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서 론6 )

사람의 mic2 유전자는 X 및 Y 염색체의 단완 끝에 위

치하는 pseudoautosomal region에 위치하며 , 여성에서

mic2는 X 염색체 불활성화를 보이지 않는다(1-3) . M ic2

책임저자 : 이임순 , 서울대학교 의과대학 병리학교실

110-799, 서울시 종로구 연건동 28 번지

TEL: 02-740-826, FAX: 02-763-6625

에 의해 코딩되는 세포 표면 표지자 CD99는 32-kDa의

막횡단 당단백으로 피질흉선세포 , 골수의 미성숙 림프

구 , 백혈구 계열의 조혈세포 , 췌장의 소도 세포 , 난소의

과립막세포 , 고환의 Sertoli 세포 등에서 다량으로 발현

된다(4) . 세포에서의 CD 99의 발현은 임상병리분야에서

중요한 기준의 하나로 , 최근에 다량의 CD99 발현이 임

파성 림프아구성 임파종 , 급성림프아구성백혈병 등에서

보고된 것을 포함하여 유잉 육종(Ewing s sarcoma), 신

경외배엽성 종양(neuroectodermal tumor)과 같은 몇몇 종

신경모세종의 분화에 따른 인체 CD99의 표현의 증가

최 은 영·이 임 순

서울대학교 의과대학 병리학교실

The increa sed exp ress ion of CD99 in a d iffe ren t iated n eu rob la s toma ce ll line

Eun Young Choi, Lee Im-Soon Lee

Dep artment of Pathology, Seoul National Univers ity College of Medicine, Seoul, Korea

= Abs t r ac t =

Background: The human mic2 gene is a pseudoautosomal gene that encodes a cell surface antigen, CD99. High

levels of CD99 constitute a tumor marker in Ewing s sarcoma (ES). We have recently demonstrated that

CD99-induced apoptosis occurs only in undifferentiated ES cells, not in differentiated ES cells, raising the

possibility of the involvement of CD99 in neural ontogeny . M ethods: To elucidate the relations between the

expression of CD99 and the differentiation of neural cells and the mechanism by which the expression of CD99

is regulated, we analyzed the differential patterns of CD99 expression in SH-SY5Y by treatment of

12-O-tetradecanoyl-13-phorbol acetate (TPA) and retinoic acid. In addition, to explore the transcriptional activity

of CD 99 during neural cell differentiation, SH-SY5Y cells were transiently transfected with a CD99

promoter-driven luciferase construct, and treated with the inducers. Results: In immunoblotting and flow

cytometry , the expression level of CD99 was increased on differentiated SH-SY5Y cells induced by TPA and

retinoic acid. The luciferase activity was elevated by the treatment with TPA, known to mature SH-SY5Y cells

toward a sympathetic neuronal lineage, whereas retinoic acid inducing a sympathetic chromaffin lineage displayed

little effect. Conclusion: The result indicates that CD99 might be expressed only on cells maturing toward a

neuronal lineage among differentiating primitive neuronal cells. In addition, the expression of CD99 seems to be

regulated at the transcriptional level during the differentiation.
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류의 종양의 표지자로 작용한다 (5) . 비록 CD99을 통한

신호전달 경로가 잘 알려져 있지는 않지만 , CD99는 미

성숙 피질 흉선세포의 maturation시 세포간 신호전달 (6),

동질성 세포유착(7) 및 세포자멸사 (8)를 유도하여 세포

막내 단백질 수송 및 T세포 수용체 (TCR)와 MHC 분자

의 발현에 관여함이 보고되었다 (9) . 최근에 CD 99에 의

한 세포자멸사가 미분화 E S세포에서만 일어남을 밝혔다

(10) . 따라서 , 이런 결과는 CD 99가 신경 개체 발생동안

의 어떤 발생 단계에서 세포자멸사를 유발할 뿐 아니라 ,

그 발현이 신경세포 분화의 중요한 역할을 수행하고 있

다는 것을 시사한다(4) .

