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돌연변이 마이오실린 발현에 의한 섬유주세포 

사멸 및 그 기전

임동희1⋅손성수1⋅김태은2⋅기창원1

성균관대학교 의과대학 삼성서울병원 안과학교실1, 삼성생명과학연구소 임상의학연구센터2

목적: 돌연변이 마이오실린(mutant myocilin)의 발현이 섬유주세포 사멸을 일으키는지 알아보고 그 기전이 세포자멸사(apoptosis)에 
의한 것인지를 살펴보고자 한다.
대상과 방법: 재조합 아데노바이러스(recombinant adenovirus)를 매개로 인간 돌연변이 마이오실린(Q368X)을 인간 섬유주세포에서 
발현시킨 후 세포증식분석법(cell proliferation assay), 흐름세포측정법(flow cytometry), 웨스턴블롯분석법(Western blot analysis) 및 
면역세포화학분석(immunocytochemistry)을 실시하여 세포자멸사에 의한 세포 사멸 정도를 분석하였다.
결과: 돌연변이 마이오실린의 발현 그 자체가 섬유주세포 사멸을 야기하는 것으로 생각되지는 않았으며 또한 돌연변이 마이오실린의 
발현은 비록 unfolded protein response (UPR)를 유발하였으나 세포자멸사를 초래하지는 않는 것으로 생각되었다.
결론: 본 결과는 마이오실린 녹내장(myocilin glaucoma)의 기전이 세포자멸사에 의한 섬유주세포 사멸이 아닌 다른 것일 가능성을 
시사한다.
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원발 개방각 녹내장이 유전적 소인을 보임은 오래 전부

터 알려져 왔으며 이러한 소인을 보이는 대규모 가계를 대

상으로 실시한 연관 분석(linkage analysis)의 결과 염색체 

1q21-q31 부위에 위치한 MYOC가 원인유전자(GLC1A)의 

하나임이 밝혀졌다.1 MYOC는 이전에 trabecular mesh-
work-inducible glucocorticoid response (TIGR)로 불렸

으며 그 이름이 암시하듯 섬유주세포에서 유일하게 당질코

르티코이드에 의해서만 발현되는 특징이 있다.2,3
 MYOC는 

마이오실린이라는 당단백질을 암호화한다. 마이오실린은 

504개의 아미노산으로 구성된 분자량 55 kDa 정도의 산성 

당단백질로서 독특하게도 세포의 소포체(endoplasmic re-
ticulum; ER) 내에 존재하기도 하고 세포 밖으로 분비(se-
cretion)되기도 한다.3,4

