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서  론

단백질의	질산화(protein	tyrosine	nitration)는	생체	내의	활성	
질소에	의해	단백질에	일어나는	번역	후	수식(post-translational	
modification)	과정	중	하나로	단백질의	구조,	활성,	친수성,	단백질	
간	결합력	등을	변화시키면서	단백질의	기능을	조절하는	중요한	
역할을	한다[1,2].	단백질의	질산화는	단백질의	타이로신	잔기에	선
택적으로	수식되며,	산화적	스트레스와	염증	반응에	의해	생성되는	
활성산소와	질산화	시약(peroxinitrite;	tetranitromethane,	TNM)
에	의해	생성된	과산화아질산염에	의해서	발생한다고	알려져	있다.
이러한	단백질의	질산화와	관련하여서	사람에게서는	암,	치매,	

파킨슨병을	비롯한	60개가	넘는	질병과	연관되어	있다는	것이	질산

화	특이(NO2-Tyr	specific)	항체를	이용한	항체기반	분석법을	통하

여	연구되어	밝혀졌다.	대부분	이러한	연구들은	용해된	단백질,	혈
액	단백질로부터의	단백질의	질산화를	정량,	관찰을	통해	이루어졌

지만,	단백질의	질산화가	특정	환경에	노출된	타이로신에서만	제한

적으로	일어나는	번역	후	수식과정인지,	무작위로	발생하는	이벤트

인지에	대한	연구는	이루어지지	못했다.	이것은	단백질의	번역	후	
수식의	연구에서	항체를	이용한	방법이	항상	부딪히는	한계점이기	
때문에	수식이	일어난	특정한	아미노산을	손쉽게	밝혀	낼	수	있는	
새로운	분석	방법이	필요했다.	
질량분석법(mass	spectrometry,	MS)은	단백질의	번역	후	수식	
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Various proteomics and immunological methods including mass spectrometry combined 
with both liquid and 2-D PAGE, and immunodetection have been employed to identify 
and characterize nitrated proteins from pathological samples. Nitrosative modifications 
regulate cellular signal transduction and pathogenesis of inflammatory responses and 
neurodegenerative diseases. Nitric oxide generates reactive nitrosative species, such as 
peroxynitrite (ONOO-) that may be involved in a number of diseases. ONOO- can mediate 
protein tyrosine nitration which causes structural changes of affected proteins and leads 
to their inactivation. Protein tyrosine nitration is a biomarker of oxidative stress and also 
influences protein structure and function. Recent advances in mass spectrometry have 
made it possible to identify modified proteins and specific modified amino acid residues. 
This review focuses on the significance of protein tyrosine nitration and the progress achi
eved in analytical methods. Although mass spectrometry of nitrated peptides has become 
a powerful tool for the analysis of nitrated peptides, the low stoichiometry of protein tyro-
sine nitration clearly demands the use of affinity chromatography to enrich modified pro-
teins (or peptides).
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분석에서	전통적	방법이	가지는	한계점을	해결해	줄것이라	생각되

는	중요한	기술이다.	크게	두	가지	1)	matrix-assisted	laser	desorp-
tion/ionization	(MALDI),	2)	electronspray	ionization	(ESI)의	이
온화	방식을	가지며	MALDI는	주로	time-of-flight	(TOF)	방식의	
분석기와	ESI	방식은	다양한	종류의	분석기와	결합하여	사용된다.	
특히	액체크로마토그라피법(LC)과	결합된	ESI-tandem	MS	(MS/
MS)	방법은	단백질에서	얻어진	펩티드(peptide)	혼합물의	분리와	
펩티드의	아미노산	서열결정에	최적화된	방법으로	단백질의	번역	
후	수식	분석을	위해	널리	사용되고	있는	방법이다.	여기에서는	MS
를	이용한	다양한	단백질의	질산화	분석방법들과	결과에	대하여	
설명하고	최근의	연구동향에	대하여	기술하였다(Fig.	1).

