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Abstract — Translationally controlled tumor protein (TCTP) activates basophils to release histamine and causes chronic

inflammation. It was also reported that TCTP significantly reduced in brain of Alzheimer’s Disease and Down Syndrome

as compared to normal person, suggesting that TCTP might be involved in cognitive function. We wondered whether TCTP

could act as a general inducer in neurotransmitters release in brain. We, therefore, investigated the role of TCTP in PC12

cell line which expressed neuronal properties. We found that TCTP could activate JNK, and the activity was inhibited by

pretreatment of dicoumarol, a JNK inhibitor. However, TCTP could not activate ERK that has known to be involved in neu-

rotransmitter release. These suggest TCTP did not participate in neurotransmitter release from PC12 cells, and TCTP

might not be a general inducer in neurotransmitter release.
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IgE-dependent histamine releasing factor(HRF)라고도 불리

우는 translationally controlled tumor protein(TCTP)은 후기 알

러지반응 환자의 분비액이나 기관지 폐포세척액 등에서 발견되

며, 후기 알러지반응 동안 호염기구와 비만세포로부터 히스타민

을 유리시키는 것으로 생각되고 있다.1-3) 호염기구에서 TCTP는

특정한 IgE가 존재할 때에만 히스타민을 분비하게 하는 것으로

알려졌으나, 이 후 IgE의 종류, FcεR 존재 유무에 상관없이

TCTP가 염증세포에서 히스타민, IL-4, IL-13 등의 분비를 조절

하는 것이 관찰됨으로써 TCTP가 IgE가 아닌 특이적 수용체에

결합하여 기능할 것이라는 가능성이 제시되었다.4-9) TCTP는 만

성 염증반응이나 알러지성 천식환자에서 호염기구를 활성화시키

고, 호염기구 외에도 후기 알러지 반응에 관여하는 염증세포에

작용하여 다양한 cytokine들을 유리시키기 때문에 후기 알러지

반응에서 중요한 인자로 생각되고 있다.2,10-12) 또한 알러지 반응

에 관여하기 위해서는 intermolecular disulfide bond를 통한

TCTP의 dimerization이 필요하다는 것이 최근 보고되었다.13)

히스타민은 뇌에 고루 분포하는데, 뉴런에 저장되어 있다가 일

정한 자극에 의해 분비되어 신경전달물질로 작용한다. 섬유소 말

단에서 분비된 히스타민은 뉴런뿐 아니라 astrocyte나 혈관에도

작용하며 다양한 히스타민 수용체에 결합한다.14,15) 뇌에는 히스

타민 수용체가 고루 분포하는데 이것은 histaminergic system이

뇌활동을 조절하는 중심부로 작용할 수 있다는 것을 제시한다.

또한 히스타민이 학습이나 기억과 같은 다양한 생리활성을 조절

하는데 관여한다는 것도 알려져 있다.16,17)

TCTP는 다운증후군이나 알쯔하이머 질환을 갖고 있는 환자

의 뇌에서 감소됨이 보고되었는데, 알쯔하이머 질환이나 다운증

후군 환자의 뇌에서는 histaminergic system 또한 손상되어 있

다고 한다.18) 이는 인식, 지각 능력 저하를 보이는 치매와 같은

퇴행성 질환에서의 있어서 TCTP가 관여할 가능성을 제시하여

준다.
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TCTP는 호염기구에 작용하여 세포 내의 칼슘 농도를 변화시

키고, Syk, Akt, MEK, ERK를 인산화시킴으로써 히스타민 분비

를 유발한다는 것이 보고되었다.19) 신경전달물질 분비에 있어서

는 탈분극의 결과로 칼슘이 유입되고 이후 Ras-의존적으로

MAPK/ERK가 활성화된다는 보고가 있다.20) 따라서 TCTP가 신

경세포에 대해서도 신호전달체계를 활성화시킴으로써 신경전달

물질 분비를 유발시키는 작용이 있는지를 알아보고자 하였다. 본

실험에서는 도파민 등의 신경전달물질을 분비한다고 알려진 PC12

세포에 TCTP를 처리했을 때, 신경전달물질 분비에 관련된다고

알려져 있는 세포전달신호들이 활성화되는지를 알아보았다.