MYOC상의 돌연변이에 의한 녹내장은 마이오실린 녹내

장이라고 한다.5 마이오실린 녹내장은 전체 원발 개방각 

녹내장 환자의 약 3-4%를 차지하며 이 비율은 인종 간에 

큰 차이가 없다. 지금까지 70여 가지 이상의 다양한 질병

유발 돌연변이(disease-causing mutation)가 MYOC에서 

발견되었으며 이중 Q368X가 가장 흔하고 다음으로 R46X
가 많이 발견된다.1,6,7

 Q368X는 주로 유럽 인종에서 흔히 

볼 수 있으나 한국인 집단에서는 아직 확인된 바 없다. 반
면에 R46X는 한국인에서도 존재하는 것으로 보고되어 있

다.8 
마이오실린 녹내장의 기전은 병적인 기능 획득 돌연변

이(gain of (pathogenic) function)인 것으로 여겨진다. 그 

증거로서 유전학적으로 한쪽 염색체의 1q21-q24 부위가 

결손(deletion)된 사람(MYOC에 대한 반접합체, hemi-
zygote)에서 녹내장이 없었다는 보고,9 양쪽 염색체상에 

모두 R46X 돌연변이를 갖고 있음에도 불구하고 76세까지 

녹내장 소견을 전혀 보이지 않았다는 보고10
 및 MYOC에 

대한 knockout mice가 안과학적인 면에서 정상이라는 사

실11
 등이 있다. 생화학적으로는 돌연변이 마이오실린은 

야생형 마이오실린(wild-type myocilin)에 비해 응집하는 

경향이 있고 분비되지 않으며 야생형 마이오실린의 분비

도 억제하는 성질을 들 수 있다.12-14
 또한 저자들이 보고

한 돌연변이 마이오실린의 강력한 세포독성도 마이오실린 

녹내장의 기전이 기능 획득 돌연변이임을 강력히 시사한

다.4,15

한편 돌연변이 마이오실린의 발현 및 세포 내 축적이 단

순히 세포독성을 보이는 수준을 넘어 세포자멸사를 유발하

여 세포 사멸까지 초래한다는 보고도 있다.16,17
 그러나 저자

들은 이전 연구에서 기존 보고와 달리 돌연변이 마이오실린
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의 발현에 따른 세포자멸사를 전혀 관찰하지 못하였다.4,15
 

이에 본 연구에서는 인간 섬유주세포를 대상으로 돌연변이 

마이오실린(Q368X)의 발현에 의한 세포자멸사의 발생 가

능성을 재고해 보았다.

대상과 방법

세포배양

섬유주세포(human trabecular meshwork cells, HTM 
cells)는 27살 여성의 정상 안구에서 유래한 것으로 Paul L. 
Kaufman (University of Wisconsin, Madison, WI, USA)
에게 얻어 5% CO2를 함유한 37°C 배양기에서 항생제와 

10% 우태아혈청(Gibco, Carlsbad, CA, USA)이 포함된 

Dulbeco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco)으로 

배양하였다.

세포생존율 측정

섬유주세포를 96 well plate에 30% confluence로 분주

하고 다음날 돌연변이 마이오실린(Q368X) 발현 아데노바이

러스(Ad-Q368X)를 세포당 10-50 plaque forming units 
(pfu)의 MOI (multiplicity of infection)로 감염시켰다. Ad- 
Q368X는 거대세포바이러스 촉진염기서열(cytomegalovirus 

promoter)로 돌연변이 마이오실린을 green fluorescence 
protein의 N-말단과 융합하여 발현하는 복제결핍 재조합 

아데노바이러스(replication-deficient recombinant ad-
enovirus)이다. 2일, 3일 및 4일 후 세포독성 측정용 시약

(WST-8; Dojindo, Rockville, MD, USA)을 well 당 10 ul
씩 첨가한 후 1시간 뒤 automatic microplate reader를 사

용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군으로

는 적정 농도의 thapsigargin (Tg)을 48시간 동안 처리한 

세포를 사용하였다.

Western blot analysis

섬유주세포를 100 mm 배양접시에 70% confluence로 

분주하고 다음 날 Ad-Q368X를 세포당 10-50 pfu의 MOI로 

감염시켰다. 48시간 후 세포를 50 mm Tris, 150 mm NaCl, 
2.5 mm EDTA, 0.1% SDS, 0.5% sodium deoxycholate, 
1% NP-40 및 protease inhibitor를 함유한 lysis buffer로 

용해한 뒤 영하 70°C에서 30분 동안 얼린 다음 13,000 
rpm에서 10분 동안 원심분리한 후 상등액을 얻었다. 
Bradford 법으로 단백질 농도를 측정한 후 30 ug의 단백질

을 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE)로 분리한 뒤 polyvinylidine di-
fluoride membrane에 옮겼다. Membrane을 상온에서 5% 
탈지분유를 포함한 1X TBST (50 mM NaCl, 20 mM Tris, 
0.05% Tween 20)로 blocking한 후, 4°C에서 항 78 kDa 
grocose-regulated protein (Grp78) 항체 (Stressgen, 
Victoria, CA), 항 phospho-c-Jun N-terminal kinase 
(p-JNK) 항체(Cell Signaling Laboratory, Beverly, MA, 
USA), 항 caspase-3 항체(Cell Signaling Laboratory), 및 

항 tubilin 항체(Sigma, St Louis, MO, USA)와 16시간 동

안 반응시켰다. 세척 후, membrane을 horseradish perox-
idase가 붙은 항 mouse IgG 항체 또는 항 rabbit IgG 항체

(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)와 반응시킨 뒤, 
enhanced chemiluminescence (ECL; Amersham Pharmacia 
Biotech, Buckinghamshire, England)를 실시하였다.