SH-N -SH를 포함한 사람의 신경모세포종(neurobla-

stoma) 세포주는 높은 단계의 악성 종양에서 유래되었으

며 전형적으로 세 가지의 형태학적으로 다른 세포 군으

로 나누고있으며 이들은 신경모세포 (N -type), 기질유착

상피성세포 (S-type) 및 중간 형태학적 (I-type)세포이다 .

SK -N -SH 세포에서 유래된 N -형 아클론에서 SH -SY5Y

가 가장 많이 연구되어왔다 . 이들 세포는 in vitro에서 여

러 약제에 의해 분화하도록 유도되며 , 결과적으로 , 사용

되는 유도약제에 의존적으로 서로 다른 성숙표현형으로

분화되는데 , 이는 SH -SY5Y 세포가 다능성을 가지고 있

다는 것을 시사한다 . 두 가지의 분명하게 구별되는 표

현형 중 한가지는 phorbolester, 12-O-tetradecanoyl-13-

phorbol acetate (TPA)에 의해 유도되며( 11), 또 다른 표

현형은 retinoic acid에 의해 유도될 수 있다 (12-14) .

SH-SY5Y 세포에 retinoic acid 처리할 경우 성장제한

을 유발하며 , 긴 신경돌기형성 등의 형태학적 성숙이 유

도된다 (13) . 비록 신경세포특이성 enolase(N SE) 활성의

증가 및 GAP43발현이 retinoic acid 처리 세포가 신경세

포로 분화된다는 결론을 지지해주나 , 여러 관찰들을 통

해 이들 세포들이 neuropeptide Y의 발현 억제 및

catecholamine의 합성으로 인하여 교감신경으로 성숙되

지 못한다는 것을 제시하고 있다 (13) . 또한 retinoic acid

처리는 trkB의 발현 (14) 및 사람 태아의 교감신경세포에

서는 발현되지 않으나 부신경절의 chromaffin세포에서

발현되는 뇌 -유래 neurotrophin (BDNF) 수용체를 유도한

다 . 이들 결과는 RA처리한 trkB를 발현하는 세포가

BDFF에 반응하여 교감신경 chromaffin 세포계통을 따라

성숙한다는 것을 제시하고 있다 .

반면 , SH -SY5Y에서 TPA 처리에 의해서 신경돌기형

성이나 성장지연뿐 아니라 신경의 분화에 있어서의 독

특한 징후가 유도된다 . 분화시 나타나는 N SE , GAP43,

노르아드레날린 및 neuropeptide Y의 발현은 TPA처리

SH -SY5Y 세포가 교감신경세포의 분화 계통을 따라 성

숙함을 강하게 시사한다( 15,16) . 혈청첨가 배지 내에서

TPA 처리에 의해 protein kinase C (PKC) 의존 신호전달

을 활성화시키는 것으로 보아 (17), TPA에 의해 유도에

의한 SH-SY5Y 분화과정에서 PKC가 기계적인 관여를

담당하고 있음을 시사해준다 .

면역계와 마찬가지로 신경계 또한 많은 수의 전구세

포들이 만들어진 후 일부의 세포만이 선택되어 신경세

포로 분화된다 . 본 연구는 신경모세종의 하나인 SH-

SY5Y를 TPA와 retinoic acid를 처리하여 분화를 유도하

였을 때 CD99 단백의 표현정도의 변화를 측정하고 이런

CD99 단백의 표현 정도의 변화와 CD 99 promotor의

activity의 관계를 알아보고자 하였다 .

연구 재료 및 방법

1. 조직 배양 및 시약

이 실험에 쓰여진 모든 세포주들은 American Type

Culture Collection (ATCC; Rockville, MD)으로부터 구

입하였고 , 10%의 비활성화시킨 우태혈청을 가한

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)에서 배양

하였다 . Retinoic acid 및 TPA 유도실험을 위하여 , 세포

는 10 M retinoic acid (all-trans: Sigma) 및 16nM의 TPA

를 4일과 7일간 처리하였다 . 실험에 쓰인 항체는 여러

회사로부터 구입하였다 . MHC class I 항체인 W6/32는

이를 분비하는 융합 세포주를 ATCC로부터 구입하여 생

산 , 사용하였다 . 서양고추냉이 과산화효소 (horseradish

peroxidase)가 결합된 염소 항 -마우스 IgG항체는 Zymed

로부터 , FITC (fluorescein isothiocyanate)가 결합된 염소

항 -마우스 IgG 항체는 Dako에서 구입하였다 . CD99 항

체로 사용한 DN 16 및 YG32는 DiNonA Inc, Korea 에서

구입하여 사용하였다 .

