

WGA가 붙어있는 agarose beads (Vector, USA)와 4 ℃에서 

overnight 반응시킨다. 반응 후 RIPA buffer로 3회 세척한 뒤, 3x 

sample buffer를 bead의 절반 volume만큼 넣고, 95 ℃에서 끓여 

단백질을 elution하였다. 

2) 면역침강법 (Immunoprecipitation) 

EGFP-tagged c-Fos를 면역침강시키기 위해, EGFP-tagged 

c-Fos가 형질 주입된 세포에서 1% Triton X-100이 함유된 TBS 

buffer (1`% Tx-100 buffer; 50 mM Tris HCl, 150 mM NaCl, pH 

7.4)를 이용하여 단백질을 추출하였다. 1% Tx-100 buffer 역시 

protease inhibitor cocktail, PMSF (Sigma, USA), OGA 억제제가 

포함되었다. 추출한 단백질은 anti-GFP antibody와 4 ℃에서 

overnight 반응시킨 뒤, protein A/G agarose beads (SantaCruz, 

USA)와도 4 ℃에서 3 시간 반응시켰다. 그 뒤, 1% Tx-100 
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buffer로 3회 세척하고, 3x sample buffer를 넣어 단백질을 elution

하였다. 

3) 웨스턴 블롯 (Western blot) 

1)과 2)의 elution된 단백질과 input 샘플을 NuPAGE Bis-Tris 

gel (Invitrogen, USA)에서 전기영동하여, polyvinylidene 

difluoride (PVDF) membrane (Millipore, USA)에 transfer 하였

다. Membrane은 5% skim milk (Bioworld, USA)로 blocking하고, 

각 단백질의 특이적인 1차 항체와 4 ℃에서 overnight 반응시켰다. 

그 뒤, horse radish peroxidase (HRP)가 결합된 2차 항체를 상온

에서 1시간 반응시키고, Enhanced chemiluminescence (ECL) 

solution (GE Healthcare, UK)을 이용하여 Bio-imaging analyzer 

(LAS-3000과 LAS-4000; Fugi photo Film, Japan)로 분석하였

다. 사용한 1차 항체는 다음과 같다. anti-c-Fos, anti-c-Jun, 

anti-Bim, anti-Caspase-3 (CST technologies, USA), anti- O-

GlcNAc (CTD110.6, Covance, USA), anti-GFP (Abcam, USA 

for immunoprecipitation과 SantaCruz, USA for immunoblotting), 

anti-OGA, anti-OGT, anti-β-actin (Sigma, USA), anti-α-

tubulin (Millipore, Germany), anti-Histone H3 antibodies 

(Abcam, USA). 

 

7. 형광염색 및 이미징 (Fluorescence imaging) 

1) Structured illumination microscopy (SIM) 이미징 
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OGA와 c-Fos의 상호작용을 측정하기 위해서, 면역세포염색 

(Immunocytochemistry)을 수행하였다. EGFP-c-Fos-WT이 형

질 주입된 세포를 poly-D-lysine이 코팅된 coverslip에 깔고, 베

타-아밀로이드를 처리한다. 이렇게 준비된 세포를 4% 

paraformaldehyde (BIOSESANG, Inc., Korea)로 고정시킨 뒤, 

anti-OGA (Sigma, USA)와 anti-GFP (Osenses, Australia) 

antibodies와 4 ℃, overnight 반응시킨다. Antibody는 0.5% Tx-

100, 1% goat serum이 포함된 PBS에 희석하여 반응시켰다. 그 뒤, 

형광이 표지된 2차 항체를 1시간 동안 상온에서 반응시키고, SIM 

(Nikon N-SIM, Nikon Instruments, Inc., Japan)으로 이미징 후, 

NIS-E software (Nikon Instruments, Inc., Japan)로 분석하였다. 

2) Confocal 이미징 

c-Fos의 양을 측정하기 위해서, EGFP-c-Fos를 형질 주입한 

세포에 CHX나 MG132를 처리한 뒤, 세포 내의 EGFP 형광을 

confocal 현미경 (Olympus FV10i; Olympus, Japan and LSM710; 

Carl Zeiss, Germany)으로 라이브 셀 이미징 (live cell imaging)하

였다. 

 

8. 세포 사멸 및 생존도 측정 (TUNEL, Calcein-AM, MTS 

assays) 

1) TUNEL assay 

세포 사멸을 측정하기 위한 방법으로, EGFP-c-Fos가 형질주입
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된 세포에 베타-아밀로이드를 처리한 뒤, 4% paraformaldehyde로 

고정하고, PBS에 희석한 0.1% Tx-100으로 permeabilization한다. 

그 후, TUNEL 반응 용액 (TMR Red; Roche, Germany)을 넣고, 

37 ℃, 1 시간 반응시킨 뒤, 형광현미경 (EVOS FL Auto2; 

Thermo Fisher Scientific, USA)으로 이미징하였다. 이미지는 

Celleste software (Thermo Fisher Scientific, USA)로 분석하였

다. 

2) Calcein-AM assay 

세포 생존도를 측정하기 위한 방법으로, Tag-free c-Fos를 형질

주입한 세포에 베타-아밀로이드를 처리한 뒤, 1 μM Calcein-AM 

(Invitrogen, USA)을 DMEM에서 37 ℃, 1 시간 동안 반응시킨다. 

배지를 PBS로 바꿔준 뒤에, 형광 세기를 luminometer (Infinite 

M200; Tecan, Switzerland)로 측정하였다. (Excitation: 490 nm, 

Emission: 520 nm) 

3) MTS assay 

또다른 세포 생존도 측정법으로, 2)와 동일하게 처리한 세포에 

MTS solution (Promega, USA)을 세포 배양 배지에 넣고, 37 ℃, 

1 시간 동안 반응시킨다. 그 후 분광광도계 (spectrophotometer)

로 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

 

9. Luciferase assay 

Tag-free c-Fos와 AP-1-luc 플라스미드 DNA를 함께 형질주
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입한 세포에 베타-아밀로이드를 처리하여 준비한 뒤, passive lysis 

buffer (Promega, USA)로 단백질을 추출하였다. 동량의 단백질을 

luciferase assay reagent (Promega, USA)와 섞은 뒤, 

luminometer로 측정하였다. 

 

10. 통계처리 

그룹 간의 통계적 유의성은 상황에 따라 unpaired t-tests나 one-

way analysis of variance (ANOVA), two-way ANOVA의 

Bonferroni post-hoc tests로 분석하였다. P values가 0.05보다 작

을 때, 통계적으로 유의미하다고 판정하였으며, 모든 데이타는 

mean ± SEM으로 나타내었다. 통계 분석은 GraphPad Prism 7 

(GraphPad Software, USA)를 이용해 수행하였다. 

 

 

Part 2. HDAC6 저해를 통해 증가된 Peroxiredoxin1의 

acetylation이 알츠하이머병에서 손상된 미토콘드리아의 축삭 

수송을 회복시키는 기전 연구 

 

1. 실험에 이용된 사람의 뇌조직 

정상인과 알츠하이머병 환자 (표 1)의 뇌조직은 다음과 같은

Boston University Alzheimer’s Disease Center (BUADC)의 신

경병리학적 과정에 따라 준비되었다. 신경병리학적 검사를 통해 다
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른 신경 질환이 없고, 부검을 통해 알츠하이머병이 사인인 사람의 

조직이 연구용으로 준비되었고, 뇌조직은 사전 동의를 한 사람이나 

기부를 통해 수집되었다. Declaration of Helsinki의 principles of 

human subject protection에 따라 연구가 수행되었으며, Boston 

University School of Medicine Institutional Review Board의 검수

를 받았다. 내후각 피질 (entorhinal cortex)과 해마 

(hippocampus)부위가 실험에 이용되었다. 

 

2. 실험에 이용된 실험동물 및 HDAC6 억제제 투여 

6개월령의 암컷 5xFAD 쥐를 사용하였다. HDAC6 억제제로 

Tubastatin A (TBA; Sigma, USA와 U-chem (Korea))를 

사용하였고, 100 mg/kg의 TBA나 생리식염수 (saline)을 매일, 4주 

동안 복강 투여 (intraperitoneal (i.p.) injection) 하였다. 

 

3. 세포주 (Cell lines) 및 형질주입 (Transfection) 

Mouse hippocampal 세포주인 HT22 세포주와 초대 배양 해마 

신경세포(primary hippocampal neuron)을 이용하였고, 세포배양 

방법은 Part 1과 같다. 다만, 미토콘드리아 축삭 수송 분석을 위해 

primary neuron을 poly-D-lysine이 코팅된 microfluidic 

chamber에 배양하였다. HT22 세포주에는 Lipofectamine LTX을 

이용하여 Part 1의 방법으로 형질 주입하였고, primary neuron에는 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA)과 플라스미드 DNA를 새
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로운 신경세포 배양 배지에서 섞어 형질 주입하였다. 

 

3. 플라스미드 DNA, 시약 및 항체 (DNA contructs, reagents 

and antibodies) 

세 가지의 Flag-tagged Prx1 플라스미드 DNA (Prx1-WT-

Flag, Prx1-K197Q-Flag, Prx1-K197R-Flag)와 AcGFP를 동시

에 발현하게 한 또다른 세 가지 tag-free Prx`1 플라스미드 DNA

를 사용하였다. Prx1-WT-Flag 플라스미드 DNA는 pCR3.1 

vector를 기반으로 만들어졌으며, 이화여자대학교의 강상원 교수님

으로부터 제공받았다. Prx1-K197Q-Flag과 Prx1-K197R-Flag 

vector는 site-directed mutagenesis kit를 이용해 돌연변이시켜 

만들었다 (Part 1과 동일). AcGFP가 동시에 발현되는 tag-free 

Prx1 vector는 Flag-tagged Prx1 vector로부터 BamHI과 NotI 

제한효소를 이용해 Prx1 서열을 자르고, 이를 pBI-CMV2 vector 

(Clontech, USA)로 옮겨서 제작하였다. pBI-CMV2 vector는 동일

한 프로모터를 2개 가지고 있어, 위 과정을 통해 tag-free Prx1과 

AcGFP를 동시에 발현할 수 있는 플라스미드 DNA를 만들 수 있었

다. 미토콘드리아를 보기 위해, pDsRed2-Mito (Clontech, USA)를 

사용하였다. 

사용한 시약은 TBA, Trolox (Sigma, USA), BAPTA-AM 

(ThermoFisher Scientific, USA), Aβ1–42 peptide (American 

peptide, USA와 Bachem, Switzerland)이다. 
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사용한 항체는 anti-Flag, anti-acetyl-tubulin, anti- β-actin 

(Sigma, USA), anti- Prx1 (CST, USA), 4-HNE, 8-OHdG 

(Abcam, UK), Tom20 antibody (SantaCruz, USA)이다. anti-

acetyl-prx1 antibody는 BSA가 결합된 Prx1의 C-말단 합성 

peptide (SKEYFSK(Ac)QK) (Peptron Inc., Korea)에 

acetylation이 된 것을 이용하여 닭에서 만들었다. 항체 선별은 4번

의 bio-panning을 거쳤는데, BSA가 결합된 non-acetylated-

Prx1 peptide (BSA-CGGGSSKEYFSKQK)를 이용하여 먼저 

non-specific 항체를 제거한 뒤에, BSA-acetylated Prx1 peptide

를 이용해 specific 항체를 선별하였다. Protein A agarose beads가 

있는 affinity chromatography (Repligen 16 Corp., USA)를 사용

하였고, 최종적으로 정제된 acetyl-Prx1 antibody의 clone 이름은 

R2-31이다. 

 

4. 면역침강법(Immunoprecipitation)과 웨스턴 블롯 

(Western blot) 

세포에서 protease inhibitor cocktail, PMSF, HDAC6 inhibitor가 

포함된 1% Tx-100 buffer로 단백질을 추출하였다. Flag-tagged 

Prx1을 면역침강하기 위해, 동량의 단백질을 anti-Flag M2 

magnetic beads (Sigma, USA)와 4 ℃, overnight 반응시키고, 

3xFlag peptide (Sigma, USA)를 이용하여 elution 한 뒤, 5x 

sample buffer를 넣고 95 ℃, 3 분간 끓였다. 내재성 Prx1을 면역
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침강하기 위해서는 anti-Prx1 antibody를 protein A/G agarose 

beads에 BS3를 이용해 crosslinking시키고, 이를 동량의 단백질과 

4 ℃, overnight 반응시켰다. 1% Tx-100 buffer로 세척 후, 3x 

sample buffer를 넣고, 95 ℃, 5 분간 끓여 elution하였으며, 웨스턴 

블롯 방법은 Part 1의 방법과 동일하다. 

 

5. 활성산소 측정 (DCFDA assay) 

활성산소를 측정하기 위해, 세포에 1 μM 의 2′, 7′-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCFDA; DCFDA로 표

기) (Invitrogen, USA)를 DMEM 배지에서 처리한다. 37 ℃에서 1 

시간 동안 반응시킨 뒤, 새로운 DMEM으로 배지를 바꾸고 형광현

미경 (Olympus, Japan)이나 CellInsight (Thermo Scientific, USA)

로 이미징하여 형광 세기를 측정하였다. 이미지는 Image J (NIH) 

프로그램이나 CellInsight의 소프트웨어를 이용하여 분석하였다. 

 

6. Ca2+ 측정 (Fluo-4 assay) 

Ca2+의 농도를 측정하기 위해서, 세포에 Fluo-4 (Invitrogen, USA)

를 배지와 동량 처리하고, 37 ℃, 1 시간 동안 반응시킨다. 그 뒤, 

DMEM으로 배지를 교체하고, 형광현미경이나 CellInsight로 이미징

하고, 형광 세기를 위와 같은 방법으로 분석하였다. 

 

7. 미토콘드리아 축삭 수송 분석 
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신경세포의 세포체와 축삭을 분리하여 배양할 수 있는, 

polydimethylsiloxane (PDMS)로 만들어진 microfluidic chamber

에 primary neuron을 7일간 배양한다 (DIV7). pDsRed2-Mito와 

tag-free Prx1과 AcGFP를 동시에 발현하는 pBI-CMV2 플라스

미드 DNA를 동시에 형질주입하여, 미토콘드리아를 형광표지하고, 

Prx1을 과발현한 세포도 형광표지한다. 세포에 표기된 시약을 처리

한 뒤에, 형광현미경 (Olympus IX81 microscope (Japan), Cool 

SNAP HQ2 CCD camera (Photometrics, USA), MetaMorph 

Software (Universal Imaging, USA))으로 1분 간격으로 2분 동안 

live cell imaging 하였고, 이미징하는 동안 37 ℃와 5% CO2를 유

지시켜주는 배양 장비 (Live cell instrument, Korea)에 세포를 유

지시켰다. 미토콘드리아 축삭 수송의 분석은 MetaMorph software

와 multiple kymograph plugins (by J. Rietdorf, A. Seitz)가 설치

된 Image J 프로그램을 이용해 수행하였다. 

 

8. 면역 조직 염색 (Immunohistochemistry) 

Zoletil 50 (Virbac, France)과 Rompun (Bayer, USA) 용액 (3:1 

ratio, 1 ml/kg, i.p.)으로 마취시킨 쥐를 PBS로 관류하여 피를 제거

하고, 뇌를 적출한 뒤, 4% paraformaldehyde에 4 ℃, 36 시간 동

안 반응시켜 고정하였다. 그 뒤 30% sucrose에서 4 ℃, 72 시간 

동안 반응시켜 cryoprotection 과정을 거친 뒤, Cryostat (Leica, 

USA)을 이용하여 30 μm 두께로 잘라 조직 절편을 만들었다. 
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1) DAB 염색 

 4-HNE 와 8-OHdG는 3, 3′-diaminobenzidine (DAB)을 이용

하여 염색하였는데, 그 과정은 다음과 같다. 조직 절편을 0.3% 

Tx-100, 0.05% BSA와 normal horse serum이 포함된 PBS에 희

석한 anti-4-HNE (1:200)와 8-OHdG (1:400) antibodies와 4 °

C, overnight 반응시킨다. 그 뒤, PBS에 희석한 3% H2O2와 상온에

서 30 분 동안 반응시켜 내재된 peroxidase를 비활성화시킨 뒤, 

biotin이 결합된 2차 항체 (1:200; Vector Laboratories, USA)를 

상온에서 2시간 동안 반응시키고, HRP-avidin (Vector 

Laboratories, USA)으로 avidin-biotin 복합체를 만들기 위해 상

온에서 1 시간 동안 더 반응시켰다. 0.05 M Tris-buffered saline 

(pH 7.6; TBS)에 희석된 DAB을 반응시켜 면역 염색한 뒤, 염색된 

절편을 poly-L-lysine (Sigma, USA)가 코팅된 Histobond glass 

slides (Marienfeld, Germany)에 올리고, overnight하여 건조시킨 

뒤, 순차적인 ethanol dehydration을 거치고, Permount (Fisher 

Scientific, USA)를 떨어뜨리고 coverslip을 덮어 염색을 완료하였

다.  

사람의 뇌조직을 acetyl-Prx1으로 염색할 때는, paraffin에 내장된 

조직 절편을 55 ℃, dry-oven에서 overnight 반응시켜 

deparaffinization하였고, rehydration, 내재성 peroxidase를 비활

성화시킨 뒤에 anti-acetyl-Prx1 antibody (1:100)를 4 °C, 

overnight 반응시켰다. 이후 과정은 앞서 기술한 것과 동일하다. 각 
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반응 과정마다 중간에 PBS로 세척하였고, 염색된 조직은 광학 현미

경 (Olympus FSX 100 (Olympus, Japan))으로 이미징하여, Image 

J로 분석하였다. 

2) 형광 염색 (Fluorescent staining) 

Acetyl-Prx1과 미토콘드리아를 표지하기 위한 Tom20은 형광염색

하였다. Anti-acetyl-Prx1 (1:50)과 Tom20 (1:200) antibodies

를 1% Triton X-100과 normal horse serum이 포함된 PBS에 희

석하여 4 °C, overnight하여 조직과 반응시킨다. 그 뒤, Alexa 

Fluor 488과 594가 결합된 2차 항체 (ThermoFisher Scientific, 

USA)를 상온에서 1시간 동안 반응하여, 형광 염색하였다. 형광 신

호는 confocal microscope (Carl Zeiss, Germany)으로 이미징하였

고, Image J로 분석하였다. 

 

9. 통계처리 

그룹 간의 통계적 유의성은 one-way analysis of variance 

(ANOVA)나 two-way ANOVA의 Bonferroni post-hoc tests로 

분석하였다. P values가 0.05보다 작을 때, 통계적으로 유의미하다

고 판정하였으며, 모든 데이타는 mean ± SEM으로 나타내었다. 