실험방법

TCTP의 발현, 분리 및 정제

pET32a(+)/ratTCTP를 E. coli BL21(λDE3)pLysS에 trans-

formation시키고 배양하여 재조합 단백질의 합성을 유도하였다.

배양액은 His · Bind resin을 이용하여 Ni2+과 결합한 His-tagged

TCTP 단백질을 elution buffer(20 mM Tris-HCl pH 8.0,

500 mM NaCl, 60 mM imidazole, pH 7.9)로 용출시켜 수거하였

다. 용액에 첨가되어 있는 imidazole 등의 salt를 제거하기 위해

2 l의 20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA(pH 7.4)에

투석한 후 이를 anion exchange column인 DEAE를 사용해 재

정제하였다. DEAE column은 3차 증류수를 약 5분간 흘려주어

세척한 후 20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA(pH

7.4)을 약 40분간 흘려보내 안정화 시켰다. 앞에서 투석한 단백질

을 column에 loading하고 다시 0~400 mM의 NaCl을 흘려 보내

농도구배별로 1 ml/min씩 sample을 받았다. 이 분획들을 SDS-

PAGE 한 후 coomassie brilliant blue 염색을 해 TCTP가 elution

되는 분획만 선별하였다. 이를 vivaspin(vivascience)을 사용해 버

퍼 조성을 PBS로 치환하면서 농축하였다.

PC12 세포주 배양

PC12 세포주는 10% horse serum, 5% fetal bovine serum

(FBS), 100 units/ml penicillin, 100 units/ml streptomycin을 첨

가한 RPMI 1640 배지에서 배양하였고, 5일에 한번씩 105~106

cells/ml로 분주하였다. PC12 세포를 70~80% 정도 자랄 때까지

배양한 후, poly-L-lysine으로 코팅된 6 well plate에 seeding하

였다. 24시간 후 0.5% FBS가 포함된 RPMI 1640 배지에서 15

시간 serum starvation하였다.

Cell lysis 및 Immunoblotting

Starvation한 PC12 세포를 37oC로 가온한 KRH(125 mM

NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 10 mM HEPES, 1.2 mM

MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 6 mM Glucose, 5 mM NaHCO3)를

이용해 2회 씻어주고 KRH에 0, 20, 40, 80, 160, 200 µg/ml의

농도가 되도록 TCTP를 혼합해서 5분과 20분 처리하였다. 반응

이 끝나면 37oC로 가온한 KRH로 세포를 2회 씻어주고, tyrosine

phosphatase 저해제(1 mM NaF, 2 mM Na3VO4)를 첨가한 lysis

buffer(1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 150 mM NaCl,

1 mM EDTA, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4)를 세포에 가해 얼음에

서 30~60분 동안 방치하였다. 12,000×g로 10분간 원심분리해

서 debris를 제거한 후 얻어진 상등액을 12% SDS-PAGE를 통

해 분리하였고, Western Blotting 하였다.

실험결과

TCTP의 발현, 정제 및 확인

pET32a(+)/ratTCTP가 E. coli BL21(λDE3)pLysS에 trans-

formation되어 안정하게 유도되는지를 coomassie brilliant blue

염색으로 확인해 본 결과 42 kDa 단백질이 과발현됨을 확인할

수 있었다(data not shown). NaCl 농도구배별로 받아진 각 분획

을 15 µl씩 loading하였고, 염색결과 300~390 mM NaCl로

elution된 분획들에서 TCTP를 확인할 수 있었으며(Fig. 1), 300~

390 mM NaCl의 농도구배 구간에서 3개의 단백질 peak이 관찰

되었다(data not shown).

