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프리온 병원체에 감염된 마우스 해마부위에서 Malondialdehyde 및 
Hydroxynonenal에 의해 수식된 단백질들의 침착 
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Prion diseases, also termed transmissible spongiform encephalopathies (TSEs), are rare and fatal neurodegenerative 
conditions that affect both humans and animals. Although there is increased evidence that oxidative stress plays an 
important role in the pathogenesis of these diseases, the direct relationship between an accumulation of abnormal prion 
protein (PrPSc) and the occurrence of oxidative stress has not been studied. In the present study, we have investigated the 
cellular localization of proteins modified by lipid peroxidation end products and its correlation with PrPSc accumulation in 
the brain of mice infected with the ME7 prion strain. Intense immunostaining of malondialdehyde (MDA)- and 
hydroxynonenal (HNE)-modified proteins were observed in the hippocampus of prion-infected mice. In serial section 
study, we found that these immunoreactivities were co-localized with glial fibrillary acidic protein (GFAP)-positive 
astrocytes as well as with PrPSc. These results clearly indicate that the heightened oxidative stress in the form of lipid 
peroxidation is closely associated with PrPSc accumulation in astrocytes of prion-infected mice. 
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서  론 

 
프리온 질환 (prion diseases)은 전염성 해면상 뇌증 

(transmissible spongiform encephalopathies; TSEs)이라고도 
하고, 사람 및 동물의 중추신경계에 유발되는 만성 퇴

행성 신경질환의 일종이다. 사람에서 발병하는 크로이

쳐펠트 야콥병 (Creutzfeldt-Jakob disease; CJD) 및 쿠루 

(kuru), 양에서 발병하는 스크래피 (scrapie) 및 소의 광우

병 (bovine spongiform encephalopathies; BSE, 일명 mad 
cow diseases)이 그 대표적인 질환이다 (17). 질병에 걸린 
뇌의 신경병리학적인 병변으로는 전반적인 신경세포의 
소실에 의한 해면모양 (spongiform)의 특징과 함께 별아

교세포 비대증 (astrocytosis)을 나타내고, 일부의 경우 비
정상적인 프리온 단백 (PrPSc)으로 이루어진 아밀로이드 
플라크가 뇌조직에 침착하는 것이 그 특징이다 (17). 이
들 질환은 전염성이 강하고 한 번 발병하면 치료가 불가

능한 치명적인 질환이다. 
질환을 유발하는 프리온 병원체는 핵산이 없는 전염성 

입자이고, 단지 구조가 변형된 프리온 단백질 (PrP)로만 
이루어진 것으로 생각되고 있다 (2). 정상 세포에 존재하
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는 프리온 단백 (cellular PrP; PrPC)은 30~35 kDa의 나선

구조 (α-helical)를 가진 단백질이지만, 프리온 단백을 암
호화하는 유전자의 돌연변이에 의해서, 또는 외부에서 
유입된 비정상적인 감염성 프리온 단백 (PrPSc)과 접촉하

는 것에 의해 나선이 풀려 (unfolding) β-sheet로 형태가 
변환되면서 단백질 분해효소 (proteinase K)에 저항성을 
가지는 비정상적인 PrPSc로 변형된다는 것이다 (16). 이 
PrPSc는 전염성뿐만 아니라 증식성을 나타내어 결국에는 
주위의 신경세포를 선택적으로 사멸시켜 질병을 일으키

게 되는 것으로 알려져 있다. 그러나 아직까지 PrPSc가 
어떠한 경로 또는 기전을 통해서 직접적인 신경세포 소
실을 유발하는지는 정확하게 밝혀져 있지 않다. 

