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1)

서 론

포유 동물의 뇌는 발생 과정의 결정적인 시기에 생식소 스테

로이드 호르몬 분비에 의해 기능적, 구조적인 변화가 나타난다.

에스트로겐은 포유동물에서 중추 신경계의 발생과 분화에 관여

하며, 태아 시기의 신경 형성과 출생 직후 시기의 연접생성

(synaptogenesis) 그리고 성숙기의 연접재형성에 향을 준다
1,

2)
. 포유 동물의 뇌에서 성분화의 조절을 담당하는 유전자를 찾

기 위하여, 출생 직후 에스트로겐을 다량으로 투여한 흰쥐 모델

(estrogen-sterilized rat, ESR)에서 적출한 시상하부의 mRNA

를 이용하여 수행한 differential display PCR(DD-PCR)에 의해

확인된 에스트로겐 의존적 유전자들 중의 하나인 NELL2 유전
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자는 6개의 표피성장인자 유사반복 역(epidermal growth

factor-like repeat domain)을 가지고 있다
3)
. 표피성장인자 유사

역을 가진 신경조직특이단백(neural tissue-specific protein,

nel)은 닭배아에서 최초로 발견되었는데 nel mRNA는 배아 시

기에는 모든 조직에서 발현되지만, 부화 이후에는 뇌에서만 제한

적으로 발현된다
4)
. 인간에서는 NELL1과 NELL2의 nel 유사유

전자가 발견되었고, 이중 NELL2가 닭의 nel과 더욱 유사하며

인간과 흰 쥐 같은 포유류에서 출생 이후에 신경 조직에 특이적

으로 발현된다는 것이 보고되었다
5)
. Oyasu 등

6)
은 NELL2 단백

이 해마, 대뇌피질, 후각망울(olfactory bulb), 시상하부 등의 일

정한 지역에서 신경세포에 특이적으로 발현함으로 신경 기능에

중요한 역할을 한다고 주장하 다. Kim 등
7)
이 흰쥐의 뇌에서

발생 단계에 따른 NELL2 mRNA의 발현 변화를 관찰한 결과,

NELL2 mRNA는 배아 10일 부터 발현되기 시작하여 출생 직

전까지 점진적으로 증가되다가 출생 후 4일 이후에는 급격히 감

소하 으나 생후부터 성체가 되어서까지 비교적 높은 수준으로

유지되는 것을 확인하 다. 이는 NELL2가 성체가 된 이후에도

신경세포의 성숙 및 분화 작용에 관여하기 때문으로 생각된다.

NELL2 mRNA는 배아 12일에 척수, 교뇌, 연수의 뇌실구역 등
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Purpose : Because NELL2 expression is strictly restricted only in neurons in developing and post-

differentiated neural tissues, it is thought to be involved in the neuronal differentiation during de-

velopment and in the maintenance of neuronal physiology in the post-differentiated neurons. In this

study, we examined whether NELL2 is involved in the regulation of cell cycle and apoptosis in the

hippocampal neuroprogenitor HiB5 cells.

Methods : Effects of NELL2 on the cultured HiB5 cell numbers, DNA fragmentation, and proteins

involved in the regulation of the cell cycle were measured.

Results : NELL2 induced a decrease in cell numbers and an increase in G1 phase arrest. Moreover,

transfection of NELL2 resulted in an increase of DNA fragmentation that shows an evidence of

apoptosis. Contents of proteins involved in the regulation of cell cycle were also changed by trans-

fection of NELL2 expression vectors.

Conclusion : This study suggests that NELL2 plays an important role in the regulation of cell cycle

and apoptosis of neurons. (Korean J Pediatr 2006;49:1100-1105)
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주로 분화가 일어나는 부위에 집중적으로 발현하 다. 성체에서

는 띠 덮개(tenia tecta), 배모양 피질(piriform cortex), 해마,

치아이랑(dentate gyrus), 소뇌피질, 불분명핵(ambiguous nu-

cleus), 아래올리브핵(inferior olivary nucleus) 등의 신경조직에

서 높게 발현되었으며 세포적 관점에서도 신경세포에서만 발현

됨을 확인할 수 있었다. 이러한 결과를 종합하여 보았을 때

NELL2는 뇌에서 신경 세포의 분화에 중요한 역할을 할 것이라

는 가설을 세울 수 있다.