2. 면역블로팅

SH -SY5Y세포를 준비하여 PB S로 세척하고 1㎖의 세

포파쇄 완충용액 (50 mM Tris, pH7.5, 0 .5% NP-40, 5

mM EDTA , 150 mM N aCl, 1mM PM SF)으로 파쇄하여

15,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 얻어 4

배 시료 완충액을 가하고 5분동안 중탕 후 , 10% SD S-

PAGE를 시행하였으며 , 니트로셀룰로스 필터에 25 mV
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로 18시간동안 면역블로팅하였다 . 니트로셀룰로스 필터

에 5%(w/v) 탈지유가 포함된 TB ST 완충용액 (Tris-

buffered saline-Tween 20)으로 1시간동안 블로킹 후

DN 16과 YG32의 혼합액을 일차항체로 사용하여 반응시

켰다 . TB ST 완충용액으로 10분간 3회 세척 후 과산화

효소가 결합된 염소 항 -마우스 IgG을 이차항체로 45분

간 반응시켰다 . TB ST 완충용액으로 10분간 3회 세척

후 ECP 키트(Amersham)를 사용하여 O-mat AR 필름

(Kodak)으로 발생 , 현상하였다 .

3 . 면역형광염색과 유세포 분석

특정 세포표면 단백의 발현정도를 조사하기 위하여

간접 면역형광염색과 형광활성 유세포측정기(FACScan,

Becton-Dickinson, Mountain View , CA)를 이용하여 반

응양상을 분석하였다 . 1× 106개의 세포들을 50 ㎕ (세포

배양 상층액 ; 원액 , 복수 ; 1:1000 희석)의 일차 항체로

4℃에서 1 시간 반응시켰다 . 원심분리법에 의해 세포를

PB S로 2회 세척하고 FITC 결합된 염소의 마우스

IgGAM에 대한 항체를 이차 항체로 사용하여 4 에서

30분간 반응시킨 후 2회 세척하였다 . 대조군은 일차항

체를 사용하지 않고 FITC가 결합된 이차 항체만으로 염

색한 세포들을 사용하였다 . FAC Scan을 이용하여 평균

형광강도 (mean fluorescence intensity ; MFI) 및 형광염

색 양성세포 비율을 검사하였다 . 유세포 측정은 총 104

개의 세포를 FAC Scan software(Becton Dickinson)를 이

용하여 list mode로 저장한 후 분석하였다 . 전방 및 측

방 산란을 이용하여 살아있는 세포만을 분리한 후 C30

software(Becton Dickinson)로 분석하였다 .

연 구 결 과

1. S H - S Y 5Y 세포의 분화 유도후 CD 99

발현양상 변화 분석

CD 99 단백은 흉선에서 흉선 세포의 분화 및 말초 T

세포에 중요한 역할을 담당할 뿐 아니라(18) 지금까지의

연구 결과를 토대로 하면 신경계의 초기 발달 단계에서

도 중요한 역할을 담당할 것이라 여겨진다 (4,10) . 신경

모세포종은 분화 유도제인 retinoic acid 나 TPA를 처리

하면 분화가 진행되어 형태적 , 생화학적 , 분자생물학적

변화가 유도되어 세포질 또는 세포 표면에 표현되는 단

백의 표현 정도가 변한다( 16,19,20) . 그러므로 신경계 세

포의 분화 단계에서 CD 99 단백의 표현 정도와 표현을

조절하는 기전을 조사하고자 신경모세포종의 하나인

SH -SY5Y의 분화 유도 정도에 따른 CD 99 단백의 표현

정도를 측정하였다 . SH-SY5Y 세포를 분화유도제

retinoic acid 및 TPA로 4일과 7일간 처리한 후 , CD 99

발현양상의 변화를 면역블로팅으로 확인하였다 .