최근 프리온 질환의 신경세포 소실에 대한 산화적 스
트레스 (oxidative stress)의 병인적 역할에 대해 활발한 연
구가 진행되고 있다. 프리온 병원체에 감염된 동물의 뇌
조직에서 항산화효소의 일종인 Mn-superoxide dismutase 
(Mn-SOD)의 활성저하와 그에 따른 미토콘드리아의 기

능부전이 보고되었고 (4,14), 산화적 스트레스에 의한 지
질과산화 (lipid peroxidation) 반응의 최종산물인 malon- 
dialdehyde (MDA) 및 hydroxynonenal (HNE)의 양이 증가

하였음이 보고되었다 (13,24,26). 또한 마우스 뇌조직 및 
배양 별아교세포 (astrocytes)에서 프리온 병원체에 의해 
산화적 스트레스의 표지인자 (marker)인 heme oxygenase-1 
(HO-1)의 유전자 발현이 증가 또는 유도됨이 보고되었다 
(6,19). 이외에 산화적 스트레스를 유발하는 활성산소종 
(reactive oxygen species; ROS)의 생성량을 분석하였을 때, 
대조군과 비교해서 프리온 병원체에 감염된 뇌조직에서 
그 생성량이 현저하게 증가하였음이 보고되었다 (12,14). 
이상의 보고들에서 프리온 질환의 발병기전에 산화적 스
트레스가 밀접하게 관련되어 있음을 알 수 있다. 이들 보
고들은 생화학적 또는 분자생물학적 분석방법에 의한 정
량분석의 결과를 보여주고 있고, 면역염색방법을 사용한 
최근의 논문 (1)에서도 병원성 프리온 단백의 축적과의 
관련성은 확인되지 않았다. 

산화적 스트레스의 중요성은 그에 의해 체내의 단백질, 
지질, 핵산과 같은 체내 분자들이 손상을 받게 되고, 손
상 받은 분자들의 기능부전을 유발한다는 것이다 (9). 프
리온 질환의 병리학적인 특징 중 한 가지는 별아교세포

에 비정상 프리온 단백이 축적한다는 것이다. 따라서 본 
연구에서는 ME7 프리온 병원체에 의해 감염되었을 때 
가장 손상받기 쉬운 뇌부위인 해마 (hippocampus)부위를 

중심으로, 산화적 스트레스의 표지인자인 지질과산화 산
물 (MDA, HNE)에 의해 수식된 단백질의 분포와 별아교

세포에서의 비정상 프리온 단백의 축적을 면역조직화학

적 방법을 이용하여 분석함으로써 프리온 병원체와 산화

적 스트레스 사이의 보다 직접적인 연관성을 구명하고자 
하였다. 

 
재료 및 방법 

1. 실험동물 및 프리온 strain 

실험동물로는 생후 6~8주령의 수컷 C57BL/6J 마우스

를 사용하였고, 양의 scrapie에서 분리된 ME7 프리온 
strain은 영국 Neuropathogenesis Unit의 Dr. Alan Dickinson
으로부터 제공받아 한림대학교 일송생명과학연구소에서

C57BL/6J 마우스에서 계대 배양하여 사용하였다. 사용된 

동물실험 프로토콜은 한림대학교 실험동물윤리위원회의 
승인을 받아서 수행하였다. 

2. 프리온 병원체 감염 

계대 배양에서 ME7 프리온 strain에 감염된 C57BL/6J 
마우스 중 150일을 전후하여 병적증세가 나타나면 뇌를 
적출하여, 뇌조직의 1/2은 10% 중성 formalin에 고정한 
후 병리소견상 해면상 뇌증 (spongiform encephalopathy)
이 나타난 것을 확인한 후, 나머지 1/2의 뇌조직을 Ten 
Broeck tissue homogenizer (Wheaton, Millville, NJ, USA)를 
이용하여 인산완충용액 (phosphate-buffered saline; PBS, 
pH 7.4)으로 1% 균질액을 만들었다. 프리온 병원체 감염

군은 마우스를 전신마취 (sodium pentobarbital, 50 mg/kg 
body weight)한 후, stereotaxic apparatus (Stoelting, Wood 
Dale, IL, USA)를 이용한 microinjection 방법으로 상기에

서 제조한 1% 균질액을 30 µl씩 대뇌피질에 감염시켰다. 
대조군은 동일한 방법으로 정상 C57BL/6J 마우스의 1% 
뇌조직 균질액을 동량 주입하였다. ME7 프리온 strain 감
염 이후 운동실조 및 보행장애 등과 같은 병적증상이 나
타나고 이러한 증상이 2주 이상 지속되는 150일을 전후

하여 대조군 및 감염군의 동물을 희생시켜 본 실험에 
사용하였다. 