신경세포 분화는 일정 수준에서의 세포자멸사가 동반되고, 세

포주기에 있어서는 G1기의 정지가 일어날 때 이루어지는 것으

로 생각된다. 세포가 G1기의 정지가 일어날 것인지 또는 G1기

에서 S기로 이행하여 증식을 할 것인지는 Rb단백의 인산화와

접한 관계가 있다. 정상적으로 저 인산화 Rb 단백은 S기 진

입에 필요한 유전자들의 전사 조절에 중요한 역할을 하는 E2F

전사인자와 결합하여 E2F의 기능을 억제함으로써 세포주기를

G1기에 정지시키며
8, 9)

, cyclin-CDK(cyclin-dependent kinase)

복합체에 의해서 Rb 단백이 인산화 되면 Rb 단백은 G1기 정지

기능을 상실하게 된다. 즉 cyclin D/CDK4 복합체가 Rb 단백을

인산화 시키고, 뒤이어 cyclin E-CDK2 복합체가 계속해서 Rb

단백을 인산화시킴으로써 Rb 단백이 억제하고 있던 E2F가 유리

되어 활성화되면 S기에 필요한 여러 단백질(dihydrofolate re-

ductase, thymidine kinase, cdc6, DNA polα)을 위한 유전자

의 전사를 활성화시키며 G2기 및 M기를 거쳐 세포 분열이 이

루어진다
9, 10)

.

한편 p21, p16 등이 Rb 단백과 E2F의 결합을 조절하여

CDK의 활성을 억제하는 억제인자로 작용한다. 또한 종양 억제

유전자인 p53은 DNA의 손상으로 발현되어 CDK 억제인자인

p21을 증가시킴으로써 세포주기의 진행을 억제한다
11)
. 이 논문

에서는 신경세포 분화에 있어 NELL2가 세포 주기에 어떤 향

을 미치는지에 대해 규명하고자 세포 주기 관련 단백질로 잘 알

려져 있는 Rb 단백, p53 등으로 연구하 다.

대상 및 방법

1. 세포 배양과 전달감염(transfection)

해마 모세포주인 HiB5세포주를 10% 우태아혈청(Gibco BRL,

Gaitherburg, MD, USA), 100 U/mL의 페니실린(Gibco BRL),

100 U/mL의 스트렙토마이신(Gibco BRL)이 포함된 DMEM 배

지를 이용하여 33℃, 5% CO2 배양기에서 배양하 다. 세포를

전달감염하기 하루 전날 6 well plate에 2 mL(1× 10
5
cell/mL)

씩 넣어 배양하 다. 포유동물 발현매개체인 pcDNA zeo3.1에

NELL2, 표피성장인자 유사반복 역 중 3개의 Ca
2＋
을 제거한

돌연변이주(NELL2 △EGF-Ca
2＋
)와 6개의 표피성장인자 유사반

복 역 모두를 제거한 돌연변이주(NELL2 △EGF)를 각각

lipofectamine과 무혈청배양액으로 상온에서 15분간 반응시킨

뒤 세포에 골고루 떨어뜨려주었다. 전달감염 5시간 후 배양액을

제거시킨 뒤 정상 배양액으로 바꾸어 주었다.

2. 세포수 측정

세포를 trypsin-EDTA로 떼어내어 원심 분리한 다음 상층액

을 제거하고 새로운 배양액을 넣어준 후 세포를 잘 풀어 준 다

음 10 µL를 혈구계(Hemacytometer)로 세포수를 계산하 다.

3. DNA 분절검사(fragmentation assay)

먼저 각 well의 상층 액을 15 mL 튜브에 옮겨 두고, well에

부착된 세포는 trypsin-EDTA로 떼어낸 다음 배양액을 2 mL

넣은 후 상층액을 담아 두었던 튜브에 넣었다. 1×10
6
/mL 세포

를 phosphate buffered saline(PBS) 용액으로 2회 원심 세척하

고 상층액을 완전히 제거한 후 여기에 400 µL의 용해 완충액

(lysis buffer, [100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 200 mM Nacl, 5

mM EDTA, 0.2% SDS])과 단백분해효소 K(proteinase K,

100-200 µg/mL)를 같이 넣은 후 56℃에서 하룻밤 배양하 다.