통계 분석은 GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, USA)를 이

용하였다. 
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Part 3. HDAC6 저해에 의한 acetylation 의 증가가 tau 

단백질의 감소를 통해 알츠하이머병을 회복시키는 기전 연구 

 

1. 실험에 이용된 실험동물 및 HDAC6 억제제 투여 

4.5개월, 6.5개월령의 암컷 ADLPAPT 쥐를 사용하였다. ADLPAPT 

쥐는 5xFAD와 JNPL3 쥐 (TauP301L-JNPL3; Taconic, 

Stock#2508 homozygote)를 교배하여 만든 알츠하이머 동물 

모델로써, 실제 알츠하이머병 환자와 비슷하게 베타-아밀로이드 

병변과 tau 병변을 모두 보이는 특징을 가지고 있다 (84). HDAC6 

억제제는 1) 약물 용량 적정성 확인 및 예방 모델, 2) 치료 모델의 

두 가지의 실험 구성으로 투여하였고, 사용한 HDAC6 억제제는 

HDAC6 inhibitor (Chong Kun Dang pharmaceutical Corp., 

Korea)로 표기하였다. 

1) 약물 용량 적정성 확인 및 예방 모델 

4.5개월령의 ADLPAPT 쥐에 생리식염수 혹은 HDAC6 inhibitor (1 

mg/kg과 2.5 mg/kg)를 하루에 두 번씩 4개월간 복강으로 

투여하였다. 

2) 치료 모델 

6.5개월령의 ADLPAPT 쥐에 생리식염수 혹은 HDAC6 inhibitor 

(2.5 mg/kg)를 하루에 두 번씩 2개월간 복강으로 투여하였다. 

 

2. Y-maze 
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항상 새로운 곳을 찾는 쥐의 특성을 이용한 기억력 평가 방법이

다. Day 1에는 쥐를 Y-maze로 옮겨 적응시키고, Day 2에 쥐를 

Y-maze (정도비앤피, Korea)의 중앙에 놓고, 8분 동안 들어가는 

통로 순서대로 움직임을 기록한다. 쥐가 연속해서 3가지 통로를 번

갈아 들어가면 (spontaneous alteration) 이전에 들어간 통로를 잘 

기억한 것으로 간주해, 이를 전체 통로로 들어간 횟수로 나누어 % 

alteration 수치로 나타내어 기억력을 평가한다. 

 

3. Contextual fear conditioning 

특정 공간에서 쥐에게 foot-shock 을 주어 공간에 대한 기억을 

시킨 뒤에, 다시 그 공간에 들어갔을 때 shock 에 대한 반응 

(freezing)을 얼마나 하는지를 수치화하여, hippocampal-

dependent memory 를 측정할 수 있는 평가 방법이다. Day1 에 

contextual fear conditioning chamber (H10-11M-TC; 

Coulbourn Instruments, USA) 에서 총 300 초 동안, 0.55 mA, 2 

sec 로 2 번 foot-shock 을 주어 학습시킨 뒤, Day2 에 foot-

shock 없이 300 초 동안 chamber에 두어 얼마나 freezing 하는지

를 FreezeFrame 프로그램으로 정량화하여 기억력을 측정한다. 

 

4. 면역 조직 염색 (Immunohistochemistry) 

Part 2의 형광염색법과 동일하고, 사용한 항체는 다음과 같다. 

Biotin-4G8 (1:700, COVANCE, USA), anti-Iba-1 (1:500, 
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Wako, Japan), tau-13 (1:500, Abcam, USA), AT8, AT180 

(1:300, Thermo Scientific, USA) antibody를 사용하였다. 

 

5. Golgi staining 

FD rapid GolgistainTM Kit을 사용했다. 쥐의 뇌를 적출하여 해당 

kit 의 solution A와 B 를 섞은 용액에 2 주간 반응시켰다. 이후 조

직을 solution C로 옮기고, 72 시간 이상 실온에서 반응시킨 뒤, 

cryosection으로 절편을 만들어, gelatin이 코팅된 microscope 

slide로 옮겼다. 조직 절편을 증류수 (Distilled water; DW)로 세척

하고, solution D, E와 증류수의 혼합액에 넣었다. 다시 증류수로 세

척한 후에 cresyl violet으로 염색하였다. 이후 Dehydration 과정을 

거치고 xylene으로 투명화 과정을 거친 후 Permount로 cover slip 

과 함께 고정하였다. Neocortex의 layer 5 와 3 를 이미징하여, 이 

부위의 apical dendrite와 basal dendrite의 spine 개수를 측정하였

다. 

 

6. Sarkosyl soluble, insoluble tau의 분류 (tau fractionation) 

및 웨스턴 블롯 (Western blot)과 닷 블롯 (Dot blot) 

응집된 tau와 비응집 혹은 올리고머 tau를 나누어 분석하기 위해 

sarkosyl soluble과 insoluble fraction으로 나누었다. 이를 위해 뇌 

조직을 protease inhibitor, phosphatase inhibitors, HDAC6 

inhibitor가 포함된 TBS buffer (25 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 
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mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA)에 homogenization하여, 

13,000 rpm, 4 ℃에서 10 분 동안 원심분리하여, 상층액 (TBS-

soluble fraction)을 모은다. 이 상층액에 1% Sarkosyl (Sigma, 

USA)이 되도록 넣고, 37 ℃에서 1 시간 동안 반응시킨다. 그 후, 

150,000x g로 1 시간 동안 상온에서 원심분리하면, 상층액은 

sarkosyl-soluble fraction (비응집된 tau, 올리고머 tau를 포함하

는 것으로 알려져 있다.), 침전물은 sarkosyl-insoluble fraction 

(PHF나 NFT를 포함하는 것으로 알려져 있다.)으로 나뉘어, tau를 

응집된 정도에 따라 나눌 수 있다. Sarkosyl-soluble fraction은 

BCA 정량을 통해 동량의 단백질에 sample buffer를 넣었고, 

sarkosyl-insoluble fraction은 sample buffer에 녹여서 두 

fraction 모두 95 ℃, 5 분 동안 끓였다. 이들을 웨스턴 블롯을 통

해 total tau와 phosphorylated tau를 측정하였다. 닷 블롯은 tau의 

모든 형태가 포함된 TBS-soluble fraction에서 동량의 단백질을 

nitrocellulose (NC) membrance에 점적하여 수행하였다. 

Membrane에 단백질을 점적한 이후의 과정은 웨스턴블롯과 동일하

며, 사용한 항체는 다음과 같다. Tau-13, anti-pS262 antibodies 

(Abcam, USA), tau-5, AT8, AT180, anti-pT181, pS199, 

pT231, pS396, pS356 antibodies (Thermo Scientific, USA). 

뇌 내 혹은 세포의 전반적인 단백질 양의 증감을 확인하기 위해서

는 RIPA buffer를 이용해 단백질을 추출하고, 위와 같은 방법으로 

웨스턴 블롯을 수행하였고, 이 때 사용된 항체는 다음과 같다. 
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Anti-acetyl-tubulin (Sigma, USA), α-tubulin (Millipore, 

USA), PSD-95 (Abcam, USA), synaptophysin (BD, USA), 

HDAC6, β-actin antibodies(CST, USA). 

 

7. 세포주 (Cell lines) 및 형질주입 (Transfection) 

HT22 세포주를 이용하였고, 세포배양 방법과 형질 주입 방법은 

Part 2와 동일하다. 

 

8. 플라스미드 DNA 및 시약 (DNA contructs, reagents) 

사용한 플라스미드 DNA는 pRK5-EGFP-Tau-P301L 

(Addgene, USA), pCMV6-XL4-HDAC6 (Origene, USA)이며, 

pRK5-EGFP-WT-Tau는 pRK5-EGFP-P301L-Tau vector로

부터 돌연변이시켜 만들었다. 사용한 시약은 Proteasome inhibitor 

(MG132), lysosome inhibitor (NH4Cl + Leupeptin, Bafilomycin), 

autophagy inhibitor (3MA), translation blocker (cycloheximide 

(CHX)), Ponceau S (Thermo Scientific, USA)이다. 

 

9. 면역침강법(Immunoprecipitation) 

HT22 세포주 혹은 ADLPAPT 쥐의 뇌조직에서 1% Tx-100 buffer

나 RIPA buffer로 단백질을 추출한다. Tau-13, anti-GFP 

antibody (Abcam, USA)를 BS3를 이용하여 protein A/G agarose 

beads에 crosslinking시키거나, Acetyl-Lysine Affinity Beads 
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(Cytoskeleton Inc., USA)를 이용하여, Part 2와 동일한 방법으로 

면역침강 및 웨스턴 블롯을 수행하였다. 사용한 항체는 anti-

Hsc70 (Enzo Life Sciences Inc., USA), Hsp70, CHIP (CST, 

USA) antibodies 이다. 

 

10. 정량적 역전사 PCR (Quantitative RT-PCR) 

쥐의 뇌조직에서 RNeay mini kit (QIAGEN, USA)를 사용해 RNA

를 추출한다. 동량의 RNA를 Maxime RT PreMix kit (iNtRON 

BIOTECH, Korea)을 사용해 cDNA로 합성한다. KAPA SYBR 

FAST ABI Prism qPCR kit (KAPA Biosystems, USA)에 human 

tau 프라이머 (Forward: 5 ’ -CTCCAAAATCAGGGGATCGC-

3′, Reverse: 5 ’ -CCTTGCTCAGGTC AACTGGT-3′)나 

internal control로 GAPDH 프라이머(Forward: 5 ’ -

GGCCTTGACTGTGCCGTTGAATTT-3′, Reverse: 5 ’ -

ACAGCCGCATC TTCTTGTGCAGTG-3′)와 동량의 cDNA를 

넣고, qRT-PCR을 수행하였다. 

 

11. 통계 처리 

그룹 간의 통계적 유의성은 unpaired t-tests나 one-way 

analysis of variance (ANOVA), two-way ANOVA의 Bonferroni 

post-hoc tests로 분석하였다. P values가 0.05보다 작을 때, 통계

적으로 유의미하다고 판정하였으며, 모든 데이타는 mean ± SEM
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으로 나타내었다. 통계 분석은 GraphPad Prism 7 (GraphPad 

Software, USA)를 이용해 수행하였다. 
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결   과 

 

 서론에서 설명한 선행 연구들을 바탕으로, Part 1 에서는 c-Fos 의 

O-GlcNAcylation site 를 규명하고, 알츠하이머병 동물 모델인 

5xFAD 나 베타-아밀로이드 처리와 같은 알츠하이머병 상황에서 

c-Fos 의 O-GlcNAcylation 이 변화하는지, 또한 변화된 O-

GlcNAcylation 에 의해 c-Fos 의 기능이 어떻게 조절되어 

세포사멸에 관여하는지에 관한 기전을 알아보고자 하였다 (그림 4). 

Part 2 에서는 HDAC6 억제제에 의해 그 기질 중 하나인 Prx1 의 

acetylation 이 증가하여 항산화 능력이 증가됨으로써 알츠하이머병 

상황에서 보이는 산화 스트레스가 회복되고, 하위 단계인 손상된 

Ca2+ 항상성과 미토콘드리아의 축삭 수송도 회복될 수 있다는 

가설을 증명하고자 하였다 (그림 6). 또한, Part 3 에서는 베타-

아밀로이드와 tau 의 병변을 모두 가지고 있어 알츠하이머병 환자와 

유사한 동물 모델인 ADLPAPT 쥐에서 HDAC6 억제제의 치료 

효능을 평가하고자 하였고, HDAC6 의 또다른 기질인 tau 와 

HDAC6 가 모두 관여하는 UPS 와 ALS 의 두가지 단백질 분해 

시스템이 HDAC6 억제제에 의해 조절되어 tau 를 감소시키는지, 

그리고 그 기전은 무엇인지 규명하고자 하였다 (그림 6).  
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Part 1. 베타-아밀로이드에 의한 c-Fos 의 O-

GlcNAcylation 증가가 신경세포 사멸에 미치는 영향 

연구 

 

1. 베타-아밀로이드에 의한 c-Fos의 O-GlcNAcylation 증가와 c-

Fos의 증가 

알츠하이머병 환자의 뇌에서는 c-Fos가 증가되어 있고, 단백질들

의 O-GlcNAcylation도 변화되어 있다 (34, 35, 42, 85). 그런데 

c-Fos가 O-GlcNAcylation될 수 있는 단백질이라는 보고가 있어 

(43), c-Fos의 O-GlcNAcylation이 알츠하이머병에서 변화되어 

있을 가능성을 생각해 볼 수 있다. 이에, 알츠하이머병 상황에서 

c-Fos의 O-GlcNAcylation이 변화되어 있는지 확인해보기 위해, 

5xFAD 쥐의 뇌와 베타-아밀로이드를 처리한 primary neuron과 

SH-SY5Y 세포주에서 O-GlcNAc과 붙는 WGA가 결합된 

agarose beads로 O-GlcNAcylation된 단백질을 pull-down 하여 

c-Fos를 확인하였다 (그림 8A-I). 그 결과, 5xFAD와 primary 

neuron, SH-SY5Y 세포주에서 모두 베타-아밀로이드에 의해 c-

Fos의 O-GlcNAcylation이 증가됨을 확인하였으며, 이 때 기존 보

고와 마찬가지로 c-Fos의 양도 함께 증가되어 있음을 확인할 수 

있었다. c-Fos의 O-GlcNAcylation 양은 Input의 c-Fos의 양으

로 보정하여 정량화하였다. 또한, O-GlcNAc을 제거하는 β-

hexosaminidase (β-HEX)와 반응시켰을 때, 5xFAD 쥐와 베타-
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아밀로이드를 처리한 조건에서 전체적인 c-Fos의 양은 변화가 없

으나, O-GlcNAcylated c-Fos가 현저히 감소하는 것을 확인한 결

과는 c-Fos의 O-GlcNAcylation이 베타-아밀로이드에 의해 증가

함을 뒷받침한다 (그림 8A-C, G-I). 이에 더하여, 베타-아밀로이

드에 의한 c-Fos 자체의 증가 효과를 배제하기 위해, EGFP-c-

Fos를 SH-SY5Y 세포주에 과발현시켜 c-Fos의 양을 베타-아밀

로이드 처리와 상관없이 비슷하게 만든 뒤, 이를 anti-GFP 

antibody로 면역침강하였다. 그 결과, O-GlcNAc을 특이적으로 검

출하는 CTD110.6 antibody 신호의 세기가 베타-아밀로이드를 처

리하였을 때 증가하는 것을 다시 한 번 확인할 수 있었다 (그림 

8J-K). 

또한, pull down, 면역침강 실험에서 흔히 발생하는 비특이적 반

응이 없음을 확인하기 위해, 우선 세포에서 추출한 단백질을 

agarose beads와 반응시킨 결과 어떤 신호도 관찰되지 않았다 (그

림 8A의 첫번째 lane과 그림 10A의 두번째 lane). 다음으로 세포

에서 추출한 단백질에 GlcNAc을 추가로 넣어서 경쟁적 분석을 수

행하였다. 이는 WGA에 비특이적으로 반응하는지를 보고자 했던 실

험으로 GlcNAc을 추가로 넣고 반응시켰을 때, c-Fos의 신호가 사

라지는 것을 확인함으로써, WGA에 붙은 c-Fos가 특이적으로 반응

한 O-GlcNAcylated c-Fos임을 확인하였다 (그림 10A의 세번째, 

네번째 lane). 마지막으로 EGFP에 의한 비특이적 반응이 아님을 

확인하기 위해, EGFP만을 과발현시켜 WGA-pull down과 면역침
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강 후, CTD110.6 antibody로 확인한 결과 O-GlcNAc 특이적인 

어떤 신호도 관찰되지 않았다 (그림 10E). 이와 같은 결과들을 통

해 베타-아밀로이드가 c-Fos의 양 뿐만 아니라 c-Fos의 O-

GlcNAcylation도 증가시킴을 규명하였고, 이는 알츠하이머병에서 

O-GlcNAcylation이 잘못 조절되고 있음을 시사한다. 

 

2. 베타-아밀로이드에 의한 OGA와 c-Fos의 상호작용 변화 

위의 결과는 알츠하이머병 환자의 뇌에서, 특히 50~60 kDa과 

25 kDa에 해당하는 단백질의 O-GlcNAcylation이 정상인에 비해 

증가되어 있음을 보여주는 기존 보고와 일관되는 결과이며 (34), 

베타-아밀로이드에 의해 OGT와 이 효소의 기질 (ATP synthase 

5A) 간의 상호 작용이 달라졌다는 또다른 보고를 생각해볼 때 

(40), 베타-아밀로이드에 의해 c-Fos의 O-GlcNAcylation이 달

라진 결과도 O-GlcNAc을 조절하는 효소와의 상호 작용이 달라져

서 나타난 결과라고 예상해 볼 수 있다. 이를 확인하기 위해, 

EGFP-c-Fos를 면역침강하여 OGT나 OGA와의 상호 작용을 관찰

한 결과, 베타-아밀로이드에 의해 OGT와 c-Fos의 상호작용에는 

변화가 없으나 (그림 9A-B), OGA와의 상호작용은 현저히 감소함

을 알 수 있었다 (그림 9C-D). 또한, 고해상도의 이미징이 가능한 

SIM으로도 베타-아밀로이드에 의해 OGA와 c-Fos 사이의 상호작

용이 감소함을 확인하였다 (그림 9E-F). 이를 통해, 베타-아밀로

이드가 OGA와 c-Fos의 상호작용을 약화시켜, 그 결과 c-Fos O-
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GlcNAcylation을 증가시켰음을 알 수 있다. 

 

3. c-Fos의 O-GlcNAc 자리 규명 

O-GlcNAc 자리 규명에 앞서, c-Fos가 O-GlcNAcylation되는

지 여러가지 방법으로 다시 한번 확인하였다. GlcNAc과의 경쟁적 

분석실험에서, 내재성 c-Fos와 과발현시킨 외재성 EGFP-c-Fos 

모두 GlcNAc을 추가로 넣어주었을 때 c-Fos의 신호가 사라짐을 

확인함으로써, c-Fos가 O-GlcNAcylation되는 단백질임을 확인하

였다 (그림 10A). 또한, β-HEX로 O-GlcNAc을 제거하였을 때, 

WGA-pull down된 c-Fos 양이 줄어듦과 동시에 de-O-

GlcNAcylation된 c-Fos의 양은 증가함을 확인하였다 (그림 10B). 

Thiamet G로 OGA를 억제하거나 siOGT로 OGT를 knockdown하

였을 때, 이에 맞추어 c-Fos O-GlcNAcylation이 각각 증가하거나 

감소하였다 (그림 10C-D). 또 다른 세포주인 HEK293T 세포주에

서도 OGA 억제에 의해 c-Fos의 O-GlcNAcylation이 증가됨을 

확인하였다 (그림 10E). 위와 같은 결과를 통해 c-Fos가 O-

GlcNAcylation되는 단백질임을 확실히 증명하였다. 