Fluorescence-activated cell sorting (FACS)

섬유주세포를 60 mm 배양접시에 70% confluence로 분

주하고 다음 날 Ad-Q368X를 세포당 50 pfu의 MOI로 감

염시켰다. 48시간 후, 세포를 phosphate buffered saline 
(PBS)로 두 번 세척한 뒤 약 106개의 세포를 binding 
buffer (10 mM HEPES-NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl, 
2.5 mM CaCl2)에 부유한 다음, 5 ul의 FITC-conjugated 
Annexin V (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)와 5 ul의 

propidium iodide와 혼합하였다. 암실에서 15분 동안 부치

한 후, 1 ml의 binding buffer를 첨가한 후 약 104개의 세포

를 대상으로 유세포분석기(FACS Aria, BD Bioscience, 
San Jose, CA, USA)를 사용하여 개개의 형광표지정도를 

측정하였다.

Caspase-3 활성 측정

섬유주세포를 4 well chamber slide에 30 % confluence
로 분주하고 다음 날 Ad-Q368X를 세포당 20-50 pfu의 

MOI로 감염시켰다. 48시간 후, 세포를 caspase-3의 기질

인 MR-(DEVD)2 (MorphoSys, Oxford, UK)을 함유한 새 

배양액으로 갈아준 뒤 37°C에서 60분 동안 배양하였다. 세
포를 한 번 세척한 후 Hoechst stain (0.5% v/v)을 함유한 

새 배양액으로 교환하고 37°C에서 10분 동안 배양한 다음 

플라스틱 틀을 제거한 후 새 배양액을 한 방울 떨어뜨린 뒤 

덮개 유리(cover slip)를 덮은 다음 즉시 형광현미경으로 

관찰하였다.
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Figure 1. Effect of mutant myocilin expression on cell 
viability. HTM cells were transduced at an MOI indicated 
with an adenovirus expressing mutant (Q368X) myocilin 
(Ad-Q368X), and 2, 3, and 4 days after transduction, sub-
jected to cell proliferation assay. Cells treated for 48 hours 
with Tg were included as positive controls. Each column rep-
resents the means from three different wells of three in-
dependent experiments with the bars denoting the standard 
deviation. *p < 0.01 vs. control (Dunnet’s test).