다음날 RNase 20 µL(10 mg/mL)를 넣고 혼합한 후 37℃에

서 1시간 동안 반응시켰다. 여기에 8 M K-acetate 75 µL와

chloroform 400 µL를 넣고 잘 섞어 얼음 위에 10분간 방치한

후에 4℃에서 20분간 원심 침전시켰다. 상층 액에 1 mL의 95

% 알코올을 넣은 후 -20℃에서 하룻밤 배양하 다. 다음날 30

분간 원심 분리한 후 70% 알코올로 2번 씻은 후 건조시키고 적

당량의 DNA rehydration 용액으로 녹 다. 이렇게 추출한

genomic DNA를 ethidium bromide를 포함한 1% agarose gel

에 전기 동시켰다.

4. DNA양 측정

10% 우태아혈청이 첨가된 DMEM 배양액에 1×10
5
cell/mL

로 세포를 부유 시킨 후 PBS (1200 rpm, 5분)로 세척한 다음

70% 알코올 1 mL에 4℃에서 하룻밤 동안 고정시켰다. 다음날

PBS 3 mL을 더 넣고 원심 분리한 후 propidium iodide (PI

400 mg/mL) 50 µL, RNase A(1 mg/mL) 50 µL, Triton X-

100(10%) 1 µL를 넣은 후 상온에서 30분간 반응시켰다. 염색된

시료는 FACScan(Becton-Dickinson, Mountain View, CA,

USA)으로 DNA의 양을 측정하 다.

5. Western blot 분석

전기 동으로 단백질을 분리한 gel은 0.037% SDS, 20%

methanol, 192 mM glycine을 첨가한 25 mM Tris-HCl 완충

용액(pH 8.3)으로 미리 적신 gel과 같은 크기의 nitrocellulose

(NC) 막으로 옮기고 0.05% Tween 20, 150 mM NaCl, 10

mM Tris-HCl 완충용액(pH 7.4-8.0)으로 구성된 Tris-buffer-

ed saline/Tween 20(TBS-T)로 5분씩 세 번 세척한 뒤 비특이

적 흡착 반응을 방지하기위해 blocking reagent(amersham

bioscience)로 1시간 동안 반응시켰다. 항체는 1:2,000으로 희석

하여 1시간 동안 반응시킨 후 enhanced chemiluminescent
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(ECL) western blotting detection reagents(amersham phar-

macia biotech, England)로 막에 부착된 단백을 엑스선 필름상

에 감광하여 확인하 다. 사용한 일차 항체들은 다음과 같다

(E2F-1 : mouse monoclonal, 1:1,000, KH-95 clone, Santa

Cruz Co., USA; Rb: rabbit polyclonal, 1:1,000, M-153, clone,

Santa Cruz Co., USA; P53 : mouse monoclonal, 1:2,000, Do-

1 clone, Santa Cruz Co., USA; Cyclin D: mouse monoclo-

nal, 1:1,000, 32B1-3 clone, Santa Cruz Co., USA; β-tubulin

: mouse monoclonal, 1:20,000, Sigma, USA).

6. 면역세포화학(Immunocytochemisty)

1) 고정

세포를 슬라이드 라스에 떨어뜨린 후 차가운 PBS로 세포

를 씻은 다음에 30분간 2% paraformaldehyde와 0.1% triton

X-100으로 고정하 다.

2) 면역염색

4℃의 PBS로 5분간 2회 씻은 후 슬라이드에 1차 항체를 4℃

에서 1시간 동안 반응시키고, 4℃의 PBS로 5분간 2회 씻는다.

다시 2차 항체를 1시간 동안 반응시킨 후 4℃의 PBS로 5분간 2

회 씻은 다음에 면역현미경으로 관찰하 다.

7. 통계분석

통계적 비교는one-way ANOVA(Bonferroni test)로 하 으

며 통계적 유의성은 P<0.05로 하 다.