다음으로, c-Fos의 어떤 잔기가 O-GlcNAcylation되는지 규명하

고자 하였다. 이를 위해 O-GlcNAcylation될 가능성이 있는 S이나 

T이 alanine(A)으로 치환된 돌연변이를 만들어, O-GlcNAcylation

되지 못하게 한 뒤, 먼저 WGA-pull down으로 실제 O-

GlcNAcylation이 감소된 돌연변이가 무엇인지 확인하였다 (그림 
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11A-D). 13가지의 돌연변이 중 EGFP-c-Fos-S56A-S57A, 

S84A, S88A, T90A 돌연변이에서 O-GlcNAcylation이 감소하는 

경향이 보였다. 이 돌연변이들을 과발현시켜 anti-GFP antibody로 

면역침강한 뒤, CTD110.6 antibody로 O-GlcNAcylation 감소를 

다시 확인한 결과, EGFP-c-Fos-S56A-S57A 돌연변이에서 O-

GlcNAcylation이 유의하게 감소함을 확인하였고, 따라서 S56과 

S57이 O-GlcNAcylation 될 가능성이 매우 높은 자리로 생각된다 

(그림 11E-F). 다음으로 S56과 S57이 각각 O-GlcNAcylation되

는지 확인하였다. WGA-pull down과 anti-GFP antibody를 이용한 

면역침강을 통해 EGFP-c-Fos-S56A와 EGFP-c-Fos-S57A 

돌연변이를 EGFP-c-Fos-S56A-S57A 돌연변이와 비교하였을 

때, EGFP-c-Fos-WT에 비해 EGFP-c-Fos-S56A와 –S57A 

각각의 신호가 감소하였고, EGFP-c-Fos-S56A-S57A은 더욱 

현저하게 감소한 것을 확인하였다 (그림 11G-H). 위 결과를 통해, 

c-Fos의 S56, S57이 O-GlcNAcylation되는 자리임을 규명하였다. 

 

4. 베타-아밀로이드가 있는 상황에서 c-Fos O-GlcNAcylation에 

의한 세포 사멸 촉진 

c-Fos는 세포 독성 상황에서 아폽토시스와 관련된 유전자를 발

현시켜 세포 사멸을 조절하는 것으로 알려져 있는데 (45, 46, 49, 

50), 베타-아밀로이드는 신경 돌기의 위축, 시냅스 기능 장애, 신

경 세포 사멸 등을 불러일으키는 세포 독성 단백질이다 (3, 86). 이
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러한 선행 연구에 근거하여, 베타-아밀로이드에 의해 유도된 c-

Fos의 O-GlcNAcylation이 세포 사멸을 조절할 것이라는 가설을 

세웠다. 이 가설을 증명하기 위해, 신경세포주인 SH-SY5Y 세포주

에 c-Fos-WT과 O-GlcNAc이 되지 않는 c-Fos-S56A-S57A

를 과발현시킨 뒤, 세포 사멸을 측정하는 TUNEL assay와 세포 생

존도를 측정할 수 있는 MTS, Calcein-AM assay를 수행하여, c-

Fos O-GlcNAcylation의 기능을 관찰하였다. 베타-아밀로이드를 

처리하였을 때, EGFP-c-Fos-WT이 발현된 세포에 비해 EGFP-

c-Fos-S56A-S57A가 발현된 세포에서 TUNEL 신호가 유의하

게 줄어든 것을 확인하였고 (그림 12A-B), MTS와 Calcein-AM 

assay에서도 c-Fos-S56A-S57A를 발현시킨 그룹에서 세포 생

존도가 유의하게 높은 것을 확인하였다 (그림 12C-D). c-Fos의 

O-GlcNAcylation site를 확인하였던 HEK293T 세포주에서도 

MTS와 Calcein-AM assay를 수행하였을 때, 역시 c-Fos-WT에 

비해 c-Fos-S56A-S57A 과발현 그룹에서 세포 생존도가 유의하

게 높음을 확인하였다 (그림 13A-B). 이러한 결과는 c-Fos의 

O-GlcNAcylation이 베타-아밀로이드에 의한 세포사멸을 촉진시킨

다는 것을 시사한다. 하지만 이를 보다 더 정확히 확인하기 위해, 

몇 가지 추가 실험을 수행하였다. 우선, 위의 결과가 c-Fos 과발현

에 의한 다른 효과 때문에 나타난 결과인지, 또 내재성 c-Fos도 

같은 현상을 보이는지 확인하기 위해, mock과 c-Fos-WT 그룹에

서 세포생존도를 비교하였다 (그림 13C-D). 그 결과, 베타-아밀
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로이드에 의한 세포생존도의 감소는 두 그룹 간의 차이가 보이지 

않았으며, 이를 통해 c-Fos를 과발현하였을 때 보이는 베타-아밀

로이드에 의한 세포사멸은 내재성 c-Fos에 의해 보이는 세포사멸

을 대변할 수 있음을 알 수 있다. 두 번째로, 그림 12C-D에서 내

재성 c-Fos의 간섭효과를 확인하기 위해, c-Fos knock-out 안정

화 세포주 (stable cell line)에 c-Fos-WT과 c-Fos-S56A-

S57A를 과발현한 뒤, 베타-아밀로이드에 의한 세포생존도를 관찰

하였다 (그림 13E-G). 그 결과 c-Fos-S56A-S57A 그룹에서 

WT에 비해 유의하게 높은 세포 생존도를 보였고, 이는 보통의 세

포주와 비슷한 결과로써, 내재성 c-Fos의 간섭효과는 매우 미미하

다는 것을 보여준다. 따라서, 위의 결과를 통해 c-Fos의 S56, S57

에 일어나는 O-GlcNAcylation은 베타-아밀로이드에 의한 세포 사

멸에 중요한 역할을 함을 규명하였다. 

 

5. c-Fos O-GlcNAcylation에 의한 c-Fos의 안정화 

앞서 그림 6에서 베타-아밀로이드에 의한 c-Fos O-

GlcNAcylation의 증가와 함께 전반적인 c-Fos 양도 증가하는 것

을 보았고, c-Fos의 N-말단이 c-Fos의 안정화를 조절하는 부위

이기 때문에 (87), c-Fos의 O-GlcNAcylation의 또다른 기능으로 

c-Fos 자체의 안정화를 조절할 수 있을 것으로 예상하였다. 이를 

증명하기 위해, SH-SY5Y 세포주에 EGFP-c-Fos-WT과 

EGFP-c-Fos-S56A-S57A를 과발현시킨 뒤, 단백질의 합성을 
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막는 cycloheximide (CHX)나 프로테아좀(proteasome)을 막는 

MG132를 시간별로 처리하였다 (그림 14). O-GlcNAc이 일어나지 

않는 c-Fos-S56A-S57A 돌연변이 그룹에서는 CHX를 처리한 

지 0.5 시간부터 c-Fos의 유의한 감소가 확인되었으나, WT에서는 

3시간부터 유의한 감소가 확인됨을 웨스턴블롯과 이미징을 통해 확

인하였다 (그림 14A, C). MG132를 처리하였을 때는 돌연변이 그

룹에서 WT에 비해 프로테아좀으로 분해되지 못하고 쌓인 c-Fos

가 훨씬 많은 것을 확인할 수 있었다 (그림 14B, D). 이러한 결과

는 c-Fos의 O-GlcNAcylation이 c-Fos 자체를 더욱 안정화시키

는 기능을 함을 의미한다. 

 

6. 베타-아밀로이드에 의해 유도된 c-Fos O-GlcNAcylation에 의

한 전사 활성 증가 

그림 12-13을 통해 c-Fos의 O-GlcNAcylation은 베타-아밀로이

드에 의한 세포 사멸에 중요한 역할을 하는 것을 밝혔는데, 이러한 

현상이 구체적으로 어떤 기전에 의해 일어나는지 알아보았다. c-

Fos는 Jun family와 이합체 (dimer)를 이루어 AP-1 DNA 자리에 

붙어, 유전자의 발현을 조절한다고 알려진 전사 활성 인자이기 때문

에 (44), c-Fos의 O-GlcNAcylation에 의해 c-Jun과의 결합이나 

전사활성이 조절될 수 있는지 관찰하였다. EGFP-c-Fos-WT과 

EGFP-c-Fos-S56A-S57A를 면역침강하여 c-Jun과의 결합을 

확인하였을 때, c-Fos-WT은 베타-아밀로이드에 의해 c-Jun과의 
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결합이 증가하였으나, c-Fos-S56A-S57A에서는 이 현상이 관찰

되지 않았다 (그림 15A-B). AP-1-luciferase assay를 통해 확인

한 c-Fos의 전사 활성도 베타-아밀로이드가 있을 때, 돌연변이에 

비해 WT에서 훨씬 증가하였다 (그림 15C). 이러한 결과는 베타-

아밀로이드에 의한 세포독성 자극에 의해 c-Fos의 O-

GlcNAcylation이 c-Jun과의 결합을 증가시키고, 이에 따라 전사 

활성도 증가시킨다는 것을 의미한다. 또한, 베타-아밀로이드에 의해 

아폽토시스를 유도하는 것으로 알려진 Bim (47)의 mRNA와 단백

질 양이 돌연변이 그룹에 비해 WT에서 유의하게 높은 것이 관찰되

었고 (그림 15D-F), Bim의 하위단계이자, 아폽토시스의 작동인자

인 잘려진 caspase-3 (cleaved caspase-3)도 WT에서 더 증가한 

것이 관찰되었다 (그림 15E, G). 위의 결과를 토대로, 베타-아밀로

이드에 의해 증가된 c-Fos의 O-GlcNAcylation이 c-Jun과의 결

합 증가를 통한 전사 활성 증가를 촉진시키고, 그 결과 Bim 발현 

증가와 이에 따른 cleaved caspase-3의 증가를 통해 세포 사멸을 

촉진시킴을 밝혔다. 
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Part 2. HDAC6 저해를 통해 증가된 Peroxiredoxin1

의 acetylation이 알츠하이머병에서 손상된 미토콘드

리아의 축삭 수송을 회복시키는 기전 연구 

 

1. 알츠하이머병 환자의 뇌에서 감소된 Prx1의 acetylation과 베타-

아밀로이드와 HDAC6에 의한 Prx1 acetylation의 조절 

본격적인 연구에 앞서, HDAC6가 조절하는 Prx1의 acetylation

을 확인하기 위해, 새롭게 만든 anti-acetyl-Prx1 (lysine (K) 

197) antibody (R2-31)의 특이성을 확인하였다 (그림 17). 

Prx1-WT-Flag과 K가 arginine (R)으로 치환되어 acetylation이 

되지 않는 돌연변이인 Prx1-K197R-Flag을 각각 HT22 세포주에 

형질 주입하고, TBA를 이용해 acetylation을 증가시킨 조건을 추가

하여, Flag으로 면역침강한 뒤 항체의 특이성을 확인하였다. 그 결

과 Prx1-WT-Flag에서 acetyl-Prx1의 신호가 보였고, TBA를 

처리했을 때 이 신호가 더 증가하는 것을 관찰하였다. 반면, Prx1-

K197R-Flag에서는 TBA를 처리하여도 어떤 신호도 관찰되지 않

음을 통해, Prx1의 K197 자리의 acetylation을 R2-31 항체가 특

이적으로 검출할 수 있음을 확인하였다. 

알츠하이머병 환자에서는 HDAC6의 양과 활성이 증가되어 있고, 

Prx1이 HDAC6의 기질 중 하나이기 때문에 (69-71), 알츠하이머

병 상황에서 Prx1의 acetylation이 감소되어 있을 것이라고 예상하
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였다. 이를 먼저 알츠하이머병 환자의 내후각 피질 (entorhinal 

cortex)과 해마 부위에서 DAB 염색을 통해 확인한 결과, 나이와 

성별이 비슷한 정상인에 비해, Prx1의 acetylation이 감소되어 있음

을 확인하였다 (그림 18A). 이 결과는 알츠하이머병 환자의 뇌에서 

HDAC6가 상향조절되어 있어 Prx1의 acetylation에 영향을 미쳤음

을 시사하며, 감소된 Prx1 acetylation도 알츠하이머병의 하나의 병

리학적 특징임을 보여준다. 다음으로, Prx1의 acetylation에 

HDAC6와 베타-아밀로이드가 영향을 미치는지 확인하기 위해, 

primary hippocampal neuron과 HT22 세포주에 베타-아밀로이드

와 HDAC6 억제제인 TBA를 처리하였다. 그 결과, primary 

hippocampal neuron에서 내재성 Prx1의 acetylation이 베타-아밀

로이드에 의해 감소되고, TBA를 함께 처리했을 때는 다시 증가되는 

것을 확인하였다 (그림 18B). HT22 세포주에는 Prx1-Flag을 과

발현시켜 확인하였는데, primary neuron과 마찬가지로 베타-아밀

로이드에 의한 Prx1 acetylation의 감소, TBA에 의한 회복이 관찰

되었다 (그림 18C). 이러한 결과는 Prx1의 acetylation이 알츠하

이머병의 병인 기전을 조절하는 중요한 요소 중의 하나임을 시사하

고, HDAC6가 이에 관여함을 보여준다. 

 

2. HDAC6 억제제에 의한 ROS와 Ca2+의 조절 

Prx1의 acetylation이 증가되면 항산화 효능이 증가하기 때문에 

(69), Prx1의 acetylation이 베타-아밀로이드에 의해 증가된 ROS
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를 줄일 수 있는지 확인해보았다. 이를 위해, HT22 세포주에 베타

-아밀로이드와 TBA를 처리한 뒤, ROS를 측정할 수 있는 DCFDA 

assay를 수행한 결과, 베타-아밀로이드를 처리한 그룹에서 증가한 

DCFDA 형광 신호가 TBA를 함께 처리하였을 때는 감소함을 확인

할 수 있었다 (그림 19A). 이는 HDAC6 억제제가 베타-아밀로이

드에 의해 증가된 ROS를 줄일 수 있음을 보여준다. 또한, 과도한 

ROS가 IP3R나 RyR을 통해 세포질 내의 Ca2+을 증가시킨다는 보

고가 있어 (88-90), 위와 같은 실험 조건에서 Fluo-4 assay를 통

해 Ca2+의 양을 측정해 보았다. ROS와 마찬가지로, 베타-아밀로이

드 그룹에서 증가된 Ca2+의 양이 TBA를 함께 처리하였을 때 감소

하였다 (그림 19B). 이러한 결과는 베타-아밀로이드가 있는 상황

에서 HDAC6 억제제에 의해 증가된 Prx1의 acetylation이 ROS 

뿐만 아니라 Ca2+도 조절할 수 있을 것이라는 단서를 제공한다. 

 

3. 베타-아밀로이드에 의해 유도된 ROS의 세포 내 Ca2+ 조절 

베타-아밀로이드가 있을 때, ROS가 Ca2+을 조절할 수 있는지 확인

하기 위해, HT22 세포주에 ROS inhibitor인 trolox를 처리하였다. 

베타-아밀로이드와 함께 200 μM의 trolox를 처리했을 때 ROS를 

충분히 억제한다는 것을 찾은 뒤 (그림 20A), 이 조건에서 Fluo-4 

assay를 통해 Ca2+의 양을 측정하였다 (그림 20B). 그 결과, 베타

-아밀로이드에 의해 증가된 Ca2+이 ROS inhibitor에 의해 감소함

을 확인하였는데, 이는 베타-아밀로이드가 있는 상황에서 ROS가 
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Ca2+을 조절할 수 있다는 것을 보여준다. 하지만, 반대 방향, 즉 

Ca2+에 의한 ROS의 조절도 일어남을 확인하였는데, HT22 세포주

에 베타-아밀로이드와 Ca2+ chelator인 BAPTA-AM을 처리하였

을 때 베타-아밀로이드만 처리한 그룹에 비해 ROS의 양이 감소함

을 관찰한 것이 그 결과이다. 이 때, BAPTA-AM은 2 μM을 처리

하였다 (그림 21). 이러한 결과는 ROS와 Ca2+이 서로를 조절할 수 

있는데, 이 때문에 악순환이 생겨 알츠하이머병을 더욱 가속화시킬 

수 있음을 시사한다. 

 

4. HDAC6 억제제는 Prx1의 acetylation을 통해 베타-아밀로이드에 

의해 증가된 ROS와 Ca2+을 회복시킨다 

베타-아밀로이드에 의해 증가된 ROS와 Ca2+을 Prx1의 

acetylation이 회복시킬 수 있는지 규명하기 위해, acetylation을 모

방한 돌연변이 (K197Q)와 acetylation되지 않도록 한 돌연변이 

(K197R)를 만들었다. WT과 이들의 발현량은 서로 비슷함을 확인

하였고, 돌연변이가 잘 되었음을 anti-acetyl-Prx1 antibody로 확

인하였다 (그림 22A). 선행 연구에서 acetylation 모방 돌연변이는 

WT보다 더 강력한 항산화능을 보임을 보고하였는데 (69), 실제로 

HT22 세포주에서도 베타-아밀로이드에 의해 유도된 ROS가 

acetylation 모방 돌연변이 (K197Q)에서는 덜 증가된 것을 확인할 

수 있었다. 또, 베타-아밀로이드에 TBA가 함께 처리된 상황인데도 

WT에서는 회복되는 ROS가 acetylation 되지 않는 돌연변이 
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(K197R)에서는 회복되지 않았다 (그림 22B). Ca2+ 양의 변화 역

시 ROS와 비슷한 결과를 보여준다 (그림 22C). 즉, acetylation 모

방 돌연변이는 베타-아밀로이드에 의한 ROS와 Ca2+ 증가에 대해 

회복 효과를 보이지만, acetylation 되지 않는 돌연변이는 이러한 

기능을 잃어버린다고 할 수 있고, 이 결과는 베타-아밀로이드에 의

해 증가된 ROS를 Prx1의 acetylation이 조절함으로써, 그 결과 

Ca2+도 조절할 수 있음을 제시한다. 또한, acetylation 모방 돌연변

이에서 베타-아밀로이드와 TBA를 함께 처리했을 때, 베타-아밀로

이드만 처리했을 때에 비해 ROS와 Ca2+의 추가적인 감소는 보이지 

않는데, 이는 TBA에 의한 Prx1의 항산화능 조절이 K197에 의존

적이라는 것을 보여준다. 따라서, 위의 결과를 통해 HDAC6 억제제

에 의해 증가된 Prx1의 K197의 acetylation이 베타-아밀로이드에 

의해 유도된 ROS를 회복시킴으로써 Ca2+의 양까지 회복됨을 증명

하였다. 

 

5. HDAC6 억제제는 Prx1의 acetylation을 통해 베타-아밀로이드에 

의해 손상된 미토콘드리아 축삭 수송을 회복시킨다 

과도한 ROS와 Ca2+이 축삭 수송을 저해한다는 보고가 있다 (65, 

66). 특히, Ca2+은 미토콘드리아와 수송 단백질인 kinesin을 연결해

주는 어댑터 단백질인 Miro에 결합하여, 미토콘드리아와 kinesin의 

연결을 억제하여 축삭 수송을 저해한다고 한다 (66). 이와 더불어, 

본 연구의 선행연구로써 HDAC6 억제제를 처리하였을 때, 베타-아
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밀로이드에 의해 손상된 미토콘드리아의 축삭 수송이 회복됨을 보

여준 바 있고 (75), 본 연구의 그림 23A에서도 이를 재현하였다. 