단백질의 분획별 Assay

HPLC상에서 나타나는 3개의 peak 중 활성을 나타내는 peak

이 어떤 것인지 알아보기 위하여 분획 32~39 사이에서 얻어진

TCTP를 PC12 cell에 20분 동안 40 µg/ml로 처리하였다. 이를

이용한 Western blotting 결과 모든 분획에 의해 JNK의 인산화

가 control에 비해 증가하는 것을 볼 수 있었다(Fig. 2). 또한 모

든 분획이 동일한 정도로 JNK를 활성화 시키는 것을 확인 할 수

Fig. 1 − Purification of His-tagged TCTP by DEAE ion exchange

chromatography. Peak fractions obtained by gradient were

stained with coomassie brilliant blue staining. TCTP was

eluted at the NaCl concentration of 300~390 mM. Lane 1,

Eluted protein at 300~310 mM NaCl, fraction 31; Lane 2,

Eluted protein at 310~320 mM NaCl, fraction 32; Lane 3,

Eluted protein at 320~330 mM NaCl, fraction 33; Lane 4,

Eluted protein at 330~340 mM NaCl, fraction 34; Lane 5,

Eluted protein at 340~350 mM NaCl, fraction 35; Lane 6,

Eluted protein at 350~360 mM NaCl, fraction 36; Lane 7,

Eluted protein at 360~370 mM NaCl, fraction 37; Lane 8,

Eluted protein at 370~380 mM NaCl, fraction 38; Lane 8,

Eluted protein at 380~390 mM NaCl, fraction 39.
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있었다. 이후의 실험에서는 NaCl 300~390 mM 사이에서 elution

된 분획을 모두 합하여 사용하였다.

TCTP에 의한 MAPK 활성

PC12 세포를 6 well plate에 12~24시간 동안 배양한 후 0.5%

FBS가 첨가된 RPMI 배지에서 14~16시간 동안 serum

starvation을 하였다. KRH에 0, 20, 40, 80, 160, 200 µg/ml의

농도가 되도록 TCTP를 혼합해서 5분과 20분 동안 37oC에서 반

응시켰다. Western blotting 결과 40 µg/ml TCTP로 20분 동안

자극하였을 때 ERK, JNK, P38의 MAPK 중 JNK의 인산화 정

도가 가장 강하였으며 ERK, P38에서는 아무런 변화가 없었다

(Fig. 3A~D). JNK inhibitor인 dicoumarol(10 µM)로 한 시간 동

안 전처리 한 후 동일한 실험을 진행해 본 결과 TCTP 처리로

인한 JNK 활성이 억제되는 것을 확인할 수 있었고 이로써 처리

한 TCTP에 의해서 JNK가 활성화되었음을 재확인할 수 있었다

(Fig. 3E).

Endotoxin이 signaling에 미치는 영향

Kang 등은 Escherichia coli에 transformation해서 재조합 단백

질을 만들 때 혼입된 bacterial endotoxin에 의해 B cell이

activation될 수 있다는 가능성을 제시하였다.12) 이 외에도

lipopolysaccharide(LPS)에 의해 U937 세포에서는 transcription

factor인 NF-κB가 활성화된다는 보고가 있었다.21) 따라서 앞에

서 살펴본 TCTP에 의한 JNK의 인산화가 단백질에 혼입된

endotoxin의 효과 때문인지를 확인하기 위하여 TCTP cDNA가

들어있지 않은 빈 벡터 pET32a(+)만을 같은 조건에서 induction

하여 PC12 세포에 처리해 보았다(Fig. 4). 실험 결과 TCTP를

처리한 cell에서는 JNK의 인산화를 볼 수 있었으나 빈 벡터 유

래 단백질만을 처리한 세포에서는 JNK에 아무런 변화가 없었다.

이로부터 JNK의 인산화가 혼입된 endotoxin의 효과가 아닌

TCTP 고유의 작용임을 알 수 있었다.

Fig. 2 − All fractions of TCTP induced JNK activation in PC12 cells.

PC12 cells were treated for 20 min with 40 µg/ml of TCTP

(lane 2~8) or left untreated (lane 1). f32, Eluted protein at

310~320 mM NaCl; f33, Eluted protein at 320~330 mM

NaCl; f34, Eluted protein at 330~340 mM NaCl; f35,

Eluted protein at 340~350 mM NaCl; f37, Eluted protein at

360~370 mM NaCl; f38, Eluted protein at 370~380 mM

NaCl; f39, Eluted protein at 380~390 mM NaCl. Cell

lysates (60 µg) were separated, blotted and analyzed using

anti-phospho JNK antibody.