Retinoic acid 처리 4일 후의 CD 99 단백의 발현양은 대

조군과 거의 비슷하게 나타났으나 양적인 변화를 보이

지 아니하였고 , 처리 7일 후 CD99의 발현양의 증가를

확인할 수 있었다 . TPA를 처리하였을 때 CD 99 단백의

발현양은 retinoic acid 처리하였을 때와 달리 처리 4일

Fig . 1 . W e ste rn blott ing a na lys is fo r huma n C D99 ex pre s s io n in S H-S Y5Y ce lls

a fte r the tre a tme nt of d iffe re nt ia t io n ind uc ing a ge nts . S H-S Y5Y ce lls w e re t re a te d

us ing TPA a nd ret ino ic a c id fo r 4 da ys o r 7da ys , a nd w e re us e d fo r w e ste rn

blott ing to me a s ure ex pre s s io n leve l of C D99 . (T . thymocyte ce ll extra ct , C . DMS O

co nt ro l, RA. re t ino ic a c id (10 uM), TPA. pho rbo l-12-myris ta te -13-a ceta te (16 nM)).
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후에 대조군보다 매우 높은 증가를 보였고 , 처리 7일 후

에는 더욱 발현이 증가하였다 (Fig. 1) . Retinoic acid와

TPA의 처리에 따른 SH-SY5Y의 분화정도는 형태학적

조사를 통하여 확인하였다(data not shown) . 이상의 결과

는 retinoic acid와 TPA의 처리에 의하여 유도된

SH -SY5Y 의 분화에 따라 CD99 단백의 표현 정도가 증

가함을 강력히 시사한다 .

CD 99 단백은 세포 표면에 표현되어 세포간의 상호

작용을 통하여 그의 기능을 유지 또는 신호전달에 기여

한다 . 그러므로 CD99의 세포표면의 표현 정도를 측정하

는 것은 매우 중요한 의미가 있다 . SH -SY5Y의 분화에

따른 CD 99 단백질의 양적 증가가 어느 정도의 세포 표

면 표현 증가를 유도할 수 있는 지를 알아보고자 ,

SH -SY5Y를 7일간 TPA로 처리하고 CD99의 세포표면

에서의 발현양상 변화를 형광활성유세포 측정기(FACS)

를 이용하여 분석하였다 . TPA처리 후 분화가 유도된

SH -SY5Y 세포주에서 CD 99의 세포표면 발현이 증가되

었고 , CD 99의 발현과 밀접한 관계가 있는 것으로 알려

져 있는 세포표면 MHC class I 분자의 발현도 매우 높

게 유발되었다 (Fig. 2) .