이를 근거로, 증가된 ROS와 Ca2+이 베타-아밀로이드에 의한 축삭 

수송 손상의 원인이라는 가설을 세웠고, Prx1의 acetylation에 의해 

축삭 수송이 조절될 수 있다고 생각하였다. 이 가설을 규명하기 위

해, 베타-아밀로이드에 의해 손상된 미토콘드리아의 축삭 수송이 

ROS 억제제나 Ca2+ chelator에 의해 회복될 수 있는지 먼저 확인

해 보았다. pDsRed2-Mito를 형질주입하여 미토콘드리아를 표지한 

primary neuron에 베타-아밀로이드와 trolox 혹은 BAPTA-AM

를 처리하였을 때, 베타-아밀로이드에 의해 손상된 미토콘드리아의 

수송 속도가 회복됨을 관찰하였다 (그림 23B). 이는 베타-아밀로

이드에 의해 증가된 ROS와 Ca2+이 미토콘드리아 축삭 수송 손상의 

원인임을 보여준다. 다음으로, HDAC6 억제제를 통한 Prx1의 

acetylation이 베타-아밀로이드에 의한 ROS와 Ca2+을 조절할 수 

있기 때문에, Prx1의 acetylation에 따라 미토콘드리아의 축삭 수송

이 조절되는지 확인하였다. 미토콘드리아를 형광 표지한 primary 

neuron에 Prx1-WT이나 acetylation 모방 돌연변이 (K197Q), 

acetylation 되지 않는 돌연변이 (K197R)를 형질 주입하여, 미토

콘드리아의 수송 속도를 측정하였다 (그림 23C). 그 결과, WT에서 

베타-아밀로이드에 의해 감소한 미토콘드리아의 수송 속도가 

K197Q에서는 감소되지 않음을 관찰하였고, 반면, K197R에서는 

TBA를 함께 처리해도 수송 속도의 회복이 보이지 않았다. 이러한 
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결과는 HDAC6 억제제에 의해 증가된 Prx1의 acetylation이 베타

-아밀로이드에 의해 손상된 미토콘드리아 축삭 수송의 회복에 관여

함을 보여준다. 따라서, 위 결과를 통해 HDAC6 억제제를 통한 

Prx1 acetylation의 증가가 베타-아밀로이드에 의해 증가된 ROS

와 Ca2+을 회복시키고, 그 결과 미토콘드리아의 축삭 수송도 회복

되는 기전을 규명하였다. 

 

6. HDAC6 억제제는 Prx1의 acetylation을 통해 5xFAD 쥐에서의 

산화스트레스와 미토콘드리아 축삭 수송을 회복시킨다 

위의 세포 배양 시스템의 결과로부터 HDAC6 억제제를 통한 Prx1 

acetylation 증가가 가진 알츠하이머병의 잠재적 치료 능력을 알 수 

있는데, 이러한 현상이 in vivo에서, 즉 알츠하이머병 동물 모델인 

5xFAD에서도 일어나는지 확인해 보았다. 이를 위해 6개월령 

5xFAD 쥐에 100 mg/kg의 TBA를 하루 한 번씩, 4주 동안 복강 

투여하였다. 세포 배양 시스템과 동일하게, WT에 비해 5xFAD 쥐

에서 Prx1의 acetylation이 감소되어 있었는데, TBA에 의해 회복

됨을 면역조직염색을 통해 관찰하였다 (그림 24A). 다음으로, 알츠

하이머병 환자의 뇌에서 DNA와 RNA의 산화적 손상 마커인 8-

hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG)과 지질 과산화의 산물인 4- 

hydroxynonenal (4-HNE)과 같은 산화스트레스가 증가되어 있다

는 보고가 있어 (91-93), 5xFAD 쥐에서도 웨스턴 블롯과 면역조

직염색을 통해 이를 확인해 보았다 (그림 24B, C). 그 결과, WT에 
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비해 5xFAD 쥐에서 4-HNE와 8-OHdG가 증가하였으나, TBA를 

투여한 그룹에서는 이러한 표지들이 회복됨을 관찰하였다. 이는 베

타-아밀로이드에 의한 Prx1 acetylation의 감소가 5xFAD의 산화

스트레스 증가에 관여할 수 있음을 시사한다. 또한, 세포 배양 시스

템에서 ROS의 회복이 미토콘드리아 축삭 수송의 회복을 가져옴을 

확인했는데, 쥐에서는 미토콘드리아 마커인 Tom20을 면역조직염색

하여 조직에서 미토콘드리아의 분포를 살펴봄으로써 (72), 축삭 수

송의 손상을 간접적으로 관찰하였다 (그림 24D). 그 결과, WT에 

비해 5xFAD 쥐에서 CA1의 신경 세포체 (somata) 부위에 미토콘

드리아가 더 많이 쌓여있는 것을 관찰하였고, TBA를 투여한 그룹에

서는 신경세포체 부위부터 방사층 (stratum radiatum)까지 미토콘

드리아가 균일하게 분포하는 것을 관찰하였다. 이는 in vivo에서도 

HDAC6 억제에 의한 미토콘드리아 축삭 수송의 회복이 일어남을 

의미하며, 5xFAD에서 산화 스트레스가 미토콘드리아의 축삭 수송 

손상에 관여함을 시사한다. 위 결과를 토대로, 5xFAD 쥐에서 

HDAC6 억제제에 의한 Prx1 acetylation의 증가는 산화 스트레스 

회복에 중요한 역할을 하며, 그 결과 미토콘드리아 축삭 수송도 회

복시킬 수 있음을 규명하였다. 따라서, 알츠하이머병의 새로운 치료 

전략으로 HDAC6 억제제를 사용한 Prx1 acetylation의 조절을 제

안하는 바이다. 
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Part 3. HDAC6 저해에 의한 acetylation 의 증가가 

tau 단백질의 감소를 통해 알츠하이머병을 회복시키는 

기전 연구 

 

1. ADLPAPT 쥐에서 HDAC6 억제제에 의한 기억력과 시냅스의 회복 

지금까지 베타-아밀로이드와 tau의 병변이 모두 있는 알츠하이머

병과 가장 유사한 상황에서 HDAC6의 억제 효과를 확인한 연구는 

없다. 이에 본 연구에서는 실제 알츠하이머병 환자와 비슷한 베타-

아밀로이드 병변과 tau 병변을 모두 보이는 ADLPAPT 쥐에서 

HDAC6 inhibitor의 치료 효과를 확인하고자 하였고, 최근 진행되는 

임상시험과 비슷하게 알츠하이머병의 이른 단계부터 HDAC6 억제

제를 투여하여 예방 효과를 확인하고자 하였다 (예방 모델). 이를 

위해 기억력 손상이 나타나기 전인 4.5 개월령의 ADLPAPT 쥐에 저

용량 (1 mg/kg)과 고용량 (2.5 mg/kg)의 HDAC6 inhibitor를 하루

에 두 번씩 4개월 동안 복강 투여하였다. 먼저, 기억력 손상 정도를 

측정할 수 있는 Y-maze와 contextual fear conditioning을 수행한 

결과, ADLPAPT 쥐에서 손상되었던 기억력이 HDAC6 inhibitor에 

의해 1 mg/kg의 저용량부터도 회복됨을 관찰하였다 (그림 26A-

B). α-tubulin은 HDAC6의 잘 알려진 기질이기 때문에 (67), 

ADLPAPT 쥐에서 감소되었던 acetylated tubulin이 HDAC6 

inhibitor에 의해 증가된 결과를 통해 HDAC6가 효과적으로 억제되
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었음을 확인하였고 (그림 26C-D), 손상되었던 기억력의 회복이 

HDAC6 억제제에 의한 효과임을 간접적으로 확인할 수 있었다. 기

억력의 회복은 시냅스의 회복과 밀접한 관련이 있기 때문에 (94), 

시냅스의 대표적 단백질인 PSD95의 발현을 확인해 보았을 때, 

ADLPAPT 쥐에서 감소된 PSD95가 HDAC6 inhibitor에 의해 다시 

증가됨을 관찰하였다 (그림 26E-F). 위 결과들을 통해, HDAC6 

억제제가 비슷한 베타-아밀로이드 병변과 tau 병변을 모두 가진 알

츠하이머병 모델 동물에서도 치료 효과를 보일 수 있음을 알 수 있

다. 

선행 연구에서는 알츠하이머병 모델 동물에서 HDAC6 억제제에 

의한 기억력 회복이 베타-아밀로이드 병변의 감소 때문에 일어난 

결과라는 것을 보여주었다 (74). ADLPAPT 쥐에서도 베타-아밀로

이드 병변이 회복되었는지를 확인해 본 결과, 4G8으로 염색되는 베

타-아밀로이드 반점은 치아이랑 (dentate gyrus; DG)에서 HDAC6 

inhibitor에 의해 감소하는 경향은 보이지만, 전반적으로 유의한 감

소는 보이지 않았다 (그림 27A-C). 또한, neuroinflammation을 

볼 수 있는, Iba-1으로 대표되는 microgliosis도 에서 HDAC6 

inhibitor에 의해 회복되지 못했다 (그림 27D-F). 이러한 결과는 

ADLPAPT 쥐에서 HDAC6 억제제에 의해 나타난 기억력 회복이 베

타-아밀로이드가 아닌 다른 기전에 의해 일어났음을 의미한다. 

 

2. ADLPAPT 쥐에서 HDAC6 억제제에 의한 전반적인 tau 양의 감소 
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ADLPAPT 쥐는 tau의 병변도 보이기 때문에, 다음으로 HDAC6 

억제제에 의한 tau의 변화를 관찰하였다. Tau는 올리고머, PHF를 

거쳐 신경섬유다발이 되어 세포 내에 축적되는데 (16), sarkosyl을 

이용하여 응집된 정도에 따라 tau를 나눌 수 있다. Sarkosyl-

soluble fraction에는 주로 단량체부터 올리고머 tau와 같은 작은 

응집체가 포함되어 있고, sarkosyl-insoluble fraction에는 PHF나 

NFT와 같은 큰 응집체가 포함되어 있다고 여겨진다 (95, 96). 먼

저 작은 응집체가 포함된 sarkosyl-soluble fraction에서 HDAC6 

inhibitor에 의한 tau의 변화를 관찰하였다 (그림 28). 그 결과, 1 

mg/kg의 저용량에서부터 전체 tau의 양과 phosphorylated tau의 

양이 감소되어 있음을 확인할 수 있었다. 분석에 이용된 

phosphorylation 자리는 알츠하이머병에서 과인산화된 자리로 알려

진 T181, S199, S262, T231, S396 이다. 큰 응집체가 포함된 

sarkosyl-insoluble fraction의 tau를 관찰하였을 때도 전체 tau의 

양과 AT8 (pS202, pT205), AT180 (pT231), S262, S356이 인

산화된 tau가 HDAC6 inhibitor에 의해 감소하였다 (그림 29). 

AT8과 AT180 항체는 알츠하이머병 환자 뇌에서 유래한 PHF를 

항원으로 만들어진 항체로 PHF-tau의 phosphorylation을 탐지한

다. 면역조직염색법을 통해서도 HDAC6 inhibitor에 의한 tau의 변

화를 확인하였는데, 해마의 CA1과 DG에서 전체 tau의 양 (anti-

tau-13 antibody)과 AT8, AT180 형광 신호가 감소하였다 (그림 

30A-G). 또한, HDAC6 억제제는 tau의 mRNA는 변화시키지 않는 
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결과를 통해 (그림 30H), 위의 결과에서 보인 tau의 감소는 분해에 

의한 감소임을 예상할 수 있다. 위의 결과를 통해 HDAC6 억제제

는 저용량 (1 mg/kg)에서부터 ADLPAPT 쥐에서 phosphorylated 

tau와 함께 모든 형태의 전체적인 tau의 양을 줄임을 알 수 있었고, 

tau의 감소가 기억력 회복을 가져왔을 것으로 예상된다. 

 

3. ADLPAPT 쥐의 기억력이 손상된 이후에도 HDAC6 억제제에 의한 

기억력 회복과 시냅스의 회복이 일어난다 

앞에서는 ADLPAPT 쥐의 기억력 손상이 나타나기 전부터 HDAC6 

inhibitor를 투여하여 알츠하이머병을 예방할 수 있는 가능성을 살

펴보았는데, 이번에는 기억력 손상이 나타난 뒤부터 투여하여 알츠

하이머병을 치료할 수 있는지에 대한 가능성을 살펴보았다 (치료 

모델). 6.5개월령의 ADLPAPT 쥐에 생리식염수나 HDAC6 inhibitor 

(2.5 mg/kg)를 하루에 두 번씩 2개월간 복강으로 투여하여, 먼저 

기억력과 시냅스의 손상을 관찰하였다. 앞선 예방 모델과 마찬가지

로 Y-maze와 contextual fear conditioning을 수행하였고, 그 결과 

HDAC6 inhibitor에 의해 ADLPAPT 쥐에서 손상된 기억력이 회복됨

을 확인하였다 (그림 31A-B). 또, 대뇌신피질 (neocortex)의 

layer 5 와 3의 신경 세포에서 나오는 apical dendrite와 basal 

dendrite의 spine 개수를 측정하였을 때, ADLPAPT 쥐에서 감소되

었던 spine 개수가 HDAC6 inhibitor에 의해 회복됨을 관찰하였다 

(그림 31C-D). 이러한 결과는 HDAC6 억제제가 기억력이 손상된 
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뒤에도 시냅스를 회복시켜 알츠하이머병을 치료할 수 있다는 가능

성을 제시한다. 

 다음으로 이러한 치료 효과가 베타-아밀로이드 병변에도 영향을 

미쳤는지 확인해 본 결과, 예방 모델의 결과와 마찬가지로 해마 부

위의 4G8 형광 신호는 HDAC6 inhibitor에 의한 변화가 보이지 않

았다 (그림 31E-G). Iba-1으로 대변되는 microgliosis 역시 변화

되지 않았다 (그림 31H-I). 

 

4. ADLPAPT 쥐의 기억력이 손상된 이후에도 HDAC6 억제제에 의해 

tau의 양이 감소한다 

치료 모델에서도 예방 모델과 마찬가지로 tau의 병변이 회복되었

는지 확인해 보았다 (그림 32). 우선, sarkosyl-soluble과 –

insoluble fraction을 나누기 전인 모든 형태의 tau를 포함한 TBS-

soluble fraction으로 닷 블롯을 수행하였을 때, ADLPAPT 쥐에서 

HDAC6 inhibitor에 의해 전체 tau의 양이 감소함을 확인할 수 있

었다 (그림 32A-C). 다음으로 sarkosyl-soluble fraction에서 전

체 tau와 phosphorylation tau (pT181, pS199, pT231)을 관찰하

였을 때도 HDAC6 inhibitor에 의한 감소가 확인되었고 (그림 

32D-I), sarkosyl-insoluble fraction에서도 전체 tau와 

phosphorylated tau (AT180, AT8, pS356)가 감소하였다 (그림 

32J-N). 또, 알츠하이머병에서 tau의 병적 상황을 대표할 수 있는 

면역조직염색에서의 AT180 신호도 HDAC6 inhibitor에 의해 현저
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히 감소하였다 (그림 32O-P). 이 결과들은 ADLPAPT 쥐에서 

HDAC6 억제제를 2개월 동안으로 더 짧게 투여하여도 모든 응집된 

형태 및 전체 tau와 phosphorylated tau를 효과적으로 감소시킬 수 

있음을 보여준다. 

 

5. HDAC6 억제제에 의한 UPS로의 tau 분해 촉진 

위의 동물 실험 결과를 통해 HDAC6 억제제는 모든 형태의 tau

를 감소시킨다는 것을 확인하였다. 하지만, 지금까지 HDAC6가 tau

의 분해를 조절하는 기전은 밝혀진 바가 없어, HDAC6 억제제에 의

한 tau의 분해 기전을 알아보고자 하였다. 먼저 HDAC6에 의해 

tau의 분해가 직접 조절되는지를 HT22 세포주를 이용한 in vitro 

시스템에서 확인하였다 (그림 33A-D). HT22 세포주에 ADLPAPT 

쥐와 같은 P301L-tau를 과발현시키고, 동시에 HDAC6를 과발시

키거나, HDAC6 inhibitor를 이용해 HDAC6를 억제한 뒤, 단백질의 

생합성을 막는 CHX를 시간별로 처리하여 tau의 분해 속도를 관찰

하였다. 그 결과 HDAC6를 과발현하면 tau의 분해 속도가 느려지

고, HDAC6를 억제하면 tau의 분해 속도가 더 빨라지는 것을 확인

하였다. 이는 HDAC6가 tau의 분해를 조절할 수 있음을 의미한다. 

다음으로, tau는 UPS와 오토파지-리소좀 시스템의 두 가지 경로 

모두로 분해된다는 것이 알려져 있기 때문에 (83), HDAC6에 의해 

어떤 경로로 tau의 분해가 촉진되는지 확인하고자 하였다 (그림 

33E-F). 이를 위해, P301L-tau를 과발현시킨 HT22 세포주에 각
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각의 경로를 막는 저해제와 HDAC6 inhibitor를 함께 처리하여, tau

의 변화를 관찰하였다. 그 결과, 프로테아좀 저해제인 MG132를 처

리하였을 때 HDAC6 inhibitor에 의해 tau가 쌓이는 현상을 관찰할 

수 있었고, 리소좀 저해제 인 NH4Cl + leupeptin이나 bafilomycin

과 오토파지 저해제인 3MA를 처리하였을 때는 HDAC6 inhibitor에 

의해 tau가 쌓이는 현상을 관찰할 수 없었다. 이 결과는 HDAC6 

억제제에 의해 프로테아좀으로의 tau의 분해가 촉진된다는 것을 의

미한다. HDAC6 억제제가 프로테아좀으로 tau의 분해를 촉진시킨다

면, tau의 ubiquitination이 증가되어 있을 것이라고 예상할 수 있다. 

실제로 tau를 면역침강하여 ubiquitination된 정도를 관찰하였을 때, 

HDAC6 억제제에 의해 tau의 ubiquitination이 증가된 것을 확인할 

수 있었다 (그림 33G). 위와 같은 결과를 통해 HDAC6 억제제가 

UPS를 통해 tau의 분해를 촉진시킬 수 있음을 알 수 있다. 

 

6. HDAC6 억제제에 의해 chaperone과 tau의 acetylation 변화로 

인한 tau의 분해 촉진 

단백질이 프로테아좀으로 분해되기 위해서는 chaperone과 유비

퀴틴을 붙여주는 E3 ligase, 유비퀴틴을 떨어뜨리는 deubiquitinase 

등의 조절이 필수적이다 (97). 특히, tau가 프로테아좀으로 분해될 

때, Heat shock proteins 90 (Hsp90), Hsc70, Heat shock 

proteins 70 (Hsp70), Heat shock proteins 40 (Hsp40)과 같은 

chaperone이 조절하여 E3 ligase인 C-terminus of Hsc70-



73 

 

interacting protein (CHIP)이 tau를 ubiquitination시킨다고 알려져 

있다 (98, 99). 따라서, HDAC6 억제제가 tau와 이들 chaperone이

나 E3 ligase와의 상호 작용을 변화시켜서 프로테아좀으로의 분해 

촉진시킨다는 가설을 세웠다. 이를 증명하기 위해, HT22 세포주에 

EGFP-P301L-tau을 과발현시키고, anti-GFP antibody로 tau를 

면역침강하여 HDAC6 inhibitor에 의해 chaperone이나 E3 ligase

의 상호작용이 변화했는지 확인하였다 (그림 34A-D). 그 결과, 

HDAC6 inhibitor에 의해 여러 chaperone 중 Hsc70, Hsp70과 E3 

ligase인 CHIP이 tau와 더 강하게 결합하는 것을 확인할 수 있었다. 

