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알츠하이머 진단을 위한 당성분에 민감한 초파리 세포기반
ISFET센서개발
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Development of Sugar Sensitive Drosophila Cell based ISFET 
Sensor for Alzheimer’s Disease Diagnosis
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Abstract

In this study a biosensor was developed by using Drosophila cells expressing a gustatory receptor Gr5a and an ion sensitive field effect
transistors (ISFETs) sensor device, which demonstrated significant compatibility with the Drosophila cells expressing Gr5a and their
response to sugar. These results suggested that the newly developed cell based biosensor has a potential as a simple and easy screening
device for Alzheimer’s disease in the future.
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1. 서 론

알츠하이머질병(Alzheimer’s Disease: AD) 은 60세이상인구

의 11%에발병하는퇴행성뇌질환으로노령화와더불어발병이급

속히 증가하고 있으며 삶의 질에 미치는 향과 의료비의 부담 등

경제적인 피해는 지대하다[1-3]. AD 치료법과 약물들은 병의 근본

적인 치료와 예방보다는 병의 진행을 늦추고 증상들을 경감시키는

방법이기 때문에 조기진단을 통하여 환자에게 적절한 치료를 제공

할수있음으로말미암아환자본인의고통을줄이고사회비용의소

모를 경감시킬 수 있음으로 그 필요성과 중요성은 매우 크다. 현재

의 진단법으로 유전자 검사, 뇌척수 검사, PET혹은 MRI등을 이용

하는데이들방법은고비용일뿐아니라침습적이어서환자에게매

우부담이된다[4, 5].

또한현재까지알려진대표적인AD biomarker로서는뇌에서집

적되어 AD발병의 직접적인 원인이 되는 beta amyloid가 있으나

최근 metabolomics 등을 통해 이외의 biomarker 검색 연구가 활

발하다[6]. 본 연구진에서는 비침습적 AD biomarker 검색을 위해

환자의 침(saliva)을 수집한 후 이를 GC-MS로 분석한 결과 뇌 질

환환자에게서특이적으로많이나타나는당성분을찾아내었고이

물질을새로운AD의biomarker로선정하 다.

이에실험적으로특이하게많이발견되는당성분에민감하게반

응하는 세포기반 바이오 센서시스템을 개발하여 값싸고 편리한 방

법으로 AD를 진단할 수 있는 센서를 개발하 다.  이 연구의 새로

운시도는센서물질로살아있는초파리세포를이용한다는점에있

다. 즉이는초파리는후각및미각감각수용체의유전정보가잘알

려져있고, in vivo에서의기능이확인되었으며세포표면에존재하

는 화학감각수용체가 특이한 냄새나 맛에 민감하게 반응하기 때문

에이러한세포를센서물질로사용할때민감도와선택성이최대화

될수있는장점이있고이장점을최대한살릴수있는바이오센서

의개발은매우중요한기술이라고볼수있다. 본연구에서는이초

파리세포를당에민감하게반응하는수용체가세포표면에많이발

현될수있도록유전자를변형하여사용하 다. 포유류세포에비하
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여 곤충세포인 초파리 세포는 실온에서도 안정적인 세포로 실용성

이높아센서에응용가능성이높은장점이있다.

선행기초연구를통해당의일종인 trehalose에세포기반 ISFET

센서가 민감하게 반응하는 것을 확인하 으며 초파리 세포를

ISFET에 올려 세포센서를 만들어 100여명의 환자의 침을 분석하

여AD 질병진단의가능성을평가하 다.

2.  실험 방법

2.1 AD 환자의 침 수집

AD 환자는침을채집하기전4시간이상금식한후방부제인2%

의 sodium azide가 처리된1.7 ml의 소독된 vial에 1ml의 침을 밭

아 담는다. 이 침은 1500 rpm에서 5분간 원심 분리하여 상층액을

분리한 후 새로운 vial 에 넣어 4oC에 보관한다. 장기간 보관 시에

는-80oC에보관한다.

2.2 AD 환자 침의 GC-MS 분석

환자의 침은 1.7 ml 의 vial에 0.5 ml 를 넣고 메탄올 0.5 ml를

넣 어 전 처 리 하 다 . Gas Chromatograph Mass

Spectrometer(GS/MS: HP5890, HP 5972)사용 조건은 칼럼은

30 m(HP-5), inlet 온도는 250℃, column flow는 1.0 ml/min으

로splitless 상태로진행하 다. Mass range는50~600 m/z이며,

사용된 SPME(Solid-phase microextraction) Fiber 65 um

PDMS/DVB (polydimethylsiloxane/divinylbenzene)를 사용하

다. 