3. 항 체 

HNE- 및 MDA-modified 단백질에 대한 마우스 단클론 
항체는 일본 나고야대학의 Dr. Koji Uchida로부터 제공받
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아 사용하였다 (20,25). PrP에 대한 항체로서 래빗 다클

론-ME7 항체는 미국의 New York State Institute for Basic 
Research의 Dr. Kascsak으로 제공받았다 (10). 별아교세포

의 glial fibrillary acidic protein (GFAP)에 특이적인 래빗 다
클론-GFAP 항체는 Dako (Glostrup, Denmark)사의 제품을 
사용하였다. 

4. 뇌조직의 신경병리학적 관찰 

대조군 및 감염군의 일부는 4% paraformaldehyde를 사
용하여 심장을 통해 관류 고정시킨 후, 탈수과정을 거쳐 
paraffin에 포매하였다. 그 후 rotary microtome (Reichert-
Jung, Heidelberg, Germany)으로 6 µm 두께로 절편을 제작

하고, Hematoxylin-Eosin 및 Bodian과 periodic-acid Schiff 
(PAS) 이중염색 방법으로 염색하여 광학 현미경 (Carl 
Zeiss, Oberkochen, Germany)으로 해면상 퇴화 (spongiform 
encephalopathy)를 확인하였다. 

5. 면역조직화학적 염색 

상기의 관류 고정한 뇌조직의 일부는 면역조직화학적 
염색을 위해서 polyester wax (Polyscience, Philadelphia, PA, 
USA)에 포매하여 절편을 제작하였다. 염색방법은 이전

의 보고 (11)에서 사용한 것과 동일하고, ABC kit (Vector 
Laboratories, Burlingame, CA, USA)를 이용한 avidin-biotin-
enzyme complex (ABC) 방법을 개량하여 실시하였다. 조
직절편을 xylene 처리를 통해 wax를 제거하고 일련의 
ethanol 용액을 사용하여 rehydration시켰다. 내인성 pero- 
xidase 활성을 억제하기 위해서 1.4% H2O2/methanol 용액

에 15분간 처리하였고, 이후 항체의 투과성을 높이기 
위해 0.05% Triton X-100 용액에 15분간 침지한 후 PBS
로 세척하였다. HNE-modified 단백질 및 MDA-modified 
단백질의 염색을 위해서, 먼저 10% horse serum/PBS으

로 실온에서 1시간 동안 blocking한 이후, HNE-modified 
단백질 및 MDA-modified 단백질에 대한 항체를 각각 
1:200으로 희석하여 4℃에서 14시간 동안 반응시켰다. 
이후 biotinylated anti-mouse IgG (1:50)를 반응시킨 후 
avidin-biotin peroxidase complex를 실온에서 2시간 처리하

고, 3',3'-diaminobenzidine (DAB)/H2O2 용액으로 1~5분간 
발색시켰다. 이후 hematoxylin을 염색하였다. 

HNE- 및 MDA-modified 단백질이 검출되는 세포의 확
인 및 PrPSc의 축적과의 관련성을 알아보기 위해서 3 µm
의 연속절편을 사용하였고, GFAP 항체 및 ME7 PrP 항체

로 면역염색을 수행하였다. PrPSc 염색을 위해서는 1차 
항체를 처리하기 전에 실온에서 7분간 proteinase K (10 
µg/ml)를 전처리하여 PrPC를 제거한 후 실시하였고, 이후

의 면역염색과정은 앞에서 서술한 것과 마찬가지로 ABC 
kit를 이용하였다. 