이는 HDAC6 억제제에 의해 tau의 ubiquitination이 증가하는 것과 

일치하는 결과이다.  

HDAC6는 acetylation을 조절하는 효소이고, tau도 HDAC6의 대

표적인 기질 중 하나이다 (68, 70). 이를 근거로 생각해보면, 앞에

서 관찰된 HDAC6 억제제에 의해 증가한 chaperone, E3 ligase와 

tau의 상호작용이 각각의 acetylation 변화 때문에 나타난 결과일 

수 있을 것이다. 이 가설을 증명하기 위해, 위와 같은 in vitro 시스

템을 이용하였고, anti-acetyl-K beads로 면역침강하여 Hsc70, 

Hsp70, tau의 acetylation 변화를 관찰하였다 (그림 34E-H). 그 

결과, HDAC6 억제제에 의해 Hsc70, Hsp70, tau의 acetylation이 

증가함을 확인하였다. 또한, 이러한 현상이 tau가 감소했던 동물모

델에서도 일어나는지 확인하기 위해, ADLPAPT 쥐의 뇌조직을 

anti-tau-13 antibody나 anti-acetyl-K beads로 면역침강하였다 
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(그림 34I-O). 그 결과 in vivo 시스템에서도 HDAC6 inhibitor에 

의해 tau와 Hsc70, Hsp70, CHIP의 상호 작용이 증가함을 확인하

였고, Hsc70과 Hsp70, tau의 acetylation도 증가됨을 확인하였다. 

Acetylation을 확인하는 과정에서 CHIP은 acetylation되지 않음을 

확인하였는데, Hsp70이나 Hsc70이 CHIP을 불러올 수 있다는 보

고가 있어 (98, 99), Hsp70이나 Hsc70이 매개하여 HDAC6 억제

제에 의해 CHIP과 tau의 결합이 증가된 것이라고 생각된다. 이 결

과를 통해 HDAC6 억제제는 Hsc70, Hsp70, tau의 acetylation을 

증가시켜 서로의 상호작용을 증가시키고, 그 결과 CHIP과의 결합도 

증가하여 tau가 ubiquitination되어 프로테아좀으로의 분해가 촉진

됨을 알 수 있다. 

Tau는 HDAC6의 기질로 알려져 있는데, tau가 프로테아좀으로 

분해되기 위해서 어떤 자리의 acetylation이 작용하는지는 밝혀진 

바가 없다. 기존 보고에 의하면, tau의 미세 소관 결합 부위 

(microtubule-binding region) 중 VQII/IV motif가 Hsc70과의 결

합에 중요한 역할을 하는데 (100), 이와 가까운 tau의 acetylation 

자리는 K274이다. 또한 덜 응집된 tau가 프로테아좀으로 분해된다

고 알려져 있기 때문에 (83), tau의 응집을 감소시키는 acetylation 

자리도 중요한데, K290, K321, K353 자리의 acetylation 모방 돌

연변이에서 tau의 응집이 억제된다는 보고가 있다 (78). 따라서, 

K274, K290, K321, K353의 acetylation에 여부에 따라 tau와 

Hsc70, Hsp70, CHIP과의 결합 정도가 달라지는지 확인하고자 하
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였다 (그림 35). 이를 위해, EGFP-WT-tau와 EGFP-P301L-

tau에 위의 4가지 lysine 잔기의 acetylation 모방 돌연변이 (4KQ)

와 acetylation되지 않는 돌연변이 (4KR)를 각각 만들고, 이들 6가

지 플라스미드 DNA를 HT22 세포주에 형질 주입하였다. 과발현된 

WT-tau, WT-tau-4KQ, WT-tau-4KR과 P301L-tau-WT, 

P301L-tau-4KQ, P301L-tau-4KR을 anti-GFP antibody로 면

역침강하여 Hsc70, Hsp70, CHIP과의 상호작용을 관찰한 결과, 

WT-tau, P301L-tau 모두 acetylation 모방 돌연변이에서 WT에 

비해 Hsc70, Hsp70, CHIP과의 결합이 증가한 것을 확인할 수 있

었고, acetylation 되지 않는 돌연변이는 모방 돌연변이에 비해 

Hsc70, Hsp70, CHIP과의 결합이 낮은 것을 확인하였다. 이 결과는 

tau의 K274, K290, K321, K353에서 일어나는 acetylation이 

Hsc70, Hsp70, CHIP과의 상호작용에 영향을 미친다는 것을 보여

주고, HDAC6가 이 자리들의 acetylation을 조절하여 tau의 프로테

아좀을 통한 분해를 촉진시킬 수 있다는 단서를 제공한다. 
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그림 8. 5xFAD와 베타-아밀로이드를 처리한 세포에서 c-Fos O-

GlcNAcylation의 증가 

(A-C) 5xFAD에서 c-Fos의 O-GlcNAcylation과 c-Fos 양의 증가 확

인. (A)는 대표사진, (B)는 β-actin으로 보정한 전체 c-Fos 양의 정량화 

그래프, (C)는 전체 c-Fos 양으로 보정한 O-GlcNAcylated c-Fos 양의 

정량화 그래프이다 (그룹 당 n=5). *P < 0.05, **P < 0.01, (Student’s t-

test). (D-I) primary neuron (n=5) (D-F)과 SH-SY5Y 세포주 (n=4) 

(G-I)에서 베타-아밀로이드에 의한 c-Fos의 O-GlcNAcylation과 c-

Fos 양의 증가 확인. (D, G)는 대표사진, (E, H)는 β-actin으로 보정한 

전체 c-Fos 양의 정량화 그래프, (F, I)는 전체 c-Fos 양으로 보정한 
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O-GlcNAcylated c-Fos 양의 정량화 그래프이다. *P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001 (one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). (J-K) 

SH-SY5Y 세포주에서 베타-아밀로이드에 의한 과발현된 c-Fos의 O-

GlcNAcylation 증가 확인. (J)는 대표사진, (K)는 면역침강된 EGFP-c-

Fos의 양으로 O-GlcNAc 특이적 항체 (CTD110.6)로 검출한 O-

GlcNAcylated c-Fos를 보정한 정량화 그래프이다 (n=4). *P < 0.05, 

**P < 0.01, ***P < 0.001 (one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc 

test).  (A)와 (G)에서는 β-HEX assay도 수행하였는데, 전체 세포 추

출액과 WGA-pull down된 O-GlcNAcylated 단백질을 β-HEX와 37℃

에서 overnight 반응시켰다.  
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그림 9. 베타-아밀로이드에 의한 OGA와 c-Fos의 상호작용 변화 

(A-B) 베타-아밀로이드에 의한 OGT와 c-Fos의 상호작용의 변화 없음 

확인. (A)는 대표 사진, (B)는 면역침강된 EGFP-c-Fos로 보정한 OGT

양의 정량화 그래프이다 (n=4). (C-F) 베타-아밀로이드에 의한 OGA와 
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c-Fos의 상호작용 변화 확인. (C)는 대표사진, (D)는 면역침강된 EGFP-

c-Fos로 보정한 OGA 양의 정량화 그래프이다 (n=5). (E-F) c-Fos 

(녹색)와 OGA (적색)의 상호 작용을 SIM으로 확인. (E)는 대표 사진 

(Scale bar: 위쪽 패널 - 5 μm, 아래쪽 패널 - 5 μm), (F)는 

Pearsons’s correlation coefficient로 정량화한 그래프이다 (n=14, 16, 

12개 세포 (veh, 3, 5 μM)). 화살표는 녹색과 적색이 겹친 신호를 의미

한다. **P < 0.01, ***P < 0.001 (one-way ANOVA, Bonferroni post-

hoc test).  
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그림 10. 다양한 방법으로 c-Fos의 O-GlcNAcylation 증명 

(A) SH-SY5Y 세포주에서 WGA-pull down assay와 경쟁적 분석을 통

한 내재성, 외재성 c-Fos의 O-GlcNAcylation 확인. 별표는 c-Fos 신호

를 의미한다. (B) SH-SY5Y 세포주에서 β-HEX assay를 통한 c-Fos의 

O-GlcNAcylation의 감소 확인 (C) SH-SY5Y 세포주에서 Thiamet G 

처리를 통한 c-Fos의 O-GlcNAcylation의 증가 확인 (D) SH-SY5Y 세
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포주에서 OGT knock-down을 통한 c-Fos의 O-GlcNAcylation의 감소 

확인 (E) HEK293T 세포주에서 Thiamet G 처리를 통한 c-Fos의 O-

GlcNAcylation의 증가 확인. 별표는 면역침강에 사용된 anti-GFP 

antibody의 가벼운사슬 (light chain)으로 생각된다. 
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그림 11. S56, S57에서 c-Fos의 O-GlcNAcylation이 일어남 

(A-D) 예상 O-GlcNAcylation 자리를 alanine으로 치환시킨 O-

GlcNAcylation 되지 않는 돌연변이를 이용하여 WGA-pull down을 통해 

O-GlcNAcylation site 확인. (A, C)는 대표 사진, (B, D)는 O-

GlcNAcylated c-Fos 신호 정량화 그래프이다 (n=3). *P < 0.05 (one-

way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). (E-F) c-Fos를 면역침강하여 
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O-GlcNAcylation 되지 않는 돌연변이에서 O-GlcNAcylation 양 확인. 

(E)는 대표사진, (F)는 정량화그래프이다 (n=3). . ***P < 0.001 (one-

way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). (G-H) c-Fos의 S56과 S57 

자리에 대한 O-GlcNAcylation 확인. (G)는 WGA-pull down assay, (H)

는 c-Fos를 면역침강하여 O-GlcNAcylation을 확인하였다. 
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그림 12. 베타-아밀로이드에 의해 c-Fos의 S56, S57 자리의 O-

GlcNAcylation이 세포 사멸을 촉진시킴-1 

(A-B) EGFP-c-Fos-WT이나 EGFP-c-Fos-S56A-S57A를 과발현

한 SH-SY5Y 세포주에 베타-아밀로이드를 처리하여 TUNEL assay를 

통한 세포 사멸 확인 (A)는 대표 사진 (scale bar: 250 μm), (B)는 

EGFP+TUNEL+ 세포를 정량화한 그래프이다 (n=6). 화살표는 

EGFP+TUNEL+ 세포를 나타낸다. (C-D) Tag free-c-Fos-WT이나 

Tag free-c-Fos-S56A-S57A를 과발현한 SH-SY5Y 세포주에 베타-

아밀로이드를 처리하여 세포 생존도 확인. (C)는 MTS assay (n=8), (D)
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는 Calcein-AM assay (n=8) 결과이다. c-Fos-WT 그룹 간, c-Fos-

S56A-S57A 그룹 간은 ## P < 0.01, ### P < 0.001 로 나타냈다 

(one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). c-Fos-WT과 c-

Fos-S56A-S57A 사이의 비교는 *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

로 나타냈다 (two-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). 
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그림 13. 베타-아밀로이드에 의해 c-Fos의 S56, S57 자리의 O-

GlcNAcylation이 세포 사멸을 촉진시킴-2 

(A-B) Tag free-c-Fos-WT이나 Tag free-c-Fos-S56A-S57A를 

과발현한 HEK293T 세포주에 베타-아밀로이드를 처리하여 세포 생존도 

확인. (A)는 MTS assay (n=8), (B)는 Calcein-AM assay (n=8) 결과
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이다. (C-D) Mock이나 Tag free-c-Fos-WT을 과발현한 SH-SY5Y 

세포주에 베타-아밀로이드를 처리하여 세포 생존도 확인. (C)는 MTS 

assay (n=6), (D)는 Calcein-AM assay (n=6) 결과이다. (E-F) Tag 

free-c-Fos-WT이나 Tag free-c-Fos-S56A-S57A를 과발현한 c-

Fos knock-out 안정화 SH-SY5Y 세포주에 베타-아밀로이드를 처리하

여 세포 생존도 확인. (E)는 MTS assay (n=7), (F)는 Calcein-AM 

assay (n=6) 결과이다. (G) c-Fos knock-out 안정화 세포주에서 웨스

턴 블롯을 통한 c-Fos knock-out 확인. PMA로 c-Fos를 유도하였을 때, 

WT 세포주에서는 c-Fos가 유도되었지만, c-Fos knock-out 세포주에서

는 c-Fos가 보이지 않았다. c-Fos-WT 그룹 간, c-Fos-S56A-S57A 

그룹 간은 # P < 0.05, ## P < 0.01, ### P < 0.001 로 나타냈다 

(one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). c-Fos-WT과 c-

Fos-S56A-S57A 사이의 비교는 *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

로 나타냈다 (two-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). 
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그림 14. S56, S57 자리의 c-Fos O-GlcNAcylation에 의한 c-Fos 자체

의 안정화 

(A, C) EGFP-c-Fos-WT이나 EGFP-c-Fos-S56A-S57A를 과발현

한 SH-SY5Y 세포주에 CHX를 처리하여 c-Fos의 분해 속도 확인. (A)

는 웨스턴 블롯 (n=4), (B)는 EGFP 신호를 confocal 이미징한 결과이다. 

(B, D) EGFP-c-Fos-WT이나 EGFP-c-Fos-S56A-S57A를 과발현

한 SH-SY5Y 세포주에 MG132를 처리하여 c-Fos가 쌓이는 정도를 비
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교. (B)는 웨스턴 블롯 (n=5), (D)는 EGFP 신호를 confocal 이미징한 결

과이다. c-Fos-WT 그룹 간, c-Fos-S56A-S57A 그룹 간은 # P < 

0.05, ## P < 0.01, ### P < 0.001 로 나타냈다 (one-way ANOVA, 

Bonferroni post-hoc test). c-Fos-WT과 c-Fos-S56A-S57A 사이의 

비교는 *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 로 나타냈다 (two-way 

ANOVA, Bonferroni post-hoc test). 
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그림 15. S56, S57 자리의 c-Fos O-GlcNAcylation은 베타-아밀로이드

에 의해 c-Fos의 전사활성을 증가시키고, Bim의 발현을 증가시킴 

(A-B) EGFP-c-Fos-WT이나 EGFP-c-Fos-S56A-S57A를 과발현

한 SH-SY5Y 세포주에 베타-아밀로이드를 처리하여 c-Fos와 c-jun의 

상호작용 확인. (A)는 대표 사진, (B)는 면역침강된 c-Fos로 보정한 c-

jun 양의 정량화 그래프 (n=5). (C) Tag free-c-Fos-WT이나 tag 

free-c-Fos-S56A-S57A를 과발현한 HEK293T 세포주에 베타-아밀

로이드를 처리하여 AP-1 luciferase 활성을 확인 (n=4). (D-F) Tag 

free-c-Fos-WT이나 tag free-c-Fos-S56A-S57A를 과발현한 SH-

SY5Y 세포주에 베타-아밀로이드를 처리하여 Bim의 발현량을 확인. (D)

는 mRNA 발현량 (n=5), (E-F)는 단백질 발현량을 확인하였다 (n=5). 
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(E, G) 위와 같은 조건에서 cleaved caspase-3의 양을 확인. (E)는 대표

사진, (G)는 정량화 그래프이다 (n=5). c-Fos-WT 그룹 간, c-Fos-

S56A-S57A 그룹 간은 # P < 0.05, ## P < 0.01, ### P < 0.001 로 

나타냈다 (one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). c-Fos-WT

과 c-Fos-S56A-S57A 사이의 비교는 *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001 로 나타냈다 (two-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). 
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그림 16. c-Fos의 O-GlcNAcylation 자리와 베타-아밀로이드가 있을 때, 

c-Fos O-GlcNAcylation에 의한 세포사멸 촉진 기전에 관한 모식도 

(A) c-Fos의 O-GlcNAcylation 자리를 나타낸 모식도 (DBD: DNA-

binding domain, LZ: Leucine zipper domain), (B) 베타-아밀로이드가 있

을 때, c-Fos O-GlcNAcylation에 의한 세포사멸 촉진 기전에 관한 모식

도 
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표 1. 실험에 이용된 사람 뇌조직의 정보 

 

  

Age Sex Braack stage

Normal:
1 101 F I
2 78 F II 

AD:
1 100 F V
2 79 F VI
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그림 17. Anti-acetyl-Prx1 antibody (R2-31)의 항원 특이성 확인 
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그림 18. 알츠하이머병 환자의 뇌에서 Prx1의 acetylation이 감소하고, 베

타-아밀로이드와 HDAC6 억제제에 의해 Prx1의 acetylation이 조절됨 

(A) 정상인과 알츠하이머병 환자의 뇌조직에서 DAB 염색을 이용한 

acetyl-Prx1 변화 확인 (Scale bar: 100 μm). (B) primary neuron에서 

베타-아밀로이드와 HDAC6 억제제에 의한 Prx1의 acetylation 조절 확

인 (n=4). (C) HT22 세포주에서 베타-아밀로이드와 HDAC6 억제제에 

의한 Prx1의 acetylation 조절 확인 (n=4). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P 

< 0.001 (two-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test) 
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그림 19. HDAC6 억제제가 베타-아밀로이드에 의해 증가된 ROS와 Ca2+을 

감소시킴 

(A) 베타-아밀로이드와 HDAC6 억제제인 TBA를 처리한 HT22 세포주

에서 DCFDA assay를 통한 ROS 양의 변화 확인 (n=5). (B) 베타-아밀

로이드와 HDAC6 억제제인 TBA를 처리한 HT22 세포주에서 Fluo-4 

assay를 통한 Ca2+ 양의 변화 확인 (n=5). Scale bar: 100 μm. *P < 

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (two-way ANOVA, Bonferroni post-

hoc test). 