2.3 LUSH 단백질 제작

초파리 lush 유전자의 cDNA를 pRSET vector에 클로닝하여

대장균(BL21)에형질전환하 다. 형질전환된균주를3 ml 씩배양

하면서, 37℃, 4 hrs, 200 rpm 조건과 20℃, over-night, 110

rpm 조건에서 단백질 발현을 유도하여 발현이 최적화되는 조건을

측정하 다. 단백질 발현을 유도한 대장균을 buffer A: 20 mM

Tris, 10 mM NaCl(pH8.0) 와 buffer B : 50 mM NaH2PO4,

300 mM NaCl(pH8.0) 를 이용하여 용해하고, SDS-PAGE gel을

통해 단백질 발현을 확인하 다. 발현된 cell pellet을 8M urea

buffer를이용하여Ni-NTA affinity binding test를진행하 고,

binding 하는것을확인하 다. 1 L 대장균배양을통해약24 mg

의단백질을얻어 storage buffer(8 M Urea, 50 mM NaH2PO4,

300 mM NaCl, 250 mM imidazole,10% Glycerol)에보관하 다.

LUSH 단백질은약 14 kDa 크기로, 단백질추출및정제는 인프

런티어의도움을받았다.

2.4 Gr5a 발현 세포주 제작

초파리미각수용체의하나인Gr5a 발현세포주제작은기본적으

로 Drosophila Schneider 2(S2) cells 을 이용한 Drosophila

Expression System(Invitrogen) 방법을 이용하 다[7].

(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/des_ma

n.pdf). Gr5a cDNA를 pAC vector에 클로닝한 후, 클로닝된

plasmid 2 ㎍ 과 hygromycin 저항성을 가진 선택용 vector 인

pCoHygro 200 ng 을serum 이없는Schneider medium(Invitrogen)

에서 poly(ethylenimine)(PEI) 를 사용하여 S2 세포주에 co-

transfection 시켰다. Gr5a 발현 stable cell line은 4일 간격으로

6회 이상 hygromycin 이 포함된 배지에서 배양하여 구축하 다

[8-10].

초파리의중요미각수용체인Gr5a를발현하는초파리유래세포

주를 제작하여 그 자체로는 sugar 감지를 할 수 없는 S2 세포주에

Gr5a 발현 벡터를 도입하여 Gr5a 수용체를 발현하 고 이 세포주

가AD 환자의침에특이적으로반응하는것을평가하 다. 

2.5 ISFET 기반 세포센서제작과 AD 환자 샘플의 센싱

바이오센서에 있어서 가장 중요한 요소인 감지막의 특성을 향상

시킨 물질을 합성하 으며 세포와 반응물질간의 신호를 민감하게

detection 할수있도록새로개발한감지막을이용한 ISFET를제

작하여, 소자의 감도와 안정성에 대한 특성 및 전기적인 특성 분석

을통해소자의 transfer 특성을평가하 다. 세포와반응물질과의

반응은 current-voltage(I-V) curve로 평가하 으며, 고정 반

도체 파라미터 분석기(Hewlett-Packard 4156B) 와 Ag/AgCl 기

준전극을이용하 다. 또한, 모든실험은빛과전기적인잡음을피

하기 위하여 암상자 안에서 실시되었다. 또한, 반응이 직접적으로

일어나는챔버부분은PDMS (polydimethylsiloxane)로제작하

으며크기는1 cm 가량의지름과0.7 cm 가량의높이를갖는다. 

세포와반응물질은액체상태의용액이며각각감지막이있는챔버

에 주입한 후, 충분히 반응이 일어나도록 시간을 두고 측정을

하 다.

3. 결과 및 고찰

3.1 환자의 샘플

알츠하이머 환자 53명, 대조군으로 파킨슨질환 환자 23명, 경

도인식장애 7명, 정상인 12명 총 95명의 환자를 대상으로 침을
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분석하 다.

3.2 환자의 샘플 분석

AD 환자의GC-MS분석대상은아래표와같으며, 유사질병대

조군으로 IPD와 MCI 환자가 선정되었으며, 질병에 대한 대조군으

로건강한사람을선정하여비교분석하 다. AD 환자의침에서나

온성분은다양한화합물이포함되어있었으며, 특히당에서유도되

거나 관련된 성분으로 D-Glucuronic acid, DL-Arabinose,

Sorbitol, Glucose등이검출되었다. 이외에도Arabitol, Pentose,

D-Xylitol, Indole 성분 등은 미량으로 다수 발견되었다.  환자에

게서 검출되는 AD DL-Arabinose가 나타나는 동일한 retention

time에서 carbamic acid와 같이 다른 성분으로 나타나고 있음을

확인하 다.

3.3 당에 민감한 초파리 세포주

초파리 세포주(S2)에 미각수용체 유전자(Gr5a) 발현 벡터를

transfection 하고, 단백질발현을Fig. 1과같이진행하 다. 

3.4 ISFET 기반 세포 센서 제작

바이오센서 개발에 있어서 가장 중요한 요소인 감지막의 특성이

pH buffer solution에서매우안정적임을확인하 다. 