결 과

돌연변이 마이오실린의 잠재적 세포독성이 세포사멸을 

야기하는지의 여부를 알아보기 위하여 Q368X 돌연변이를 

갖는 돌연변이 마이오실린을 아데노바이러스를 매개로 인

간 섬유주세포에서 발현시켰다. 유전자 전달을 아데노바이

러스를 매개로 한 이유는 섬유주세포는 통상적으로 유전자

전달감염 효율(transfection efficiency)이 매우 낮기 때문

이며 따라서 본 연구에서는 모든 돌연변이 마이오실린의 

발현은 아데노바이러스를 매개로 하였다. 섬유주세포는 돌

연변이 마이오실린 발현 후 4일이 지나도록 가장 높은 발현

에서도 통계적으로 의미 있게 사멸하지 않았다. 반면에 양

성대조군인 Tg를 처리한 세포는 0.8 nM에서 통계적으로 

유의한 사멸을 보였다(Fig. 1).
돌연변이 마이오실린의 발현이 세포자멸사를 일으키는

지의 여부를 알아보기 위하여 섬유주세포에서 돌연변이 마

이오실린을 발현시킨 후 개개 세포의 세포자멸사의 정도를 

흐름세포측정법으로 분석하였다. 돌연변이 마이오실린 발

현 후 72시간에서 세포자멸사가 15% 이하로 미약하게 관

찰되었다. 음성대조군에서는 세포자멸사가 5% 이하에서만 

나타난 반면에 양성대조군에서는 60% 이상에서 관찰되었

다(Fig. 2).
돌연변이 마이오실린의 발현에 의한 세포자멸사의 발생

을 생화학적으로 분석하기 위하여 돌연변이 마이오실린의 

발현에 따른 세포자멸사 단백질 표지자(apoptotic protein 
marker)의 유도 또는 활성화를 면역블롯법(immunoblot)
으로 확인하였다. 소포체의 stress 표지자인 GRP78의 경우 

음성대조군과 비교하여 양성대조군은 물론 돌연변이 마이

오실린 발현 세포에서 그 발현이 확연히 증가하였다. 
Phosphated-JNK의 경우도 음성대조군과 비교하여 양성

대조군에서 그 발현이 두드러지게 증가하였으며 돌연변이 

마이오실린 발현 세포에서도 비록 GRP78과 달리 용량-반

응(dose-response) 관계를 보이지는 않았지만 확연한 증

가 추세를 보였다. 대표적 세포자멸사 표지자인 caspase-3
의 경우 양성대조군에서는 분명히 활성화되었다. 그러나 돌

연변이 마이오실린 발현 세포에서는 그 활성화 정도가 음

성대조군보다는 높지만 양성대조군에 비하면 아주 미약하

였다(Fig. 3).
돌연변이 마이오실린의 발현에 의한 caspase-3의 활성

화를 확증하기 위하여 돌연변이 마이오실린 발현 섬유주세

포에서 caspase-3의 활성도를 면역세포화학분석하였다. 
면역블롯법 결과와 마찬가지로 caspase-3는 음성대조군에

서는 거의 활성화되지 않았지만(Fig. 4A) 양성대조군에서

는 눈에 띄게 활성화되는 것으로 보였다(Fig. 4B). 그러나 

caspase-3은 돌연변이 마이오실린의 발현에 의해 활성화

되지 않았다(Fig. 4C, D). 또한 caspase-3는 돌연변이 마

이오실린의 발현이 증가하여도 활성화되지 않았다(Fig. 
4E, F).
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Figure 2. Quantitative analysis of apop-
totic cell death caused by mutant my-
ocilin expression. HTM cells were 
transduced at an MOI of 50 pfu per cell 
with AdQ368X, and 48 hours later, 
stained with Annexin V-APC or propi-
dium iodide (PI) and then analyzed by 
flow cytometry. Cells treated for 48 
hours with 400 uM Tg served as positive 
controls. Shown are representative of 
three independent experiments with sim-
ilar results.

Figure 3. Western blots showing the effect of mutant myocilin 
expression on the level of Grp78, p-JNK, and cleaved cas-
pase-3. HTM cells transduced at an MOI indicated with 
Ad-Q368X. After 48 hours, cell lysates were assayed for 
Grp78, p-JNK and cleavaged caspase 3 by Western blot 
analysis. Data were normalized with α-tubulin expression.