97 

 

 

그림 20. 베타-아밀로이드에 의해 유도된 ROS가 Ca2+의 양을 조절함 

(A) 베타-아밀로이드와 농도별로 trolox를 처리한 HT22 세포주에서 

DCFDA assay를 통한 ROS 양의 변화 확인 (n=4). (B) 베타-아밀로이

드와 trolox (200 μM)를 처리한 HT22 세포주에서 Fluo-4 assay를 통

한 Ca2+ 양의 변화 확인 (n=5). Scale bar: 100 μm. *P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001 (two-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). 
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그림 21. 베타-아밀로이드에 의해 유도된 Ca2+이 ROS를 조절함 

(A) 베타-아밀로이드와 BAPTA를 농도별로 처리한 HT22 세포주에서 

Fluo-4 assay를 통한 Ca2+ 양의 변화 확인 (n=6). (B) 베타-아밀로이

드와 BAPTA (2 μM)를 처리한 HT22 세포주에서 DCFDA assay를 통

한 ROS 양의 변화 확인 (n=6). Scale bar: 100 μm. *P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001 (two-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). 
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그림 22. HDAC6 억제제는 Prx1의 acetylation을 매개하여 베타-아밀로이

드에 의해 유도된 ROS와 Ca2+을 회복시킴 

(A) HT22 세포주에서 Prx1-WT-Flag, Prx1-K197Q-Flag, Prx1-

K197R-Flag의 발현 및 돌연변이 확인 (B-C) HT22 세포주에 Prx1-

WT-Flag, Prx1-K197Q-Flag, Prx1-K197R-Flag을 발현시키고, 베타

-아밀로이드와 TBA를 처리하여, DCFDA assay를 통한 ROS (B)와 

Fluo-4 assay를 통한 Ca2+ (C)의 변화 확인 (B: n=10, C: n=7). *P < 

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (two-way ANOVA, Bonferroni post-

hoc test). 
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그림 23. 베타-아밀로이드에 의해 유도된 ROS와 Ca2+이 미토콘드리아의 

축삭 수송을 손상시킴 

(A) primary neuron에 베타-아밀로이드와 TBA를 처리한 뒤, 미토콘드리

아의 축삭 수송 속도를 확인 (n=3). *P < 0.05, ***P < 0.001 (two-way 

ANOVA, Bonferroni post-hoc test) (B) primary neuron에 베타-아밀

로이드와 trolox, BAPTA를 처리한 뒤, 미토콘드리아의 축삭 수송 속도를 

확인 (n=4). 왼쪽 패널은 kymopgraph이고, 오른쪽 패널은 속도를 정량
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화한 그래프이다. **P < 0.01, ***P < 0.001 (two-way ANOVA, 

Bonferroni post-hoc test). (C) Prx1-WT, Prx1-K197Q, Prx1-

K197R을 각각 발현시킨 primary neuron에 베타-아밀로이드나 TBA를 

처리하여, 미토콘드리아의 축삭 수송 속도를 확인 (n=5). 왼쪽 패널은 

kymopgraph이고, 오른쪽 패널은 속도를 정량화한 그래프이다. ***P < 

0.001 (one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). Scale bar: 10 μ

m 
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그림 24. 5xFAD에서 HDAC6 억제제에 의해 증가된 Prx1 acetylation이 

산화스트레스와 미토콘드리아 수송을 회복시킴 

TBA (100 mg/kg)를 투여한 5xFAD의 뇌조직을 이용하였다. (A) TBA 

투여에 의한 acetyl-Prx1의 회복을 형광 면역조직염색을 통해 확인. (B) 

TBA 투여에 의한 4-HNE의 변화를 웨스턴블롯을 통해 확인. (C) TBA 

투여에 의한 4-HNE, 8-OHdG의 변화를 DAB을 이용한 면역조직염색으

로 확인. (D) TBA 투여에 의한 미토콘드리아 수송의 회복을 Tom20을 이

용한 형광 면역조직염색으로 확인. 왼쪽 패널은 대표사진, 오른쪽 패널은 

정량화 그래프이다 (그룹 당 n=5). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

(twoway ANOVA, Bonferroni post-hoc test). Scale bar: 10 μm 
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그림 25. 알츠하이머병에서 Prx1 acetylation과 HDAC6 억제제의 역할에 

관한 모식도 
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그림 26. ADLPAPT 쥐에 예방 모델로 두가지 용량의 HDAC6 inhibitor를 

투여했을 때 보이는 기억력과 acetyl-tubulin, PSD95의 회복 

(A-B) HDAC6 inhibitor에 의한 기억력 회복. (A)는 Y-maze test 결과, 

(B)는 contextual fear conditioning test 결과이다 (n= 12/9/10, 

7/10/11). (C-D) HDAC6 inhibitor에 의한 acetyl-tubulin의 회복. (C)는 

대표 사진, (D)는 acetyl-tubulin을 α-tubulin으로 보정한 정량화 그래프

이다 (n= 8/7/7, 10/8/8). (E-F) HDAC6 inhibitor에 의한 PSD95 양의 

회복. (E)는 대표 사진, (F)는 β-actin으로 보정한 정량화 그래프이다 

(n= 8/7/7, 10/8/8). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (two-way 

ANOVA, Bonferroni post-hoc test), #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 

0.001 (Student’s t-test). 
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그림 27. ADLPAPT 쥐에 예방 모델로 두가지 용량의 HDAC6 inhibitor를 

투여했을 때 베타-아밀로이드 반점과 microgliosis는 변화되지 않음 

(A-C) 4G8 항체를 이용하여 HDAC6 inhibitor에 의한 베타-아밀로이드 

반점의 변화를 면역조직염색으로 확인. (A)는 대표사진, (B)는 CA1, (C)

는 DG의 베타-아밀로이드 반점을 정량화한 그래프이다 (n=2, 8, 4). n.s. 

(non-significatn) P > 0.05 (one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc 

test) (D-E) Iba-1을 면역조직염색하여 HDAC6 inhibitor에 의한 

microgliosis의 변화 확인 (D)는 대표사진, (E)는 CA1, (F)는 DG의 

Iba-1으로 염색된 면적을 정량화한 그래프이다 (n=4/5/5, 5/7/5). 용량별

로 비교하여 통계 분석하였고, #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 

(two-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). Scale bar: 200 μm. 
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그림 28. ADLPAPT 쥐에 예방 모델로 두가지 용량의 HDAC6 inhibitor를 

투여했을 때 보이는 sarkosyl-soluble tau의 감소 

(A) 웨스턴 블롯의 대표 사진. (B)는 전체 human tau, (C)는 전체 tau의 

양, (D-H)는 각각 표기된 phosphorylated tau를 β-actin으로 보정한 정

량화 그래프이다 (n=6/6/5, 6/5/5). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

(two-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). 
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그림 29. ADLPAPT 쥐에 예방 모델로 두가지 용량의 HDAC6 inhibitor를 

투여했을 때 보이는 sarkosyl-insoluble tau의 감소 

(A) 웨스턴 블롯의 대표 사진. (B)는 전체 human tau, (C-F)는 각각 표

기된 phosphorylated tau를 정량화한 그래프이다 (n=6/5/5). *P < 0.05, 

**P < 0.01, ***P < 0.001 (one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc 

test). 
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그림 30. ADLPAPT 쥐에 예방 모델로 두가지 용량의 HDAC6 inhibitor를 

투여했을 때 보이는 tau의 감소 

(A) 면역조직염색의 대표 사진. (B-C) Tau-13의 형광신호를 CA1 (B)

과 DG (C)에서 정량화한 그래프. (D-E) AT8의 형광신호를 CA1 (D)과 

DG (E)에서 정량화한 그래프. (F-G) AT180의 형광신호를 CA1 (F)과 

DG (G)에서 정량화한 그래프. (n=3/8/4). (H) quantitative PCR를 통해 

확인한 human tau의 mRNA 양 *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

(one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test), #P < 0.05, ##P < 

0.01, ###P < 0.001 (Student’s t-test). n.s.: non-significant. Scale 

bar: 200 μm. 
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그림 31. ADLPAPT 쥐에 치료 모델로 HDAC6 inhibitor를 투여했을 때 보

이는 기억력, 시냅스의 회복과 베타-아밀로이드 반점과 microgliosis의 변

화 없음 
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(A-B) HDAC6 inhibitor에 의한 기억력 회복. (A)는 Y-maze test 결과, 

(B)는 contextual fear conditioning test 결과이다 (n= 20/20, 20/16). 

(C-D) Golgi-staining으로 측정한 HDAC6 inhibitor에 의한 시냅스 

spine 개수의 회복. (C)는 대표 사진, (D)는 시냅스의 spine 개수를 정량

한 그래프이다 (n= 3마리에서 21/16, 29/28개의 dendrites). Scale bar: 

5 μm. *P < 0.05 (one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test), #P < 

0.05 (Student’s t-test). (E-G) 4G8 항체를 이용하여 HDAC6 inhibitor

에 의한 베타-아밀로이드 반점의 변화를 면역조직염색으로 확인. (E)는 

대표사진, (F)는 CA1, (G)는 DG의 베타-아밀로이드 반점을 정량화한 그

래프이다 (n=6, 3). n.s. (non-significatn) P > 0.05 (Student’s t-test). 

(H-I) Iba-1을 면역조직염색하여 HDAC6 inhibitor에 의한 microgliosis

의 변화 확인 (H)는 대표사진, (I)는 Iba-1의 형광신호를 정량한 그래프

이다 (n=5/5, 10/6). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (one-way 

ANOVA, Bonferroni post-hoc test). Scale bar: 200 μm. 
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그림 32. ADLPAPT 쥐에 치료 모델로 HDAC6 inhibitor를 투여했을 때 보

이는 tau의 감소 

(A-C) TBS-soluble fraction에서 닷 블롯을 이용하여 HDAC6 억제제에 

의한 tau의 감소 확인 (A)는 대표 사진. (B)는 전체 human tau (*P < 

0.05 (Student’s t-test)), (C)는 전체 tau를 정량한 그래프 이다 (*P < 
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0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (one-way ANOVA, Bonferroni post-

hoc test)) (n=5/6, 6/6). (D-I) Sarkosyl-soluble fraction에서 웨스턴 

블롯을 이용하여 HDAC6 억제제에 의한 tau의 감소 확인. (D)는 대표사진, 

(E)는 전체 human tau, (F)는 전체 tau, (G-I)는 각각 표기된 

phosphorylated tau를 정량한 그래프이다 (n=4/6, 6/5). *P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001 (one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). (J-

N) Sarkosyl-insoluble fraction에서 웨스턴 블롯을 이용하여 HDAC6 억

제제에 의한 tau의 감소 확인. (K)는 전체 tau, (L-N)은 각각 표기된 

phosphorylated tau를 정량한 그래프이다 (n=5,5). *P < 0.05, **P < 

0.01, ***P < 0.001 (Student’s t-test). (O-P) AT180으로 면역조직염

색하여 HDAC6 억제제에 의한 tau의 감소 확인. (O)는 대표사진, (P)는 

AT180 형광신호를 정량한 그래프이다 (n=10, 5). *P < 0.05, **P < 0.01, 

***P < 0.001 (Student’s t-test). Scale bar: 200 μm. 
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그림 33. HT22 세포주에서 HDAC6에 의한 tau의 조절 및 HDAC 

inhibitor에 의한 tau의 프로테아좀으로의 분해 촉진 

HT22 세포주에 EGFP-P301L-tau를 과발현한 뒤, 표기된 시약을 처리

하였다. (A-B) HDAC6 과발현에 의한 tau의 분해 속도 감소 확인. 

CHX(30 μg/ml)를 시간별로 처리하여 tau의 분해 속도를 확인하였다. (A)

는 대표 사진, (B)는 tau의 양을 Ponceau S로 보정하여 정량한 그래프이

다 (n=3). ***P < 0.001 (Linear regression, comparing slope). (C-D) 

HDAC6 inhibitor에 의한 tau의 분해 촉진 확인. HDAC6 inhibitor와 함께 

CHX(30 μg/ml)를 시간별로 처리하였다. (C)는 대표 사진, (D)는 tau의 

양을 Ponceau S로 보정하여 정량한 그래프이다 (n=3). ***P < 0.001 

(Linear regression, comparing slope). (E-F) HDAC6 inhibitor에 의한 
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tau의 프로테아좀으로의 분해 촉진 확인. MG132 (5 μM), NH4Cl (20 

mM) + leupeptin (0.1 mM), bafilomycin (10 nM), 3MA (5 mM)과 

HDAC6 inhibitor를 함께 처리한 뒤, 웨스턴 블롯을 통해 tau가 쌓이는 양

을 관찰하였다. (E)는 대표 사진, (F)는 tau의 양을 β-actin으로 보정한 

정량화 그래프이다 (n=4~5). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

(one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). (G) HDAC6 inhibitor에 

의한 tau의 ubiquitination 증가 확인. MG132 (5 μM)와 HDAC6 

inhibitor를 표기된 농도만큼 처리한 뒤, tau를 면역침강하여 ubiquitin을 

관찰하였다. 
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그림 34. HDAC6 억제제에 의해 tau, Hsc70, Hsp70의 acetylation 증가로 

인한 서로 간의 상호 작용 촉진 

(A-D) HT22 세포주에서 HDAC6 inhibitor에 의한 tau와 Hsc70, Hsp70, 

CHIP의 상호 작용 증가 확인. HT22 세포주에 EGFP-P301L-tau를 과

발현시켜, 이를 면역침강한 뒤 상호작용하는 단백질을 확인하였다. (A)는 

대표 사진, (B-D)는 표기된 상호 작용 단백질의 양을 면역침강된 tau로 

보정한 정량화 그래프이다 (n=3). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 
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(one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test). (E-H) HT22 세포주에

서 HDAC6 inhibitor에 의한 Hsc70, Hsp70, tau의 acetylation 증가 확인. 

HT22 세포주에 EGFP-P301L-tau를 과발현시키고, anti-acetyl-K 

beads로 면역침강한 뒤, 표기된 단백질을 검출하였다. (E)는 대표 사진, 

(F-H)는 input의 양으로 보정하여 각 단백질의 acetylation 양을 정량한 

그래프이다 (n=4). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 (one-way 

ANOVA, Bonferroni post-hoc test). (I-N) 치료 모델의 ADLPAPT 쥐에

서 HDAC6 inhibitor에 의해 tau, Hsc70, Hsp70의 acetylation이 증가하

여 서로의 상호 작용이 증가함을 확인. (I)는 대표 사진, (J-L)은 tau로 

면역침강하여 표기된 단백질과 상호 작용을 분석한 정량화 그래프, (M-O)

은 anti-acetyl-K beads로 면역침강하여 표기된 단백질의 acetylation의 

변화를 정량한 그래프이다 (n=5,4). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

(Student’s t-test). 
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그림 35. Hsc70, Hsp70, CHIP과의 상호작용에 영향을 주는 tau의 

acetylation 자리 규명 

(A-G) HT22 세포주에서 WT-Tau와 P301L-Tau의 K274, K290, 

K321, K353 잔기의 acetylation에 따른 chaperone과의 상호 작용 변화 

확인. HT22 세포주에 4가지 잔기의 acetylation 모방 돌연변이 (4KQ)나 

acetylation 억제 돌연변이 (4KR)를 과발현시켜, 이를 면역침강한 뒤 

chaperone과의 상호작용 변화를 확인하였다. (A)는 대표사진, (B-D)는 

WT-Tau의 acetylation에 따른 chaperone의 상호 작용 변화를 면역침강

된 tau로 보정한 정량화 그래프이다 (n=3). (E-G) P301L-Tau 의 

acetylation에 따른 chaperone의 상호 작용 변화를 면역침강된 tau로 보

정한 정량화 그래프이다 (n=3). *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 

(one-way ANOVA, Bonferroni post-hoc test).  
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그림 36. HDAC6 억제제에 의해 프로테아좀으로의 tau 분해를 통한 인지기

능 회복 기전에 관한 모식도 
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그림 37. c-Fos의 O-GlcNAcylation을 억제하는 것과 HDAC6 억제제에 의

한 acetylation의 회복을 통한 알츠하이머병의 치료 전략과 그 기전에 대한 

모식도 
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고     찰 

 

본 연구를 통해 베타-아미로이드에 의한 c-Fos 의 S56, 57 

자리의 O-GlcNAcylation 증가가 c-Fos 의 안정화와 Bim 의 

전사활성을 증가시켜 세포사멸을 촉진시키는 기전을 규명하였다. 

또한, HDAC6 억제제가 Prx1 의 acetylation 을 증가시킴으로써 

베타-아밀로이드에 의해 유도된 과도한 활성산소와 Ca2+을 

회복시킴으로써 손상되었던 미토콘드리아의 축삭 수송을 

회복시키는 기전도 규명하였으며, tau 와 Hsc70, Hsp70 의 

acetylation 을 증가시켜 tau 의 프로테아좀을 통한 분해를 

촉진시키는 기전도 새롭게 밝혔다. 이러한 결과를 통해 c-Fos O-

GlcNAcylation 의 억제와 HDAC6 의 억제를 통해 단백질의 번역 

후 수식화를 조절하는 것이 tau 를 감소시킬 뿐만 아니라, 인지 

기능도 회복시킬 수 있는 알츠하이머병의 중요한 치료 전략이 될 

수 있음을 제안하는 바이다 (그림 37). 이러한 중요성과 더불어, 본 

연구에서 새롭게 밝힌 점과 한계점 및 다른 연구와의 관련성에 

대해 다음과 같이 각 part 별로 자세히 고찰해보고자 한다. 
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Part 1. 베타-아밀로이드에 의한 c-Fos 의 O-GlcNAcylation 

증가가 신경세포 사멸에 미치는 영향 연구 

본 연구를 통해 c-Fos가 O-GlcNAcylation되는 것을 확인하였

고, c-Fos의 O-GlcNAcylation 자리를 처음으로 규명하였다. c-

Fos의 O-GlcNAcylation 자리는 S56과 S57이며, 베타-아밀로이

드에 의해 OGA와 c-Fos의 상호작용이 감소하여, c-Fos의 O-

GlcNAcylation이 증가한다. 이는 알츠하이머병에서 O-GlcNAc이 

잘못 조절되고 있음을 뒷받침하는 결과이다. c-Fos가 O-

GlcNAcylation 됨으로써 c-Fos 자체의 안정성이 증가하고, 베타-

아밀로이드가 있는 세포 독성 상황일 때, c-Jun과의 결합 증가로 

인해 전사 활성이 증가하여, 아폽토시스를 유도하는 Bim 발현의 증

가, 그 결과 세포 사멸이 촉진된다. 따라서, 베타-아밀로이드에 의

해 유도된 S56, S57의 c-Fos O-GlcNAcylation은 c-Fos의 안정

화와 전사활성을 조절함으로써 세포 사멸을 촉진시키는 기능을 갖

는 것을 알 수 있다 (그림 16). 

본 연구의 결과와 더불어, 알츠하이머병에서의 O-GlcNAcylation

의 역할에 대해 고찰해보고자 한다. O-GlcNAcylation은 

phosphorylation과 비슷하게 단백질의 안정화, 활성 또는 신호 전

달을 조절한다고 보고되어 있다. 이처럼 여러가지 기능을 담당하기 

때문에, 알츠하이머병에서 비정상적으로 조절된 O-GlcNAcylation

은 다음과 같이 단백질의 다양한 기능을 변화시킨다고 보고되어 있

다. 먼저, γ-secretase의 구성 단백질인 Nicastrin의 O-



122 

 

GlcNAcylation을 회복시킴으로써 이 enzyme의 활성이 억제되어, 

베타-아밀로이드의 생성이 감소하였다 (38). 또, tau의 O-

GlcNAcylation은 phosphorylation과 경쟁적으로 작용하는데, 알츠

하이머병에서 tau의 hyperphosphorylation으로 O-GlcNAcylation

이 감소하여 tau의 응집이 촉진된다 (39). 이 외에도, 베타-아밀로

이드에 의해 미토콘드리아의 ATP synthase 5A의 O-

GlcNAcylation이 감소되는데, 그 결과 ATP synthase 5A의 활성

이 감소하여 ATP 생성도 감소하게 된다 (40). 또한, 본 연구를 통

해 베타-아밀로이드에 의한 c-Fos의 O-GlcNAcylation이 c-Fos

의 안정화를 증가시키고, 단백질의 상호작용을 증가시키며, 전사활

성을 증가시킴을 밝혔다. 즉, 알츠하이머병에서도 O-

GlcNAcylation은 단백질의 안정화, 활성, 상호 작용 등을 조절함을 

알 수 있다.  