2. 신경 모세포종 세포주 S H - S Y 5Y에서

CD 99 pr om ot or의 a cit iv it y와 CD 99의

표현정도의 상관 관계

CD 99 단백의 세포 표현 정도는 신경모세포가 분화됨

에 따라 증가된다 .이러한 결과는 초기 발달에 있어서 신

경계 세포의 분화에 있어서 CD 99가 중요한 역할을 담당

할 수 있슴을 시사한다 . 최근 들어서 CD 99 단백에 대한

promotor의 염기서열 등 , CD99의 기능들도 하나씩 밝혀

지고 있지만 , 세포주간의 CD 99 발현 양상이나 그 발현

양상의 차이가 어느 단계에서 일어나는지를 아직 보고된

바가 없다(2 1) . 분화 과정에서 이루어지는 여러 단백의

표현은 그 단백의 특성에 따라 여러 단계에서 일어날 수

있으므로 , CD99의 표현조절 기전을 이해하기 위하여 우

선 예비 실험으로써 각기 다른 조직으로부터 기원한 다

양한 세포주들에서의 CD99발현 양상을 발현 단계별로

분석하여 보기로 하였다 . 특히 발현의 첫번째 단계인 전

사단계의 중요성을 살펴보고자 , northern analy sis와 함께 ,

전사점으로부터 1654과 + 123을 포함하는 CD 99 pro-

moter에 reporter 유전자인 luciferase가 융합된 플라즈미

드 (p(-1654/+ 123))를 이용하여 , CD99 단백의 표현 정도

와 CD99 promotor의 acitivity와의 상관 관계도 측정하였

다 (fig . 3) . CD 99 단백을 세포외막에 가장 높게 표현하는

것으로 나타난 Jurkat 세포주는 , Western 결과에 나타난

바와 같이 세포내 CD99 생성이 가장 높았으며 , 이는

CD99 전사정도가 어느 세포주보다 높았음에 기인한 것

임을 N orthern data에서 알 수 있었다 . 반면 , CD 99를 낮

게 발현하는 HeLa, IM9, BJAB세포주에서는 CD 99의 전

사정도가 매우 낮게 나타났다 . 또한 , CD99 promoter를

포함한 p(-1654/+ 123)를 이들 세포주들에 transient

transfection 하여 그 activity를 측정한 바 , 측정된 CD99

promotor activity가 매우 높은 연관성을 가지고 N orthern

결과에서 보여진 CD 99 mRNA 전사 정도를 반영하고 있

음을 알 수 있었다 . 신경모세포종에서 기원한 SH -SY5Y

세포주는 CD 99 단백의 표현이 매우 낮고 promotor의

activity도 낮아 HeLa 세포주와 거의 유사하였다 (data not

Fig . 2 . Flow cyto met ric a na lys is of up-re g ula t io n of C D99 a nd MHC c la s s I mo le c ule in

S H-S Y5Y by t re a tme nt of TPA. (s e co nda ry a nt ibody o nly , C D99 expre s s ion in DN16 a ntibody

t re a te d S H-S Y5Y, MHC c la s s I ex pre s s io n in W 6/32 a nt ibody tre a te d S H-S Y5Y).
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shown) . 이러한 결과는 CD99 단백의 다양한 표현은 주

로 전사단계에서 조절되며 , 여러 조직으로부터 유래된

세포들에서 CD99 단백의 표현 정도는 클로닝된 CD 99

promotor 부분의 activity와 비례함을 시사한다 .

분화 유도제에 의한 CD 99 발현 조절 기작 분석 TPA

및 retinoic acid에 의하여 유도되는 SH -SY5Y 세포주의

분화에 따른 CD99 단백의 표현 조절 기전이 전사단계인

지를 조사하기 위하여 p(-1654/+ 123)으로 일시적으로 유

전자 도입하여 , CD 99 프로모터의 전사 활성에 대한

retinoic acid 및 TPA의 영향에 대한 분석을 실시하였다 .