결 과

1. HiB5 세포에 대한 NELL2의 효과

pcDNA와 NELL2, NELL2의 EGF domain 중 3개의 Ca
2＋

결합부위를 뺀 돌연변이주(NELL2 △EGF-Ca
2＋
)와 EGF do-

main 6개를 모두 뺀 돌연변이주(NELL2 △EGF)를 각각 전달

감염 시킨 후 배양하 을 때 세포수가 배양 12시간, 24시간, 36

시간, 48시간 후 모두 NELL2가 들어간 군에서 다른 세 군보다

의미가 있게 세포 수가 적었다(Fig. 1).

2. DNA분절검사

HiB5세포에 NELL2를 전달감염시킨 후 배양하여 발생된 세

포자멸사된 세포의 DNA분절 검사상 염색질의 고차구조가 50-

300 Kb로 잘려지고 이어서 핵속핵산분해효소(endonuclease)에

의해서 180-200 bp 크기의 뉴클레오솜(nucleosome)단위로 잘려

진 DNA가 그 크기 간격으로 전기 동 후 사다리 모양의 띠를

형성하 다(Fig. 2).

3. PI 염색에 의한 세포주기 분석

PI 염색으로 DNA 양을 측정하여 세포주기를 확인해 보았다.

세포의 배가 시간을 고려하여 12시간, 24시간, 36시간, 48시간으

로 실험하 다. 12시간과 36시간 사이에 큰 변화는 없었고, 48시

간에는 NELL2를 넣은 군에서 G1가 72.5%로 G1 정지가 증가되

는 것을 확인하 다(Table 1).

4. 세포주기 조절에 관여하는 단백질에 대한 NELL2의
효과

Fig. 3에서 보면 p53, Rb 단백, E2F-1(KH-95)의 발현은

NELL2를 전달감염시킨 군에서 다른 세 군보다 증가하 으나

cyclin D의 발현은 NELL2가 들어간 군에서 다른 세 군보다 감

소하 다.

Fig. 1. Effect of NELL2 on the cultured HiB5 cell numbers.
Cells were transfected with indicated vectors, and cell num-
bers were counted after indicated period of incubation time.
*
P<0.05 and

**
P<0.01(n=6).

Fig. 2. The presence of oligonucleosomal DNA fragmentation
was assessed by agarose gel electrophoresis. NELL2 induces
oligonucleosomal DNA fragmentation in transfected Hib 5
cells.
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5. 면역염색에 의한 p53에 대한 NELL2의 효과

p53의 1차 항체를 처리하지 않은 대조군(Fig. 4A)과 비교한

결과, NELL2를 전달감염시킨 군(Fig. 4C)에서 다른 세 군들 보

다 많은 양의 p53 단백질의 발현이 보 다.

6. 면역염색에 의한 cyclin D에 대한 NELL2의 효과

녹색의 cyclin D와 붉은색의 핵 염색으로 NELL2를 전달감염

시킨 군과 다른 실험 군들을 비교하 다. NELL2를 전달감염시

킨 군(Fig. 5B)에서 녹색의 cyclin D의 발현양이 적음을 확인하

다.

고 찰

HiB5세포는 임신 16일째 쥐 배아의 해마 원기(anlagen)에서

유래한 체외 배양이 가능한 신경 선구세포주이다
12)
. HiB5세포는

32℃에서 미분화 상태로 지속적으로 성장을 하나 비 허용 온도

(쥐의 체온; 39℃)에서는 분열을 멈추고 많은 세포가 세포자멸사

하는데, 이 중에 생존한 세포들은 신경세포로 분화를 한다. 또한

생존한 세포에 혈소판유도성장인자(platelet-derived growth

Fig. 3. Effect of NELL2 on proteins involved in cell cycle
regulation. Western blot analysis of electrophoretically separat-
ed proteins from HiB5 cells transfected with indicated ex-
pression vectors. Total protein(40 µg) was loaded on each lane
for Western blot. The expression of E2F1, Rb, p53 was higher
and that of cyclin D was lower in NELL2 transfected HiB 5
cells.

Fig. 5. Effect of NELL2 on the cyclin D levels. Fluorescent
immunocytochemistry of cyclin D from control and cells trans-
fected with indicated expression vectors. Cyclin D expression
was lower in NELL2 transfected HiB 5 cells.