최근 알츠하이머병 치료 전략으로 OGA를 억제하는 방법이 대두

되고 있다 (32, 35, 40). 앞서 언급한 기존 보고들에 의하면, OGA 

억제제를 사용하여 tau, γ-secretase의 구성 단백질인 Nicastrin, 

ATP synthase 5A의 O-GlcNAcylation을 조절하였을 때, 다음과 

같은 알츠하이머병과 관련된 병변들이 회복되었다 (38-40). Tau의 

O-GlcNAcylation을 증가시키자, 알츠하이머병의 주요 병변인 과인

산화된 tau와 NFT가 감소하였고 (39, 101, 102), Nicastrin의 O-

GlcNAcylation을 증가시켰을 때, γ-secretase 활성의 감소로 인

해 베타-아밀로이드 반점(plaque)이 감소하고, 손상된 기억력도 회
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복되었다 (38, 103, 104). 또, ATP synthase 5A의 O-

GlcNAcylation을 증가시키자, 손상되었던 ATP 생성과 ATPase 

활성이 회복되었다 (40). 이러한 선행 연구들은 OGA를 억제하는 

것이 알츠하이머병의 치료에 긍정적 효과를 가져옴을 보여준다. 

이와 더불어, 알츠하이머병 환자의 뇌에서 전반적인 O-

GlcNAcylation이 감소함을 닷 블롯으로 보여준 보고가 있지만 

(85), 이 방법은 단백질을 크기 별로 구분하지 못한 한계를 가지고 

있다. 반면, SDS-PAGE를 통해 단백질의 크기 별 O-

GlcNAcylation을 분석한 보고가 있는데, 이 보고에 따르면 알츠하

이머병 환자의 뇌에서 70 kDa 이상의 단백질은 O-GlcNAcylation

이 감소하는 경향이 보이지만, 50~60 kDa과 25 kDa의 단백질들은 

오히려 증가한 경향을 보였다고 한다 (34). 또한, 알츠하이머병 환

자의 뇌조직을 이용한 질량 분석 연구에서 O-GlcNAcylation이 증

가된 펩타이드가 O-GlcNAcylation이 감소된 펩타이드보다 더 많

이 관찰되었으며, 3xTg-알츠하이머병 모델 쥐의 뇌를 이용한 질량 

분석 연구에서는 정상 쥐에 비해 더 적은 O-GlcNAcylation된 단

백질이 관찰되었지만, 3xTg-알츠하이머병 모델 쥐에서만 O-

GlcNAcylation이 일어난 단백질도 관찰되었음을 보고하였다 (36, 

37). 이는 알츠하이머병에서 O-GlcNAcylation이 단순히 감소한 

것이 아니라, 잘못 조절되고 있음을 보여주며, 55 kDa인 c-Fos의 

O-GlcNAcylation이 베타-아밀로이드에 의해 증가한 것도 알츠하

이머병의 O-GlcNAcylation의 조절 장애와 일관된 결과라고 생각
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된다. 게다가, 본 연구에서 밝힌 베타-아밀로이드에 의한 c-Fos의 

O-GlcNAcylation의 증가는 OGA와의 상호 작용 감소가 원인이라

는 것과, ATP synthase 5A의 O-GlcNAcylation 감소는 OGT와의 

상호 작용 감소 때문이라는 기존 보고를 통해 (40), 알츠하이머병

에서는 O-GlcNAc을 조절하는 효소 (OGA와 OGT)와 기질 사이의 

상호 작용에 문제가 생겨 O-GlcNAcylation이 잘못 조절되고 있다

고 제안하는 바이다. 

이와 관련하여, 알츠하이머병에서 OGT와 OGA의 기질 특이성이 

비정상적으로 조절되어 O-GlcNAcylation의 변화가 나타났을 수 

있는데, OGT나 OGA가 기질을 인지하는 기전은 다음과 같다. 기질 

자체의 OGT나 OGA 결합 도메인은 아직 밝혀진 바는 없지만, 

OGT의 경우, proline이나 β-branched 아미노산과 같은 잔기 옆

에 O-GlcNAcylation시키는 경우가 많고, TPR 도메인을 통해 기질

을 인지하게 된다고 한다 (105). 이와 일관되게, 본 연구를 통해 

규명한 c-Fos의 O-GlcNAcylation site인 S56과 S57 앞의 55번 

잔기는 β-branched 아미노산 중 하나인 valine이다. 하지만, 이 

외에도 어댑터 단백질을 매개하여 O-GlcNAcylation을 시키기도 

하고, flexible element와 같은 intrinsically disordered region을 

O-GlcNAcylation 시키기도 한다고 알려져 있어, OGT가 기질을 

인지하는 기전은 완전히 specific sequence를 통해서 일어나는 것

은 아닌 것처럼 보인다 (105). OGA 역시 sequence sensitivity보

다는 OGA가 가진 deep groove에 잘 맞는 conformation을 가진 
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기질을 de-O-GlcNAcylation시킨다고 하고, 어댑터 단백질의 영향

도 있을 것으로 보인다고 한다 (105). 베타-아밀로이드에 의해서 

c-Fos와 OGT의 상호작용에는 변화가 없고, OGA와의 상호작용이 

변화하였기 때문에, OGA의 기질 특이성이 비정상적으로 조절되었다

고 생각되는데, 예상되는 기전은 다음과 같다. 몇몇 kinase가 OGT

와 OGA의 활성이나 기질 특이성을 조절한다는 보고가 있는데 

(106, 107), 대표적으로 p38 MAPK가 neuroblastoma 세포에서 

neurofilament H의 O-GlcNAcylation에 영향을 미친다고 한다 

(108). 이러한 현상이 알츠하이머병 상황에서 확인된 바는 없지만, 

알츠하이머병에서 GSK3β, p38 MAPK와 같은 kinase가 비정상적

으로 조절되고 있음이 잘 알려져 있기 때문에 (109, 110), kinase 

활성의 변화가 알츠하이머병에서 보이는 O-GlcNAc 조절 장애에 

영향을 미쳤을 수 있을 것이다. 이러한 맥락에서, 베타-아밀로이드

에 의해 c-Fos와 OGA의 상호 작용이 감소한 기전에 대한 연구가 

더 필요하며, 기질의 O-GlcNAcylation 자체가 O-GlcNAc 조절 

효소와 기질 사이의 상호 작용에 영향을 미치는지도 연구되어야 할 

것이다. 

기존 보고에 따르면 O-GlcNAcylation과 phosphorylation이 경

쟁적이거나 상조적으로 서로 관련되어 있다고 한다 (31). 하지만, 

아직까지 c-Fos의 S56, S57 자리에 phosphorylation이 일어난다

는 보고는 없고, 가까운 곳 중 S32에 phosphorylation이 된다는 

보고가 있는데, 이 자리의 phosphorylation이 S56, S57의 O-
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GlcNAcylation에 영향을 주었을 가능성도 있다. 따라서, c-Fos에

서 O-GlcNAcylation과 phosphorylation 사이의 관련성에 대한 추

가 연구도 필요하다. 

본 연구에서 c-Fos의 S56과 S57 자리의 O-GlcNAcylation은 

c-Fos 자체의 안정성을 증가시킨다는 것을 밝혔다. 단백질의 안정

성과 관련하여 또다른 단백질의 번역 후 수식화로 ubiquitination을 

생각해 볼 수 있는데, O-GlcNAc이 global ubiquitination을 감소시

킨다는 보고가 있고 (111), phosphorylation을 조절하거나, 

deubiquitinase를 조절하여 단백질을 안정화시키는 방향으로 작용

한다는 보고도 있다 (112). 따라서, O-GlcNAcylation에 의한 c-

Fos의 안정화도 이와 비슷한 기전으로 일어났을 것으로 생각된다. 

c-Fos는 E3 ligase인 UBR1에 의해 ubiquitination되어 분해된다

고 알려져 있는데, 이는 S32의 phosphorylation에 의해 저해된다

고 한다 (113). 따라서 S56 그리고/또는 S57의 O-

GlcNAcylation이 S32의 phosphorylation을 촉진시키거나, 아직 

알려지지 않았지만 deubiquitinase와의 상호작용을 증가시켜 

ubiquitination의 감소를 통해 분해를 저해하였을 가능성이 있다. 이 

외에도, c-Fos는 아직 구체적 서열이 밝혀지지 않은 N-말단의 

destabilizer region에 의해 ubiquitin-independent degradation 

된다고도 알려져 있어 (87, 114), c-Fos의 N-terminal 

destabilizer domain에 S56, S57 site가 포함되어 degradation을 

저해시켰을 수도 있다. 또한, 본 연구에서 베타-아밀로이드가 있을 
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때, c-Fos의 O-GlcNAcylation의 증가가 c-Jun과의 상호 작용을 

증가시킴을 확인하였는데, S56과 S57은 c-Fos에서 DNA 결합 자

리 (139-160 아미노산)나 leucine zipper domain (165-193 아

미노산)과 82~108 아미노산 정도의 거리로 멀리 떨어져 있다 

(115). 하지만 S56, S57의 O-GlcNAcylation이 c-Fos의 3차 구

조를 변화시켜, 서로의 상호작용을 증가시켰거나, AP-1 복합체와 

상호작용한다고 알려진 CBP, CRTC1, BAF 복합체와 같은 전사 조

절 인자 (transcriptional co-factor)와의 상호 작용에 영향을 미쳐 

전사조절 복합체의 구성을 촉진시켜 나타난 결과일 가능성을 생각

해 볼 수 있다 (116-118). 그러나, 정확한 기전을 알기 위해서는 

추가 연구가 필요하고, phosphorylated tyrosine을 인지하는 SH2 

도메인처럼, O-GlcNAcylated serine을 인지하는 도메인도 연구되

어야 할 것이다. 또한, 그림 15와 더불어, c-Jun으로 면역침강했을 

때나, AP-1 complex에서 O-GlcNAcylated c-Fos의 증가를 확인

한다면, c-Fos의 O-GlcNAcylation은 c-Jun과의 상호작용 및 전

사 활성을 증가시킨다는 결과를 더욱 뒷받침할 수 있을 것이다. 그

러나 본 연구에서는 c-Fos의 S56, S57의 O-GlcNAcylation을 검

출하는 항체가 없어 확인하지 못하였다. 

단백질의 3D 구조에서 PTM을 모델링할 수 있는 PyMOL, 

Vienna-PTM 2.0, FF-PTM과 같은 프로그램들이 있지만 (119, 

120), 이 프로그램들은 이미 crystalization이나 NMR을 통해 구조

가 밝혀진 도메인으로만 simulation이 가능하다. c-Fos는 138-
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200 아미노산 (DNA 결합자리 + leucine zipper 도메인)에 해당하

는 부분만 구조가 밝혀져 있어, S56, S57에 해당하는 부분은 

simulation이 어려웠다. 따라서, S56, S57이 한 단백질 동시에 O-

GlcNAcylation될 수 있는지, 혹은 각각 따로 O-GlcNAcylation되

어 c-Fos의 기능을 조절하는지에 대한 추가 연구도 필요할 것으로 

생각된다. 

본 연구에서는 알츠하이머병에서 나타나는 O-GlcNAcylation 조

절 장애의 한 예로 c-Fos의 O-GlcNAcylation을 발견하였고, 베

타-아밀로이드에 의해 c-Fos 자체의 안정성과 c-Jun과의 상호 

작용을 조절하여, 전사 활성을 증가시켜, 세포 사멸을 촉진시키는 

기능을 밝혔다. 이 결과는 알츠하이머병의 병인 기전에 O-

GlcNAcylation의 조절 장애가 미치는 영향을 보여주며, O-

GlcNAcylation은 당 대사의 조절을 반영하는 단백질이 번역 후 수

식화이기 때문에, 알츠하이머병에서 잘못 조절된 당 대사와 세포 사

멸 사이의 연관성을 새로이 제시하였다. 또한, 기존의 단순히 O-

GlcNAcylation을 증가시켰던 알츠하이머병 치료 전략보다는 O-

GlcNAcylation을 조절할 수 있는 치료 전략이 더욱 적절할 것임을 

제안하는 바이다. 
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Part 2. HDAC6 저해를 통해 증가된 Peroxiredoxin1의 

acetylation이 알츠하이머병에서 손상된 미토콘드리아의 축삭 

수송을 회복시키는 기전 연구 

본 연구에서는 HDAC6 조절에 의한 Prx1 acetylation이 베타-

아밀로이드와 관련된 알츠하이머병의 병인 기전에 미치는 영향에 

대해 새롭게 규명하였다. 베타-아밀로이드에 의해 Prx1의 K197 

자리의 acetylation이 감소하면, ROS와 Ca2+이 증가하고, 그 결과 

미토콘드리아의 축삭 수송이 망가지는데, HDAC6를 억제함으로써 

Prx1의 acetylation을 증가시키면, 이러한 병리학적 특징들이 회복

된다 (그림 25). Prx1이 HDAC6의 기질이고, 알츠하이머병에서 

HDAC6의 양과 활성이 증가되어 있다는 보고가 있는데 (70), 따라

서 베타-아밀로이드에 의해 과활성된 HDAC6 때문에 Prx1의 

acetylation이 감소되었다고 보여진다. 또, Prx1의 acetylation이 

감소하면 항산화능이 감소하기 때문에 (69), 베타-아밀로이드에 의

해 유도된 과도한 ROS와 Ca2+도 HDAC6의 하위 단계로 생각된다. 

과도한 ROS와 Ca2+에 의해 미토콘드리아의 축삭 수송이 손상된다

는 보고가 있는데 (65, 66), 이를 통해 베타-아밀로이드에 의해 망

가진 축삭 수송이 과활성화된 HDAC6로 인한 Prx1의 acetylation 

감소 때문에 일어난 결과임을 알 수 있다. 선행 연구에서는 

HDAC6 억제제가 베타-아밀로이드에 의해 손상된 축삭 수송을 회

복시킨 이유를 α-tubulin의 acetylation 회복에서 찾고 있는데, α

-tubulin의 acetylation이 증가하면 미세 소관이 더 안정화되고, 수
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송 단백질과 미세 소관의 결합력이 증가하기 때문이다 (51, 75, 

121, 122). α-tubulin은 굉장히 잘 알려진 HDAC6의 기질로써, 

많은 연구자들이 α-tubulin의 acetylation과 축삭 수송에 대해 보

고하고 있다 (51, 75, 123, 124). 여기에, 본 연구를 통해 HDAC6

의 억제가 Prx1 acetylation을 조절하여 ROS와 Ca2+을 조절하고, 

그 결과 미토콘드리아의 축삭 수송을 조절하는 새로운 기전을 제시

하였다. 이 새로운 기전은 ROS와 Ca2+이 알츠하이머병에서 세포 

독성을 일으키는 중요한 병인 요소이기 때문에, HDAC6 억제제로 

이들을 회복시키는 점은 매우 중요한 발견이라고 할 수 있겠다. 

알츠하이머병의 치료로 Prx1 자체보다 Prx1의 acetylation을 조

절하는 것이 더 중요하다. 그 이유는 Prx1이 이미 알츠하이머 환자

의 뇌에서 증가되어 있기 때문인데, 많은 연구자들이 이러한 현상이 

세포의 보호 작용 때문에 일어났다고 추측하고 있으나, 알츠하이머

병 환자의 뇌에서 산화스트레스는 여전히 존재한다 (125, 126). 따

라서, Prx1의 항산화능을 증가시키려면, Prx1의 acetylation을 증가

시켜야 한다. 본 연구에서는 HDAC6의 억제를 통해 Prx1의 

acetylation을 증가시킬 수 있음을 보여주었고, 그 결과 베타-아밀

로이드에 의해 유도된 산화 스트레스가 회복되어 Ca2+와 미토콘드

리아의 축삭 수송도 회복됨을 보여주었다. 이를 통해, Prx1 

acetylation을 조절하는 것이 또 하나의 알츠하이머병 치료 전략이 

될 수 있음을 제안한다. 

선행 연구들에서 HDAC6를 감소시키거나 억제했을 때, 알츠하이
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머병 모델 쥐에서 기억력 손상이 회복되는 것을 보여주었고, 미세 

소관의 안정화에 따른 축삭 수송의 회복이나 오토파지의 회복을 회

복 기전으로 설명하였다 (72-74, 76). 이와 더불어, 본 연구에서는 

ROS, Ca2+과 관련하여 HDAC6 억제를 통해 알츠하이머병에서 손

상된 기억력을 회복시키는 새로운 기전을 제시한다. 알츠하이머병에

서 과도한 ROS는 산화 스트레스를 유도하는데, 이는 신경 세포의 

기능 장애와 베타-아밀로이드 생성에 의한 세포 사멸, 지질의 과산

화, 단백질의 과산화, DNA의 과산화를 통한 유전자 발현 조절 장애

를 불러 일으킨다 (10, 93, 127, 128). 지질의 과산화는 세포막을 

약화시켜서 이온의 불균형과 대사 장애를 초래한다 (129). 또, 산

화 스트레스의 정도와 인지 장애의 정도가 직접적인 관련이 있다는 

보고도 있다 (130). 과도하게 증가된 Ca2+은 calcineurin, calpain

과 같은 효소를 활성화 시켜서 신경 돌기의 위축, 시냅스 가소성 장

애, 세포 사멸을 유도하는 것으로 알려져 있다 (11-14). 또, 알츠

하이머병에서 인지 기능 저하의 증상이 나타나는 시점은 Ca2+-결

합 단백질의 감소가 일어나는 시점과 밀접하게 관련되어 있다고 한

다 (131, 132). 신경 세포는 긴 축삭이 있어 한 쪽으로 치우친 모

습을 보이기 때문에, 세포체와 축삭 말단 사이의 물질 교환은 매우 

중요하여, 축삭 수송의 손상은 신경 세포에 굉장히 해로운 영향을 

미치게 된다. 먼저, 축삭에서 잘못 접힌 단백질의 분해와 신경영양

적 신호 등이 제대로 조절되지 못하게 되고 (51, 53, 54), 특히, 미

토콘드리아가 축삭 말단에 가지 못하면, 에너지를 공급하지 못해 시
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냅스의 기능이 저하된다 (55). 아밀로이드 전구 단백질로부터의 베

타-아밀로이드의 생성 과정은 축삭 수송이 막힘으로써 더 촉진된다

는 보고도 있으며 (56), 과도한 ROS와 Ca2+은 미토콘드리아와 시

냅스 소포의 축삭 수송을 손상시킨다고 한다 (65, 66). 이러한 보고

들은 알츠하이머병의 초기 증상으로 여겨지는 과도한 ROS와 Ca2+ 

및 축삭 수송의 손상이 신경 세포 사멸과 인지 기능 저하에 중요한 

역할을 한다는 것을 시사한다. 따라서, 알츠하이머병을 치료하기 위

해 HDAC6 억제제를 통해 과도한 ROS, Ca2+ 및 축삭 수송의 손상

을 회복시키는 것이 인지 기능 회복에 중요할 것이며, 이러한 병리

적 특징들은 다른 신경퇴행성 질환에서도 공통적으로 발견되는 것

이므로 (11, 51, 133), 또다른 신경퇴행성 질환의 치료 전략으로도 

이용될 수 있을 것이다. 