 
결  과 

 
대조군 및 감염군의 뇌조직에서 HNE- 및 MDA-

modified 단백질에 대한 면역염색 및 연속절편 염색결과

를 Fig. 1에 나타내었다. 대조군의 경우 HNE- 및 MDA-
modified 단백질의 면역반응성은 검출되지 않은 반면 (Fig. 
1A, E). 감염군의 경우 다수의 공포 (vacuolation)와 함께 
강한 면역반응성이 검출되었다 (Fig. 1C, G). 이들의 면역

반응성은 세포의 형태를 기준으로 보았을 때 다수의 별
아교세포와 일부 신경세포에서 검출된 것으로 판단되었

다. 이를 확인하고자, 연속절편을 사용해서 별아교세포에 
특이적인 GFAP에 대한 항체로 면역염색을 실시하였다. 
Fig. 1D와 H에 나타내었듯이 감염군에서 강한 GFAP-면
역반응성이 검출됨으로써 별아교세포의 활성화가 관찰되

었다. 이들의 면역반응성을 HNE- 및 MDA-modified 단백

질의 면역염색결과 (Fig. 1C, G)와 각각 비교하였을 때, 
동일한 세포에서 검출되는 것을 알 수 있고, 이는 HNE- 
및 MDA-modified 단백질의 대부분이 별아교세포에서 축
적되는 것을 의미한다. 반면, 대조군에서는 약한 GFAP-
면역반응성만이 관찰되었다 (Fig. 1B, F). 

Fig. 1에서 검출된 HNE- 및 MDA-modified 단백질들의 
생성과 프리온 병원체 감염에 의한 PrPSc의 축적과의 관
련성을 알아보기 위해서, 연속절편을 사용하여 면역염색

을 실시하였다. Fig. 2에 나타내었듯이, 감염군의 뇌조직

에서 PrPSc의 강한 면역반응성이 관찰됨으로써 PrPSc가 축
적됨을 확인하였고, 형태학적 특징에서 별아교세포인 것

으로 판단되었다 (Fig. 2B, D). 이들의 연속절편을 사용하

여 HNE- 및 MDA-modified 단백질에 대해서 면역염색

을 실시한 결과, Fig. 2B, D에서 관찰된 PrPSc 양성세포들

과 정확하게 일치하는 것으로 확인되었다 (Fig. 2A, C). 
이러한 결과는 PrPSc가 축적되는 별아교세포에 HNE- 및 
MDA-modified 단백질들이 생성되는 것을 나타내고, 이는 
PrPSc에 의한 산화적 스트레스가 별아교세포에 존재함을 
의미하는 것으로 판단되었다. 



50 김재일, 이형곤 

 

 
고  찰 

 
프리온 질환에 걸린 개체의 대표적인 특징은 중추신경

계의 미세아교세포 (microglia) 및 별아교세포 (astrocytes)
의 활성화가 일어난다는 것이다 (21,22,23). 이들 아교세

포의 활성화는 병원체에 감염된 이후 관찰되는 PrPSc의 
축적시기 뿐만 아니라 그 분포와도 밀접하게 관련되어 

있다. 이러한 관찰에서 연구자들에 따라 미세아교세포 
또는 별아교세포가 신경세포 이외의 PrPSc의 증식이 직

접적으로 일어나는 세포로 판단하고 있다 (7,15,21). 이들 
아교세포의 활성화와 함께 사이토카인 등을 포함하는 
여러 가지 염증성 매개체들이 생성되는 것이 보고되었지

만 (3,22,23), 이러한 반응이 신경세포의 소실에 방어적

으로 작용하는지 또는 유도하는 역할을 하는 것인지에 
대해서는 분명하지 않다. 최근, 마우스의 배양 소뇌절편 
(cerebellar slice)을 이용한 프리온 병원체 감염실험에