Fig. 4. Effect of NELL2 on the p53 levels. Fluorescent micro-
photograph of acridine red stained control and cells
transfected with indicated expression vectors. P53 expression
was higher in NELL2 transfected HiB 5 cells.

Table 1. Summary of Flow Cytometry of HiB5 Cells Stained
with Propidium Iodide(PI)

Time
% of cell

G1 S G2/M

2 hr HiB5＋pcDNA 60.8 16.4 20.0

HiB5＋NELL2 58.8 17.0 21.6

HiB5＋NELL2 Δ EGF-Ca
2＋

61.4 17.7 17.1

HiB5＋NELL2 Δ EGF 61.7 18.6 14.9

24 hr HiB5＋pcDNA 65.5 19.6 12.0

HiB5＋NELL2 68.0 17.2 12.3

HiB5＋NELL2 Δ EGF-Ca
2＋

67.8 16.9 13.2

HiB5＋NELL2 Δ EGF 63.0 19.0 13.1

36 hr HiB5＋pcDNA 64.1 17.8 15.6

HiB5＋NELL2 69.0 16.4 12.1

HiB5＋NELL2 Δ EGF-Ca
2＋

63.0 19.3 15.8

HiB5＋NELL2 Δ EGF 59.3 23.0 16.7

48 hr HiB5＋pcDNA 57.2 17.8 22.9

HiB5＋NELL2 72.5 13.1 11.2

HiB5＋NELL2 Δ EGF-Ca
2＋

61.4 17.7 17.1

HiB5＋NELL2 Δ EGF 59.4 23.8 11.2
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factor, PDGF)를 처리하면 신경 세포로의 분화가 매우 항진이

된다
13, 14)

. HiB5세포에 pcDNA, NELL2, NELL2 △EGF-Ca
2＋
,

NELL2 △EGF를 각각 전달감염 시킨 후 배양하 을 때세포수

가 배양 12시간, 24시간, 36시간, 48시간 후 모두 NELL2가 들

어간 군에서 다른 세 군보다 의미가 있게 세포수가 적었다. 이

는 HiB5세포에 NELL2를 전달감염을 시키면 세포 증식이 억제

가 됨을 알 수가 있다. 또한 세포자멸사에 의하여 세포 수가 증

가하지 않는 것을 알기 위하여 DNA 분절검사를 시행하 다. 그

결과 HiB5세포에 NELL2를 전달감염시킨 세포에서 세포자멸사

의 생화학적인 변화로 생기는 DNA 분절을 확인하 다. NELL2

가 신경 세포 분화를 유도한다면, 예정된 세포자멸사와 더불어

G1기의 정지 역시 확인되어야 한다. FACScan를 이용하여

DNA의 양을 측정한 결과 NELL2를 전달감염시킨 군에서 48시

간 지난 시점에서 G1기의 세포비율이 72.5%로 pcDNA를 전달

감염시킨 군의 57.2%보다 증가하 다. 이것은 세포주기에 있어

G1기에 머무르는 시간이 늘어났다고 생각할 수 있다. FACScan

의 경우 20,000개의 세포들을 보통 읽는데, 그 중에서 각 세포

주기의 위치에 있는 세포의 DNA 양을 측정해 %로 나타내기

때문이다. 다세포생물의 세포 수 조절 방법에는 세포 증식, 세포

의 노화, 세포의 죽음이 있고, 세포의 증식은 성장인자에 의해

조절되며 Rb 단백이 관여한다. 저 인산화 Rb는 S주기 진입에

필요한 유전자들의 전사 조절에 중요한 역할을 하는 E2F와 결

합하여 E2F의 기능을 억제함으로써 세포주기를 G1기에 정지시

키는 핵심 물질로 알려져 있다
8, 9)

. 세포 성장과 분열을 조절하는

세포 단백질인 E2F를 대상으로 한 연구에서 세포 분열의 시작

은 E2F 단백이 활성을 나타냄으로써 시작됨을 확인하 다
15)
.