본 연구에서는 ROS가 Ca2+을 매개하여 미토콘드리아의 축삭 수

송을 조절할 수 있다는 것을 보여주었다. 기존에도 과도한 ROS와 

Ca2+이 미토콘드리아의 축삭 수송을 저해한다는 보고는 있었지만 

(65, 66), ROS가 어떻게 작용하는지는 분명하지 않았다. 본 연구의 

결과는 HDAC6를 억제함으로써 Prx1의 acetylation을 증가시켜 베

타-아밀로이드에 의해 증가된 ROS를 회복시키자, Ca2+의 양도 감

소하여 미토콘드리아의 축삭 수송이 회복됨을 확인하였다. Ca2+이 

미토콘드리아와 수송 단백질을 연결하는 어댑터 단백질인 Miro에 

결합하여 미토콘드리아의 수송을 조절한다는 보고가 있어 (66, 

134), 본 연구를 통해 ROS에 의한 축삭 수송의 손상에는 Ca2+이 
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매우 중요하게 작용한다는 것을 제시하였다. 

ROS에 의해 소포체나 미토콘드리아에서 Ca2+의 방출이 촉진될 

수 있지만, 반대로 과도한 Ca2+에 의해 미토콘드리아가 손상되어 

ROS가 증가된다는 것도 잘 알려져 있다 (11, 93, 135, 136). 실제

로 본 연구에서도 베타-아밀로이드에 의해 유도된 ROS와 Ca2+도 

서로를 조절할 수 있음을 확인하였고 (그림 18-19), 결국 악순환

의 고리가 형성됨을 알 수 있었다. 즉, 이러한 악순환 때문에 알츠

하이머병에서 미토콘드리아의 축삭 수송은 매우 손상되기 쉬운 세

포 내 과정 중 하나임을 알 수 있다. 

알츠하이머병에서는 대부분의 항산화 시스템이 손상되어 있다고 

보고되어 있다. 알츠하이머병 환자의 뇌에서 SOD, Catalase와 GSH 

시스템의 Gpx, GR의 활성이 감소되어 있으며, GSH/GSSG의 비율

도 감소되어 GSH가 산화된 채로 존재한다고 한다 (62). 또한, 알

츠하이머병 환자의 뇌와 AD 동물 모델인 3xTg에서 GSH 양 자체

의 감소도 관찰된다 (63). 또다른 산화 환원 조절 효소인 Grx와 

Trx도 베타-아밀로이드에 의해 지속적으로 산화된 상태로 존재하

게 되며, 특히 Trx1의 양이 감소되어 있다는 보고도 있다 (64). 뿐

만 아니라, 알츠하이머병 환자의 뇌에서 Prx의 양도 비정상적으로 

변화되어 있다고 한다 (126). 본 연구에서는 HDAC6 억제제를 통

해 Prx1만을 조절하여도 베타-아밀로이드에 의해 증가된 ROS의 

회복이 관찰되었는데, 이는 주요 항산화 시스템인 GSH 시스템과 

Trx-Prx 시스템이 모두 알츠하이머병에서 손상되어 있기 때문에, 
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이 중 하나인 Prx1만을 조절하여도 ROS의 회복이 뚜렷하게 관찰

된 것으로 생각된다. 

본 연구를 통해 베타-아밀로이드가 있는 상황에서 HDAC6 억제

제에 의한 Prx1의 acetylation 증가가 ROS와 Ca2+의 회복을 매개

로 하여, 미토콘드리아의 축삭 수송을 회복시키는 새로운 기전을 밝

혔다. 이는 미토콘드리아의 축삭 수송을 조절한다는 측면에서 Prx1

의 새로운 역할을 규명한 것이며, HDAC6가 베타-아밀로이드 유래

의 산화 스트레스와 잘못 조절된 Ca2+ 항상성에도 중요한 역할을 

함을 밝힌 중요한 결과라 할 수 있겠다. 따라서, HDAC6를 억제하

는 것이 알츠하이머병의 적절한 치료 전략일 수 있음을 제안하는 

바이다. 

 

Part 3. HDAC6 저해에 의한 acetylation 의 증가가 tau 

단백질의 감소를 통해 알츠하이머병을 회복시키는 기전 연구 

본 연구에서는 알츠하이머병에서 HDAC6 억제제가 보이는 치료 

효과를 검증하였고, HDAC6가 tau의 분해를 조절하는 기전을 새롭

게 제시하였다. 실제 알츠하이머병 환자와 비슷한 베타-아밀로이드

와 tau의 병변을 모두 보이는 ADLPAPT 쥐에서 HDAC6 억제제는 

손상되었던 기억력의 회복, 시냅스의 회복, 전체적인 tau양의 감소

와 같은 치료 효과를 보였다. 또한, HDAC6 억제제에 의해 Hsp70, 

Hsc70과 tau의 acetylation이 증가하여 서로의 상호 작용이 증가

하고, 그 결과 CHIP과의 결합도 증가하여 tau가 ubiquitination된다. 
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이로 인해, HDAC6 억제에 의한 tau의 프로테아좀으로의 분해가 촉

진됨을 새롭게 밝혔다 (그림 36). 

알츠하이머병의 주요 원인 단백질은 베타-아밀로이드와 tau로 알

려져 있는데 (86), 최근 베타-아밀로이드를 타켓팅한 치료제들이 

임상시험에서 잇따라 실패하고 있고 (82), 축적된 tau의 분포가 알

츠하이머병 환자의 신경 퇴행이 일어나는 부위와 더 밀접한 관련이 

있어서 (79), 베타-아밀로이드의 하위 단계로써 tau 단백질이 알츠

하이머병을 일으키는 중요한 작동인자로 작용할 것이라는 가설이 

대두되고 있다 (Aβ-tau axis) (80, 137, 138). 본 연구에서도 

ADLPAPT 쥐에서 HDAC6 억제제에 의해 베타-아밀로이드 반점은 

유의한 변화는 없었으나, tau는 현저히 감소하였고, 시냅스와 기억력

도 함께 회복되었다. 이 결과를 통해 tau만을 줄이는 것으로도 알츠

하이머병의 치료 효과를 보이는 것을 알 수 있고, tau가 작동인자로 

작용한다는 중요한 단서를 제공한다. 또한, tau를 조절할 수 있는 치

료제의 중요성이 강조되고 있는 가운데 (139, 140), HDAC6 억제

제가 tau를 효과적으로 조절할 수 있는 약물임을 제시한다. 뿐만 아

니라, 기억력의 손상이 나타나기 전과 후에 투여를 시작한 예방 모

델과 치료 모델 모두에서 tau의 감소와 함께 기억력의 회복이 나타

났기 때문에, 알츠하이머병의 어느 단계에 적용해도 치료 효과를 보

일 가능성이 높을 것으로 기대된다. 하지만, 예방모델 (그림 26B)

과 치료모델 (그림 31B)의 contextual fear conditioning 결과를 

비교하였을 때, 손상되었던 기억력 회복의 폭이 예방 모델에서 더 
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큰 결과는 기억력이 손상되기 전에 HDAC6 억제제를 투여하는 것

이 더 효과적임을 예측해 볼 수 있다. 이와 더불어, 베타-아밀로이

드 병변만 가진 2xTg (APPswe/PSEN1dE9) 쥐에서 HDAC6 억

제제에 의해 베타-아밀로이드 반점이 감소함을 보여준 선행 연구는 

HDAC6 억제제가 베타-아밀로이드도 감소시킬 수 있는 능력이 충

분히 있다는 점도 시사한다 (74). ADLPAPT 쥐는 2xTg보다 베타-

아밀로이드 병변의 진행이 훨씬 빠른 모델이기 때문에, ADLPAPT 쥐

에서 베타-아밀로이드 병변의 회복 효과는 잘 보이지 않은 것으로 

생각된다. 

본 연구에서 ADLPAPT 쥐에서 HDAC6 억제제에 의해 tau의 감

소와 함께 시냅스 단백질인 PSD95의 양이 증가하고, 시냅스 spine

의 개수가 회복되며 기억력도 회복됨을 보여주었다. 돌연변이 tau, 

과인산화되거나 잘려서 응집된 tau와 같은 병적인 tau에 의해 시냅

스의 기능 장애가 일어난다는 보고가 많이 있다 (16, 141, 142). 

예를 들어, 병적인 tau는 Fyn과 NMDA receptor를 통한 베타-아

밀로이드의 시냅스 독성을 매개한다는 보고가 있고, 미세소기관을 

손상시켜 이를 통한 미토콘드리아나 시냅스 소포의 수송이 손상되

어 시냅스에 적절히 분포되지 못하게 되거나, 신경전달물질 방출과 

같은 시냅스 소포의 기능을 방해하여 시냅스의 기능 장애를 일으킨

다는 보고가 있다 (23, 142, 143). 또, 2N4R-tau를 과발현시켰을 

때, 기억력 형성에 매우 중요한 단백질인 cAMP response element 

binding protein (CREB)을 비활성화시켜서 기억력을 저하시킨다는 



137 

 

보고도 있다 (144). ADLPAPT 쥐에서 HDAC6 억제제에 의해 시냅

스와 기억력이 회복된 것은 tau의 감소를 통해 이러한 시냅스 독성

이 감소하여 나타난 결과로 생각된다. 이와 더불어, 선행 연구에서 

밝힌 HDAC6 억제제에 의한 다른 회복 효과들 - α-tubulin의 

acetylation 증가에 의한 미세 소관의 안정화로 인한 축삭 수송의 

회복, Prx1의 acetylation이 증가에 의한 산화 스트레스의 감소와 

Ca2+ 항상성의 회복 - 도 ADLPAPT 쥐의 기억력 회복에 기여하였

을 것이다 (75, 145). 또한, 병적인 tau는 미토콘드리아 손상, 세포 

사멸과 같은 세포 독성도 일으키는 것으로 알려져 있는데 (26), 

HDAC6 억제제가 tau를 감소시킴으로써 이러한 세포 독성도 감소

하였을 것으로 예상된다. 

PHF, NFT와 같이 크게 응집된 tau는 주로 오토파지-리소좀 시

스템으로 분해된다고 알려져 있는데 (83), 본 연구를 통해 HDAC6 

억제제에 의해서는 오토파지-리소좀 시스템을 통한 tau의 분해는 

변화가 없고, 프로테아좀을 통한 분해가 촉진되는 것을 확인하였다. 

하지만, HDAC6 억제제에 의해 ADLPAPT 쥐에서 크게 응집된 tau

인 sarkosyl-insoluble tau와 AT8, AT180으로 면역조직염색되는 

tau가 감소하였다. 이는 응집이 더 진행되기 전에 프로테아좀으로 

분해가 촉진되었거나, HDAC6에 의해 조절되는 tau의 acetylation

이 tau의 응집을 저해한다는 보고가 있기 때문에 (78), tau의 응집 

자체가 줄어들어서 결과적으로 크게 응집된 tau도 감소하였을 것으

로 생각된다. 



138 

 

본 연구를 통해 Hsp70과 Hsc70의 acetylation 증가가 이들 단

백질과 tau와의 상호작용을 증가시키는 것을 관찰하였는데, HDAC6 

억제제에 의해 조절되는 acetylation site를 규명하지는 못하였다. 

기존 보고에 따르면, Hsp70이나 Hsc70의 ATPase 도메인 억제제

가 tau의 분해를 촉진시키는데, 이는 ATPase 기능을 억제함으로써 

단백질을 refolding하는 chaperone 기능을 저해하여 기질의 분해가 

증가되는 방향으로 조절하기 때문이라고 한다 (146). 특히, JG-48

과 같은 Hsp70 family의 ATPase 억제제는 NEF가 Hsp70 family

에 미치는 기능을 저해하여, Hsp70과 기질이 잘 분리되지 못해, 결

과적으로 Hsp70과 기질의 상호작용을 증가시킨다는 보고도 있다 

(147). Hsp70의 경우, 질량 분석을 통해 K88, K126, K159, K523, 

K558, K560과 같은 HDAC6에 의해 조절될 것으로 예상되는 site

가 밝혀졌는데, 이 중 K126, K159가 ATPase domain에 속하는 

잔기이다 (148). 이러한 site의 acetylation이 증가되면 SUMO E3 

ligase인 KAP1이 recruiting된다는 보고도 있어 (148), 이들 잔기

의 acetylation 증가에 의해 Hsp70의 ATPase 기능이나 NEF의 

작용이 저해되어 tau와의 상호작용이 증가하고, CHIP이 recruiting

되었을 가능성을 예상해볼 수 있다. 하지만, 정확한 기전은 추가 연

구가 필요하고, Hsc70은 HDAC6에 의해 조절되는 acetylation site

는 아직 보고된 바가 없어, 이러한 site도 밝혀져야 할 것이다. 이 

외에도 Hsp70 complex가 작용할 때, Hsp40 family가 기질의 특이

성을 결정하고, Hsp70 family와 기질의 상호작용 안정화에 중요한 
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역할을 하므로 (149), HDAC6 억제제에 의해 조절받는 Hsp40 

family를 규명하는 추가 연구도 필요할 것으로 생각된다. 

본 연구를 통해 HDAC6 억제제가 Hsc70, Hsp70, tau의 

acetylation을 조절하여 프로테아좀을 통한 tau의 분해를 촉진시켜, 

ADLPAPT 쥐의 모든 응집된 형태의 tau를 감소시키고, 그 결과 시

냅스와 기억력을 회복시키는 기전을 규명하였다. 베타-아밀로이드

나 tau의 병변이 보이는 질병 동물 모델에서 HDAC6 억제제에 의

한 치료 효과는 꾸준히 보고되고 있지만, tau를 감소시키는 기전은 

밝혀진 바가 없었기 때문에, HDAC6가 tau를 조절하는 새로운 기전

은 매우 중요한 결과라 할 수 있다. 또, 기억력이 손상되기 전과 후

에 HDAC6 억제제를 투여한 예방 모델과 치료 모델 모두에서 tau

의 효과적인 감소가 보였고, 최근 알츠하이머병의 치료의 표적으로 

tau가 주목받고 있기 때문에, HDAC6 억제제가 효과적인 알츠하이

머병의 치료제로 작용할 수 있음을 제안하는 바이다. 
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결     론 

 

단백질의 번역 후 수식화는 단백질의 분해, 활성, 다른 단백질과

의 상호 작용 등의 다양한 기능을 조절하며, 병리학적 요인과 환경

에 의해 영향을 받는다. 본 연구에서는 알츠하이머병에서 변화된 번

역 후 수식화 중 O-GlcNAcylation과 acetylation이 알츠하이머병

에 미치는 영향에 대해 규명하였다. 

Part 1에서는 전사 인자인 c-Fos의 O-GlcNAcylation이 베타-

아밀로이드에 의해 증가되는데, 그 결과 c-Fos 자체의 안정화와 

c-Jun과의 상호작용 증가를 통한 전사 활성의 증가로, 세포 사멸을 

유도하는 Bim의 발현을 증가시켜, 세포 사멸이 촉진됨을 확인하였

다. 이 때 일어나는 c-Fos의 O-GlcNAcylation 자리는 S56, S57

임을 처음으로 밝혔다. O-GlcNAcylation은 당 대사를 반영하는 번

역 후 수식화 과정으로써, 위 결과는 알츠하이머병에서 당 대사와 

세포 사멸이 서로 밀접한 관련이 있음을 시사한다. 

Part 2와 3에서는 알츠하이머병에서 과활성화된 것으로 알려진 

HDAC6를 억제하여 acetylation을 증가시켰을 때 알츠하이머병의 

회복 효과가 나타남을 관찰하였다. HDAC6 억제제에 의해 이의 기

질인 Prx1의 acetylation을 증가시켰을 때, 베타-아밀로이드에 의

해 유도된 산화 스트레스와 과도한 Ca2+이 회복되어, 손상되었던 

미토콘드리아의 축삭 수송도 회복되었다. 또, 베타-아밀로이드와 

tau의 병변을 모두 보이는 ADLPAPT 쥐에서 HDAC6 억제제에 의
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해 tau가 감소하여 손상되었던 시냅스와 기억력이 회복되었다. 이 

때, tau와 Hsc70, Hsp70의 acetylation이 증가하였고, 그 결과 서

로 상호작용이 증가하여 tau의 프로테아좀을 통한 분해가 촉진됨을 

밝혔다. 이러한 결과는 HDAC6 억제제가 다양한 단백질의 

acetylation을 조절함으로써 여러 측면의 회복 효과를 나타내며, 특

히 알츠하이머병의 원인 단백질 중 하나인 tau를 조절하는 효과적

인 알츠하이머병의 치료제가 될 수 있음을 시사한다. 

위와 같은 알츠하이머병에서의 O-GlcNAcylation과 

acetylation에 관한 번역 후 수식화 연구를 통해 당 대사와 

알츠하이머병에서의 세포 사멸이 밀접한 관련이 있음을 새롭게 

규명하였고, HDAC6의 기질들의 acetylation에 따른 기능 변화가 

알츠하이머병의 병변을 회복시키는 기전을 밝혔다. 이를 통해 

댠백질의 번역 후 수식화를 조절하는 것이 알츠하이머병의 중요한 

치료 표적이 될 수 있음을 제안하는 바이다. 
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Abstract 

 

The causative factors of Alzheimer’s disease (AD), 

aggregated beta-amyloid (Aβ) and tau, have known to induce 

cellular toxicity which was altered O-linked β-N-acetyl 

glucosamine (O-GlcNAc) and acetylation resulted from 

resulted from disrupted glucose metabolism and upregulated 

histone deacetylase 6 (HDAC6) in the brains of AD patients, 

respectively. However, the precise mechanism how altered O-

GlcNAcylation and acetylation affect AD pathogenesis is poorly 

understood. In this study, we explored the effects of altered O-

GlcNAcylation and acetylation in AD pathophysiology. 

In terms of O-GlcNAcylation, we found that O-GlcNAcylation 

of c-Fos on serine-56 and 57 was increased in AD model mice 

and in Aβ-treated cells. O-GlcNAcylation of c-Fos increased 

its stability and potentiated the transcriptional activity, resulting 

in induction of Bim expression leading to promoting neuronal 

cell death. 

With regard to acetylation, we revealed restoring mechanism of 

AD by elevating acetylation using HDAC6 inhibitor. Increasing 

Acetylation of Peroxiredoxin1 (Prx1) on lysine-197, a 

substrate of HDAC6, by HDAC6 inhibitor recovered oxidative 
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stress, excessive Ca2+ levels and impaired mitochondrial axonal 

transport, sequentially, in Aβ treated cells and 5xFAD. In 

addition, HDAC6 inhibitor promoted proteasomal degradation of 

tau in cells and AD model mice by increasing acetylation of tau, 

Hsc70 and Hsp70, resulting in stronger interaction each other. 

Consequently, tau burden was dramatically reduced and 

synaptic pathology and cognitive impairment were recovered by 

HDAC6 inhibitor in AD model mice. 

Taken together, we demonstrated that the altered PTMs such 

as O-GlcNAcylation and acetylation in AD play important roles 

in AD pathogenesis. Moreover, AD pathologies were recovered 

by restoring altered PTMs in AD. Therefore, modulating PTMs 

of the proteins is a potential therapeutic strategy for AD. 
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