서, 미세아교세포를 약물유전학적으로 제거해 주었을 때 
PrPSc의 증식이 증가하고 병원체에 대한 감수성이 증가

하는 것으로 확인되었다 (8). 이 결과는 프리온 질환의 
발병에 있어 미세아교세포의 활성화는 PrPSc를 제거해 
줌으로써 신경보호적으로 작용한다는 것을 의미한다. 반
면, 별아교세포의 경우 세포의 활성화는 프리온 질환의 
초기에 일어나고 신경세포의 소실이 일어나기 이전에 나
타난다 (3,7). 또한 PrPSc의 축적은 프리온 질환의 신경병

리학적 변화가 관찰되기 이전에 별아교세포에서 일어나

는 것으로 보고되었다 (7). 이외에 프리온 병원체에 저항

성을 가지는 PrP 유전자 결손 (PrP-knockout) 마우스를 
이용한 실험에서, 별아교세포에만 특이적으로 프리온 단
백을 발현하도록 했을 때 병원체에 대해 감수성을 가지
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Figure 2. Co-localization of PrPSc with either HNE- or MDA-
modified proteins in the hippocampus of ME7 prion-infected mice.
Brain sections from ME7-infected mice were immunostained with 
either anti-HNE-modified protein (A), anti-MDA-modified protein
(C), or anti-PrP antibody (B & D). Immunoreactivities of HNE-
modified protein as well as MDA-modified protein were co-
localized with PrPSc-positive astrocytes (A vs. B, C vs. D, respec-
tively; arrows). Each symbol (*, #) indicates landmark blood 
vessel in adjacent section (A & B, C & D, respectively). ×400. 

Figure 1. Immunohistochemical staining and cellular localizations
of HNE- and MDA-modified proteins in the hippocampus of ME7
prion-infected mice. Brain sections from control (A & E) and ME7-
infected mice (C & G) were immunostained with either anti-HNE-
modified protein (A & C) or anti-MDA-modified protein antibody
(E & F). Intense immunoreactivities of HNE- and MDA-modified
proteins were observed in the infected group (C & G, respectively:
arrows). Each serial section was also immunostained with anti-
GFAP antibody (B, D, F & H) to examine the cellular localization
of HNE- and MDA-modified proteins. HNE- and MDA-modified 
protein-positive cells were co-localized with GFAP-positive astro-
cytes (C vs. D, G vs. H, respectively: arrows). Each symbol (#,
##, *, **) indicates landmark blood vessel in adjacent section (A 
& B, C & D, E & F, G & H, respectively). ×400. 
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게 되는 것으로 보고되었다 (18). 이들의 결과는, 별아교

세포에의 PrPSc 축적에 의해 별아교세포 활성화가 유발

되고, 이러한 과정이 질환의 발병에 밀접하게 관련하고 
있음을 의미한다. 

본 실험에서는 프리온 병원체 감염에 의해 HNE- 및 
MDA-modified 단백질이 증가하고, 이러한 증가는 PrPSc

가 축적되는 별아교세포에서 관찰됨으로써 PrPSc의 축적

과 밀접하게 관련하고 있음을 확인하였다. 프리온 병원

체 감염에 의해 활성산소종에 의해 활성화되는 것으로 
알려져 있는 전사인자인 nuclear factor kappa-B의 증가가 
별아교세포에서 나타난다는 것이 보고되었다 (12). 또한 
PrPSc의 amino-말단 부분에 무효소 당화 반응산물이 형성

됨이 확인되었고, 이들의 면역반응성 또한 프리온 병원

체 감염동물의 별아교세포에서 관찰되었다 (5). 이들의 
결과는 PrPSc의 축적에 의해 별아교세포에서 과도한 산

화적 스트레스가 유발되고 결과적으로 지질과산화산물

의 축적이 일어날 것임을 나타낸다. 이러한 지질과산화

물 축적이 신경세포의 지지 또는 보호하는 역할을 하는 
별아교세포 본연의 기능에 어떠한 영향을 미치는지, 또
한 PrPSc의 증식 또는 형성과정에 산화적 스트레스가 어
떠한 관련이 있는지 향후 연구되어야 할 것이다. 
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