고 찰

마이오실린의 기능은 알려진 것이 거의 없지만 마이오실

린 녹내장의 기전에 관해서는 많은 연구가 진행되어 있다. 
마이오실린은 유일하게 안구와 근육조직 이외에 다른 조직

에서는 거의 볼 수 없으며 안구에서도 섬유주에서 두드러

지게 많이 존재할 뿐 모양체, 공막, 망막신경조직 등을 포함

하는 다른 안구 조직에서는 미미한 양만이 발현한다.18
 돌

연변이 마이오실린은 misfolding 또는 unfolding되어 세포 

밖으로 분비되지 않고 소포체에 축적되며 이때 자신은 물

론 야생형 마이오실린도 축적시키는 dominant negative의 

특징을 보인다.4,12-15
 일반적으로 misfolded 또는 unfolded 

protein이 소포체에 축적되게 되면 소포체의 stress를 유발

하여 unfolded protein response를 야기하는 것으로 알려져 

있다.19
 본 연구자는 돌연변이 마이오실린도 소포체에 축적하

게 되면 잠재적으로 세포독성을 보인다는 것을 규명한 바 있

다.4,15
 섬유주는 각종 당아미노글리칸(glycosaminoglycan), 

당단백질 및 섬유원성 물질(fibrillar material) 등을 합성하

고 분비할 뿐만 아니라 식균작용도 한다. 특히 섬유주세포

는 여러 가지 노폐물을 활발한 식균활동으로 처리함으로써 

방수유출경로를 구조 및 기능적으로 완전하게 유지하는 역
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A B

C D

E F

Figure 4. Effect of mutant myocilin expression on the activation of caspsae-3. HTM cells were transduced at an 
MOI of 50 (C, D) or 100 pfu (E, F) per cell with Ad-Q368X, and after 48 hours, stained with aspartylglutamy-
lalanylaspartic acid (DEVD) coupled to cresyl violet, MR-(DEVD)2 (A, B, C, and E). Cells untreated (A) or 
treated (B) with 400 uM of Tg served as controls. Red fluorescence and green fluorescence represent caspase-3 
activity and GFP-tagged myocilin expression, respectively. Blue fluorescence corresponds to nuclei stained 
with Hoechst 33342. Bar: 100 um.

할을 한다. 따라서 섬유주세포에서 돌연변이 마이오실린의 

발현은 자체의 잠재적 세포독성으로 인하여 섬유주세포의 

기능 저하를 초래할 것이고 이는 궁극적으로 방수유출경로

의 폐쇄 등으로 이어져 결과적으로 원발 개방각 녹내장의 

원인으로 작용할 것이다. 이러한 가설은 MYOC의 염색체상

의 위치와 마이오실린의 dominant negative의 작용 등과 

결부하여 원발 개방각 녹내장의 상염색체상의 우성유전과 

잘 부합한다.
근래 돌연변이 마이오실린의 발현이 세포증식분석상에

서 장기적으로 섬유주세포의 사멸을 보였다는 보고가 있

다.16,17
 그러나 본 연구에서 돌연변이 마이오실린의 발현은 

세포독성을 보일지언정 세포사멸까지 초래하지는 않았다. 
일반적으로 어떤 물질에 의한 세포사멸을 세포증식분석법

으로 보는 경우 신경세포와 같이 분열을 거의 하지 않는 세

포주를 사용한다면 장시간 관찰하는 것도 무방하지만 섬유

주세포와 같이 왕성히 분열하는 세포주를 사용한다면 단시

간에 마쳐야만 한다. 이전 연구에서는 돌연변이 마이오실린

(P370L)을 인간 섬유주세포에서 발현시킨 후 무려 20일 
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뒤 Hoechst 33342로 염색한 다음 세포의 수를 산정하였다. 
따라서 단순히 세포수만 보고 세포사멸이라는 결론을 내릴 