E2F 단백은 E2F-1부터 E2F-6의 6개의 전사인자로 구성되어

있는 세포 주기의 중요 조절자인데 세포 주기의 진행을 통하여

세포 증식을 조절하며 G0, G1기에서의 정체를 통하여 세포분화

를 조절한다. 세포 증식과 세포 분화에 대한 E2F의 상반되는 작

용은 핵안의 다양한 E2F의 양과 종양억제 단백인 Rb 단백과의

복합체를 이루는 능력에 따라서 결정된다. 뇌의 분화와 관련되는

E2F의 발현양상은 심장, 간에서의 발현 양상과 다르다고 보고한

Kusek 등
16)
은 신경 조직에서의 E2F의 발현 양상을 더 자세히

알아보기 위하여 생쥐 뇌의 발달과정에서의 E2F, Rb 단백의 발

현 양상과 배아암종세포주인 P19가 신경분화 할 때의 발현양상

을 비교하 다
17)
. 생쥐의 임신기간이 길어지고 성체가 될수록 점

점 Rb단백의 발현이 증가하며 P19가 신경분화 할수록 Rb 단백

의 발현과 E2F중에서 E2F1(KH-95)이 증가하는 것을 관찰하

다.

또한 성체에서의 Rb 단백의 발현이 높게 유지되는 것은

E2F1(KH-95)의 높은 발현과 상관 관계가 있었으며 E2F1

(KH-95)는 말단 분화된 신경조직에서 전사를 억제하여 더 이상

의 증식을 억제하고 세포자멸사를 유도하 다. 이상의 결과 E2F

는 세포 증식에 없어서는 안되는 중요한 전사인자이나 이 중에

E2F1(KH-95)는 Rb 단백과 같이 신경세포의 분화와 성숙에 중

요한 역할을 한다는 것을 알 수가 있다. NELL2에 의한 Rb 단

백, p53 단백, E2F1(KH-95) 발현을 실험한 결과 Rb 단백, p53

단백의 발현이 NELL2를 전달감염시킨 군에서 증가하 고,

E2F1(KH-95)의 발현 역시 증가됨이 보 다. 또한 p53의 증가

를 면역염색으로도 확인을 하 다. Cyclin D는 CDK4와 복합체

를 이루어 Rb 단백을 인산화시켜 분열촉진물질 반응세포를 S기

로 진행하게 한다
18)
. 본 실험에서는 cyclin D 단백의 발현이

NELL2를 전달감염시킨 군에서 감소하 으며, 면역염색에서

NELL2를 전달감염시킨 군에서 녹색의 cyclin D의 발현양이 적

음을 확인하 다. 이것은 세포주기에서 다음 단계로 넘어가지 못

하고 정지되어 있음을 시사한다.

결과적으로 HiB5 세포에서 NELL2에 의하여 일정 수준에 서

의 세포자멸사가 동반되고 세포 주기에 있어 G1기의 정지가 일

어나며 세포주기를 조절하는 단백질의 변화가 발생함을 확인하

다. 따라서 NELL2가 뇌에서 신경세포 분화에 중요한 역할을

할 걸로 생각된다.

요 약

목 적:신경세포 분화에 있어 NELL2가 세포 주기와 세포자

멸사에 어떤 향을 미치는지를 규명하고자 하 다.

방 법: HiB5 세포에 NELL2를 전달감염시켜 배양하여 세포

수를 측정하 다. 세포자멸사를 분석하기 위해 DNA 분절검사를

시행하 으며 PI염색으로 DNA양을 측정하 다. 세포주기의 조

절에 관여하는 단백질에 대한 NELL2의 효과를 측정하기 위하

여 Western blot과 면역염색을 시행하 다.

결 과: NELL2를 전달감염시킨 군에서 세포수가 의미가 있게

적었고 DNA 분절검사에서 세포자멸사를 확인하 으며 G1 정지

가 증가하 다. Western blot과 면역염색결과 Rb단백, p53,

E2F1(KH-95)이 NELL2를 전달감염시킨 군에서 증가하고 cy-

clin D가 NELL2를 전달감염시킨 군에서 감소하 다.

결 론: HiB5 세포에서 NELL2에 의하여 일정 수준에서의 세

포자멸사가 동반되고 세포 주기에 있어 G1기의 정지가 일어나며

세포주기를 조절하는 단백질의 변화가 발생함을 확인하 다. 따

라서 NELL2가 뇌에서 신경세포 분화에 중요한 역할을 할 걸로

생각된다.
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