ISFET 바이오센서는게이트절연막을갖는구조로인해소자동

작 시 생체물질의 손상을 막을 수 있다는 장점을 가지며 그로 인해

신호검출을오랜시간모니터할수있기때문에이번실험의센서

로 사용하 다. 또한, 세포와 반응물질간의 신호를 민감하게

detection 할수있도록SiO2 물질을감지막으로사용하 으며, 소

자의 감도와 안정성에 대한 특성 분석을 실시 하 다[11-14].

ISFET의 SiO2 감지막은 Fig. 2에서와 같이 34 mV/pH 나타났다.

SiO2 감지막 표면의 site 들이 상대적으로 작기 때문이라고 해석하

고 있다[14, 15]. 최근 많은 연구에서, 높은 감도와 안정성을 얻기

위하여높은유전상수(Al2O3, Er2O3, HfO2, ZrO2 등)를갖는물질

들이감지막으로연구되고있다. 그럼에도불구하고, 위의물질들에

비해 SiO2는 성장이쉽고계면 특성이우수할뿐만 아니라 생체분

자와의결합이우수하기때문에, 본실험에있어서적합한물질이라

고판단한다.

.

Table  1. Sugar components in saliva from AD patients and
normal persons

Disease Subject
number Lactose DL-

Arabinose Sorbitol Glucose

AD
IPD
MCI

Nomal

53
23
7
12

13
4
1
0

21
5
2
0

9
3
0
0

8
1
1
0

Fig. 1. E-nose system for osmidrosis diagnosis.

Fig. 1. Drosophila cell line establishment expressing chemical
sensing receptor.

Fig. 2. pH sensing properties of ISFET with SiO2 sensing
membrane.

Fig. 3. Drift effect of ISFET with SiO2 sensing membrane.

Number of subject  having sugar components



|46|

J. Sensor Sci. & Tech. Vol. 22, No. 4, 2013 -284-

Jeong-Ok Lim·Joon-Boo Yu·Jae-Young Kwon·Hyung-Gi Byun·Jeung-Soo Huh·Won-Ju Cho

ISFET의 시간에 대한 드리프트 현상은 기준 전류를 1 μA에서 1.7

mV/h로Fig.  3과같이나타났다. 

결과적으로, 우수한 감지특성과 안정성을 갖는 ISFET 바이오센

서를제작하 으며이를통해세포기반의생체인지요소신호를검

출하기위한실험에적용하 다. 

3.5 ISFET기반 세포센서에 의한 trehalose 및 AD 및 정

상군의 침에 대한 반응

Fig. 4는Drosophila의S2 세포와Gr5a을발현한S2 세포를사

용한 trehalose의 반응성을 분석한 결과이며, Gr5a를 발현한 S2

세포에서 상대적으로 큰 반응성을 보 다. 또한, trehalose의 농도

가높아질수록신호의경향이uniform 하게증가하 다.  S2 세포

의경우에도반응이나타나고는있으나아주작게나타나고있으므

로Gr5a의 향이있음을확인할수있다. 

Fig. 5는Gr5a를발현한세포와S2 세포를알츠하이머환자의침

에 대한 반응을 나타난 결과이다. Gr5a를 발현한 cell의 경우 반응

성또한크게나타나는것을볼수있으며, S2 cell은거의반응하지

않고 있다. 따라서 침에 포함된 성분에 반응 하고 있는 것을 알 수

있다. 이결과를바탕으로, 세포와수용체단백질에대한신호검출

에 있어서 ISFET 센서를 적용할 수 있으며 나아가 질병의

chemical marker를측정하는데활용할수있음을기대할수있다.

4. 결론

알츠하이머 환자의 침을 GC-MS로 분석한 결과 다양한 종류의

당성분이 정상군에 비하여 환자군에서 많이 검출됨을 발견하 다.

이에당에민감한미각수용체를초파리세포표면에많이발현할수

있도록세포를유전자변형시켜이세포가당에대하여민감하게반

응할수있는지를표준당즉trehalose로검토하여확인하 다. 나

아가알츠하이머환자와정상군및대조군의침을이용하여세포의

센싱능력을평가하 다. 실제로세포를이용한센서를구성하기위

해 ISFET센서에 세포를 고정화하는 시스템을 제작하 고 이렇게

개발된 세포기반 바이오센서로 침을 이용하여 실험한 결과 유전자

변형된초파리세포는알츠하이머질병을가진환자와정상인을구

별할수있는센싱기능이있는것으로나타났다. 본연구를통하여

알츠하이머 환자의 새로운 바이오 마커로써 당성분이 검색되었고

이에당에민감한초파리세포주를만들어반도체센서와집적시스

템을만들어세포센서를개발하 다. 환자의침을이용한실험에서

이세포센서는알츠하이머환자와정상군을구분할수있는것으로

나타나screening device로서의활용가능성을보여주었다. 이러한

당성분이 선택성과 민감도를 가진 바이오 마커로서 확립되기 위해

서는 다양한 대조군을 이용한 추가적인 측정과 검증이 필요하다고

본다.
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