그 결과 TPA에 의해서 SH-SY5Y 세포주의 분화가 이루

어 질 때 CD99 프로모터의 활성이 상향 조절됨을 확인

하였다 . 이 결과는 SH-SY5Y세포를 TPA 처리 시 TPA

가 CD99의 발현을 전사단계에서 조절하여 CD99 단백

의 발현을 증가 시켜 세포의 분화를 유도한다는 것을 시

Fig . 3 . Ana lys is of the C D99 expre s s ion in va rio us ce ll line s . (A) Ex pre s s io n patte rns of e ndoge no us C D99 RNA.
Tota l RNA w a s pre pa re d fro m no nlympho id (2 93 , 293T, a nd He La ) a nd lympho id (BJ AB, IM9 , a nd J urkat ) ce ll
line s , a nd 50 μg of RNA fro m e a c h ce ll line w a s s e pa rate d by e le ctro pho re s is , a nd a na lyz e d . The ex pre s s io n
leve l of g lyce ra lde hyde -3 phos phate de hyd roge na s e (GAP DH) of e a c h ce ll line is s how n in t he low e r pa ne l a s
a n inte rna l co ntro l. (B) Ex pre s s io n patte rn of e ndoge no us C D99 prote in . Ce ll extra ct w a s pre pa re d , a nd 6 0 μg
of tota l prote in w a s s e pa ra te d by S DS PAG E met hod. Fo r t he dete ct io n of C D99 mo le c ule s , t he purifie d fo rm
of DN16 a nt ibody (DiNo nA Inc , Ko re a ) w a s us e d . The expre s s ion leve l of Ca lnex in is s how n a s a n inte rna l
cont ro l in the low e r pa ne l. (C ) The re la t ive a ct iv it ie s of t he re po rte r co nst ruct conta in ing the C D99 pro mote r
re g io n betw e e n -16 54 a nd + 123 , p(16 54/+ 123 )luc . The re la t ive luc ife ra s e a ct iv ity of C D99 pro mote r a ct iv ity in
e a c h ce ll line is s how n a s fo ld induct io n re la t ive to that of the pro mote rle s s luc ife ra s e co nstruct , p(0 )luc . To
norma liz e t ra ns fe ct io n va ria t ion w ith in t he ce ll line s , t he co nstruct co nta in ing the TK pro mote r-d rive n Re nilla
luc ife ra s e (pRLTK) w a s cot ra ns fe cte d , a nd the a ct iv it ie s of fire fly a nd Re nilla luc ife ra s e s a re me a s ure d
s e q ue ntia lly from a s ing le s a mple us ing d ua l- luc ife ra s e re po rte r a s s a y s yste m (P ro me ga ). The me a n va lue s +
S .D. fro m at le a s t mo re t ha n thre e ex pe rime nts a re s how n. The expre s s ion leve l of s urfa ce C D99 mo le c ule s w a s
me a s ure d by FACS a na lys is , a nd is ind ica te d a s t he re la t ive a nt ige n inte ns ity [R.A.I.] in pa re nt he s is a t t he
botto m. The ave ra ge of tw o inde pe nde nt ex pe rime nts is s how n.

Fig . 4 . Effe ct of re t ino ic a c id a nd TPA o n C D99
pro mote r a ct iv ity in S H-S Y5Y. S H-S Y5Y w e re tra ns-
ie nt ly t ra ns fe cte d w ith p (- 1654/+12 3 ). S ubsta nce s
w e re a pplie d 1 da y a fte r t ra ns fe ct io n . Ce lls w e re
co lle cte d fo r luc ife ra s e a s s a y 48 hrs post t ra ns fe ct ion .
The s o lve nt DMS O s e rve d a s a co ntro l. Va lue s
re pre s e nt me a ns of t hre e inde pe nde nt ex pe rime nts .
Ba rs a re + S EM.
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사한다 (Fig. 4) .

고 찰

최근 면역계통과 신경계통체계 사이의 분화적 유사성

을 밝히려는 연구가 활발히 진행되고 있으며 , 그 중 신

경계통 및 흉선세포에 특이적으로 발현되는 신경흉선

항원을 찾기 위한 연구에 많은 노력을 기울이고 있다 .

CD 99 분자는 미성숙 흉선세포에 다량으로 표현되는 흉

선 분화 항원으로서 CD99 항원에 대한 항체를 통하여

자극을 주면 미성숙 흉선세포의 동질성 세포유착과 세

포의 세포자멸사가 유도된다(6-8) . 또한 , CD 99는 호치

킨씨 림프종의 병인에 매우 중요한 역할을 담당하고 (22)

신경세포로의 분화를 보이는 유잉육종 및 신경외배엽성

종양에서 CD99이 강하게 발현되며 , CD 99에 의한 세포

자멸사가 미분화 유잉육종에서만 유발되는 것이 알려졌

다 (10) . 이는 CD 99가 신경세포 분화에 있어서 중요한 역

할을 한다는 것을 시사한다 . 본 연구에서는 CD99 분자

가 신경계의 발달에 있어서 갖는 기능을 알아보고자 미

분화된 신경세포주를 이용하여 신경세포의 분화방법을

확립하고 , 분화시스템을 이용하여 신경분화에 있어서의

CD 99의 발현양상과 CD99 promotor와의 관계를 알아보

고자 하였다 .