Fig. 3 − TCTP stimulated JNK, not ERK in PC12 cells. PC12 cells were treated as described above. The cells were then washed with KRH

and lysed. The 60 µg of each samples were loaded onto 10% SDS-PAGE gel and analyzed by Western blot. (A) Anti-p-JNK monoclonal

antibody was used. (B) Anti-JNK antibody was used after striping. (C) Anti-p-ERK monoclonal antibody was used. (D) Anti-p-P38

Monoclonal antibody was used. (E) 10 µM of dicoumarol was pretreated for 1 h, and 40 µg/ml TCTP was treated for 20 min. 60 µg

of cell extracts were analyzed by Western blotting with anti-phospho-JNK antibody.
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고 찰

TCTP가 히스타민 외에 다른 신경전달물질 분비에 관여하는

지 알아보기 위해 PC12 세포를 이용하여 MAPK 활성 여부를

알아보았다. MAPK는 serine/threonine kinases로 다양한

cellular target을 가지며, 세포 내에서 일어나는 많은 반응을 조

절하는 주요 인자로 작용한다. 보통 MAPK는 호르몬, 성장인자,

라디칼, mitogens, UV 등 다양한 외부 자극에 의해 활성화 되며,

serine/threonine과 tyrosine 잔기에 인산화가 일어나면 활성화

되면서 핵으로 이동하게 된다. Rosen 등은 PC12 세포에서의

신경전달물질 분비는 탈분극에 의해 칼슘이 유입되고 이를

통해 Ras 의존적 MEK/MAPK 활성화에 기인하다고 보고한 바

있다.20)

PC12 세포에서의 신경전달물질 분비에는 ERK가 관여한다는

보고를 바탕으로22) PC12 세포에 TCTP 처리시 ERK가 활성화

될 것을 기대했으나, 실험결과 JNK만이 활성화됨을 확인할 수

있었다. 이는 신경전달물질 분비에 관여하는 TCTP의 활성형이

알러지 반응에 관여하는 활성형처럼 dimerization된 형태로 작용

하기 때문일 수 있다. 최근 본 실험실에서는 TCTP 전체 단백질

의 경우 dimer를 형성할 수 없으나 NH2-말단이 잘려진 단백질

의 경우 dimer를 형성할 수 있고 알러지 반응에도 관여할 수 있

음을 보고한 바 있다.13) 따라서 신경전달물질 분비에도 dimer 형

태의 단백질이 작용할 가능성이 있다. 또한 TCTP가 히스타민

외에 다른 신경전달물질의 분비에는 관여하지 않을 가능성도 배

제할 수 없다.

TCTP에 의해 분비되는 히스타민과 퇴행성 질환과의 상관 관

계를 규명하는 연구는 활발히 진행되고 있으나 TCTP 자체가 어

떤 메커니즘을 경유하여 신경전달물질을 분비하며 왜 다운 증후

군이나 알쯔하이머 질환을 나타내는 환자의 뇌에서 감소하는지

는 아직 연구가 미흡한 상태로 더 연구해볼 일이다. 또한, 본 실

험에 의하면 TCTP는 뇌에서 히스타민 외에 다른 신경전달물질

분비에는 관여하지 않을 가능성이 있으나 다른 신경세포에 대한

TCTP의 역할은 더 연구가 필요할 것으로 사료된다.

결 론

본 실험은 신경세포의 특성을 지닌 PC12 세포에 TCTP를 처

리함으로써 TCTP가 신경전달물질 분비에 관여하는 신호전달체

계를 활성화시킬 수 있는지를 알아본 것이다. PC12 세포를 이용

한 실험 결과 TCTP는 신경전달물질 분비에 관여하는 것으로 알

려진 ERK를 활성화시키지는 못했다. 따라서, TCTP는 뇌에서

히스타민 외에 다른 신경전달물질 분비에는 관여하지 않을 가능

성이 있다.
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