경우 세포독성에 의해 세포분열이 감소 또는 정지했을 뿐 

세포가 사멸하지는 않았을 가능성을 배제할 수 없다. 본 연

구에서도 돌연변이 마이오실린(Q368X)의 발현이 비록 통

계적으로 무의미하지만 표면적으로는 어느 정도 섬유주세

포의 사멸을 초래하는 것처럼 보인다. 본 연구 역시 세포의 

수에 비례하는 효소 활성을 측정한 세포증식분석법에 근거

하였기 때문에 정확히 세포사멸을 감별했다고 볼 수 없다. 
Q368X 돌연변이도 P370L 돌연변이 못지않은 원발 개방각 

녹내장 유발인자라는 점을 고려할 때 돌연변이 마이오실린

의 세포독성이 과연 섬유주세포가 사멸할 만큼 강력한지는 

현재로서는 불분명하다.
한편 Yam et al17은 돌연변이 마이오실린의 발현이 세포

자멸사를 야기한다고 보고하였다. 이는 돌연변이 마이오실

린의 발현과 세포 사멸 사이의 공백을 메우는 것으로 마이

오실린 녹내장의 기전을 분자세포학적으로 설명한다는 점

에서 의미가 있다. 그러나 Yam et al17은 돌연변이 마이오

실린의 발현에 의한 세포자멸사를 CHO와 HEK293과 같은 

안과학적으로 전혀 관련이 없는 일반 세포주에서 주로 관

찰하였고 인간 섬유주세포에서는 부수적으로 그것도 일차

배양세포주가 아닌 불멸화한 세포주에서만 보았다. 본 연구

에서는 Yam et al17의 연구와 달리 돌연변이 마이오실린의 

발현이 세포자멸사를 야기한다는 명백한 증거를 찾지 못하

였다. 본 연구에서는 일차배양 인간 섬유주세포에서만 보았

기에 본 연구 결과와 Yam et al17의 연구 결과와의 불일치

가 세포주의 상이에서 기인하는지 아니면 다른 요인에 있

는지 현재로서는 알 수가 없다. 본 연구에서 돌연변이 마이

오실린의 발현은 이전의 많은 연구에서와 같이 소포체의 

stress를 야기하였고 이를 신호로 하위신호인 JNK의 활성

화까지는 일어났으나 보다 하위신호로서 세포자멸사에서 

매우 중요한 역할을 수행하는 caspase-3의 활성화에는 이

르지 못하였다. 세포가 소포체의 stress를 받게 되면 un-
folded protein response의 일환으로 JNK 활성화를 통한 

caspase-3의 활성화에 의해 세포자멸사가 일어난다는 신

호전달과정은 이미 잘 확립된 사실이다.20
 그러나 JNK 활

성화가 반드시 caspase-3의 활성화로 이어지지 않고 세포

예정사(programmed cell death)의 일종인 자가포식현상

(autophagy)으로 진행된다는 보고도 있다.21
 따라서 돌연

변이 마이오실린의 발현에 따른 소포체 stress의 영향으로 

비록 JNK까지 활성화되었어도 이것이 곧 세포자멸사의 전

제는 아니다. 그러므로 분명한 것은 돌연변이 마이오실린의 

발현과 그로 인한 세포사멸 또는 세포자멸사의 인과관계는 

보다 여러 가지 관점에서 다양한 형태의 방법론적 접근으

로 다루어져야 할 것이다.
결론적으로 본 연구에서 저자들은 이전 보고와 달리 돌

연변이 마이오실린의 발현이 세포사멸을 야기하거나 세포

자멸사를 초래한다는 결과를 얻지 못하였다. 따라서 마이오

실린 녹내장의 기전은 세포자멸사에 의한 세포 사멸이 아

닌 다른 원인과 결부된 복합적인 것일 가능성이 있다. 일례

로서 최근에 발표된 돌연변이 마이오실린의 발현이 세포를 

oxidative stress에 의한 세포자멸사에 쉽게 노출되도록 감

작한다는 보고를 들 수 있다.22
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Mechanisms Underlying Trabecular Meshwork Cell Death Caused by 
Mutant Myocilin Expression
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Purpose: To determine whether the expression of mutant myocilin can lead to death of human trabecular meshwork (HTM) 
cells and to determine whether the mechanism by which this occurs is apoptosis.
Methods: HTM cells were transduced with a recombinant adenovirus expressing human mutant (Q368X) myocilin. The 
apoptotic death of HTM cells caused by expression of mutant myocilin was examined using a cell proliferation assay, flow 
cytometry, Western blot analysis, and immunocytochemistry.
Results: It appeared that the expression of mutant myocilin itself was not sufficient to cause HTM cell death. Furthermore, 
the expression of mutant myocilin did not lead to apoptosis of HTM cells although it did elicit a protein unfolding response.
Conclusions: Our data suggest that the mechanism of myocilin glaucoma is not apoptotic death of HTM cells caused by 
mutant myocilin expression, and that the actual mechanism remains unknown.
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