신경분화에 있어 CD99의 발현 양상을 연구하기 위하

여 본 연구에서 사용한 세포주는 SH -SY5Y이며 , 이는

신경모세포종(neuroblastoma) 세포주인 SH-N -SH의

noradrenergic subclone으로 가장 많이 연구되어왔다 .

SH -SY5Y세포는 유도약제에 의해 서로 다른 성숙표현형

으로 분화된다 . (23) TPA를 세포에 처리하면 증식을 멈

추고 형태학적으로 분화하게 되는데 , 이때 sympathetic

neuronal differentiation lineage로 분화하는 것이 관찰되

는 반면 , retinoic acid를 처리하였을 때 sympathetic

chromaffin lineage로 분화하는 것이 알려져 있다 . 이에

본 연구에서는 SH -SY5Y세포의 TPA 및 retinoic acid 처

리에 의해 신경세포의 분화단계에 따라 CD99 발현양상

의 변화를 면역블로팅으로 확인하였다 . 1주일간 SH -

SY5Y 세포를 분화유도물질로 처리하였는데 3일 후부터

대표적인 분화의 특징들이 나타나기 시작하였고 , 1주일

뒤에는 세포증식율 감소와 함께 세포돌기 (neutrite) 형성

등 형태학적으로 완전히 분화된 모습을 보였다(data not

shown) . 두 종류의 분화유도제 중 retinoic acid로 처리

할 경우 CD99 단백의 발현양은 약간 증가하는 양상을

보인 반면 , TPA 처리시 4일 후부터 CD99 단백은 매우

높은 발현양상을 나타내었다 . Chromaffin lineage로 분

화시키는 retinoic acid보다 , neuronal differentiation

lineage로 분화시키는 TPA를 처리했을 때 CD99의 발현

이 특이적으로 증진되는 점은 CD 99가 신경세포 분화에

관여한다는 것을 시사하는 결과이다 . 이러한 CD99의

상향조절은 면역블로팅에서 밝혀진 결과이므로 유세포

측정방법을 통하여 발현된 CD99가 세포표면으로 이동

하는지를 분석하였다 . 미성숙 SH-SY5Y세포에서 세포

표면의 발현을 보이지 않는 CD 99 단백은 TPA에 의해

분화되면서 세포표면에서 발현하는 것이 관찰되었고 ,

MHC class I 분자의 세포표면 발현을 유발하였다 . 이

는 , 신경세포에서 CD99 단백이 MHC class I 발현을 조

절 할 가능성을 시사하고 있어 주목할 만하다 .

CD 99 단백의 표현의 정도가 신경모세포종의 하나인

SH -SY5Y가 TPA에 의하여 분화가 유도됨에 따라 증가

되었다 . 이러한 분화에 따른 CD 99단백의 표현 정도의

증가가 CD99 promotor의 작용에 의하여 조절됨을 알아

보기 위하여 luciferase assay를 실시하였다 . 일시 유전자

도입기법을 이용하여 CD99 promotor와 연결된

luciferase construct를 SH-SY5Y에 넣고 TPA를 처리하여

분화를 유도하였을 때 CD 99 promotor 활성의 증가에 의

하여 luciferase의 생산이 증진됨이 확인되었다 . 이는

TPA가 SH-SY5Y의 분화를 유도하였을 때 전사수준에서

작용하여 CD 99 발현을 상향 조절함을 시사한다 .

결론적으로 , 면역세포의 분화 및 발달과정에서 중요

한 역할을 담당하는 CD 99 단백은 신경모세포종의 하나

인 SH-SY5Y 세포주가 TPA에 의하여 분화가 유도되었

을 때 표현정도가 증가되고 동시에 CD 99 promotor의

activity 도 증가한다 . 이러한 결과는 CD 99 단백이 면역

세포에서만 중요한 역할을 담당하는 세포 표면 단백이

아니라 신경세포의 발달과 분화에 중요한 역할을 담당

함을 강력히 시사하고 있다 .
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