본  론

1. 단백질의 질산화 

단백질의	질산화는	생체	내에서의	활성	질소	종(reactive	nitro-
gen	species,	RNS)과	활성	산소	종(reactive	oxygen	species,	ROS)의	
결합	반응에	의해	생긴다.	RNS에는	일산화질소(nitrogen	monox-
ide,	NO),	이산화질소(nitrogen	dioxide,	NO2),	사산화이질소(dini-
trogen	tetroxide,	N2O4),	그리고	과산화아질산염(peroxinitrite,	
ONOO-)	등이	존재한다.	이	중에서	NO는	생체	내에서	심혈관계에

서의	중요한	신호전달	분자이면서	동시에	세포자멸사(apoptosis),	
면역	반응	등에	관여한다[3].	NO는	L-아르지닌(L-arginine)이	ni-
tric	oxide	synthase	(NOS)	효소에	의해	L-시트룰린(L-citrulline)으
로	변환하는	과정	중에	형성되며,	이때	주위에	존재하는	산소와의	
결합으로	NO2,	과산화아질산염	등의	질소	화합물을	만들어	낸다.	
NO로부터	생성된	이차	질소화합물은	super	oxide	radical	(O2•−),	
과산화	수소(H2O2)에	의해	반응성이	높은	유리기	형태의	이산화질

소(NO2•)로	존재하게	되며	이것들이	단백질의	타이로신	잔기에	화
학적으로	결합하여	단백질의	질산화를	촉진한다.	

2 전통적 방법에서의 단백질의 질산화 연구

1) 면역탁본법(immunoblotting)

항체를	이용한	면역탁본법의	경우	높은	수준의	민감도를	가지는	
방법으로	단백질의	질산화의	연구에	널리	사용된	방법으로	점	블
럿(dot-blot),	웨스턴	블럿(western-blot)	등이	면역침전(immuno-
precipitation,	IP)과	함께	사용되어	왔다.	점	블럿을	사용하여	세포,	
조직에서	생성된	전체	단백질의	질산화의	양을	비교할	수	있으며,	
동일한	조건에서	동일한	양의	단백질을	멤브레인에	부착한	후	질산

화	특이항체를	이용하여	밴드의	강도를	측정하여	비교한다.	그	이
후	동일한	멤브레인에	대하여	강력한	환원제인	dithionite	(DTT)
를	처리한	후	다시	한	번	점	블럿을	하여	항체에	대한	샘플의	배경신

호를	통해	보정을	하는	방법이	주로	사용된다.	웨스턴	블럿	기법은	
주로	면역침전과	같이	사용되며,	샘플에서	질산화	특이항체를	이
용하여	면역침전을	수행한다.	또한	단백질의	질산화를	포함하는	
단백질을	높은	수준으로	분리하여	SDS-PAGE	젤에	분리한	후	질
산화	특이항체와	타겟	단백질	항체에	대하여	각각	웨스턴	블럿하

며,	타겟	단백질	위치의	밴드	강도를	통하여	발현양을	확인한다[4].	
실험에	따라서	타겟	단백질에	대하여	먼저	면역침전을	수행하고	그	
이후에	질산화	특이항체에	대하여	웨스턴	블럿을	수행하기도	한다.

2) 면역조직화학(immunohistochemistry)

질산화	단백질의	위치를	확인하기	위한	방법으로	사용되는	면역
조직화학	방법은	항원-항체를	이용한	염색방법으로,	보고자	하는	
신선한	조직을	분리한	후	포르말린(formalin)	등을	이용하여	고정	
시킨	후	파라핀에	고정된	조직시료	위에	질산화	특이항체를	직접	
붙여	확인한다.	면역조직염색법에	의해	염색된	부분	역시	항체에	
의한	배경	신호에	의한	간섭이	심하므로,	같은	조직에서의	다른	부
위에서	DTT를	이용하여	NH2-Tyr	형태로	바꾼	후	동일하게	질산

화	특이항체로	배경신호를	확인하여야	한다.	

3. 질량분석기를 이용한 단백질 질산화 연구

1)	�Matrix-assisted laser desorption/ionization mass 

spectrometry (MALDI-MS)

Matrix-assisted	laser	desorption/ionization	(MALDI)은	ESI와	
함께	단백질의	분석에	널리	사용되고	있는	이온화	방법의	하나이

다[5].	시료를	벤젠(benzene)	고리를	가진	매트릭스(matrix)와	일정	
비율로	혼합한	뒤	레이져를	방출하면	매트릭스가	레이져의	광자를	
흡수하는	안테나	역할을	하여	레이져를	맞은	부분의	온도가	급격
히	상승해	이온화되며	탈착되어	이온이	분석관으로	진입하게	된다

[6].	MALDI는	일반적으로	time-of-flight	(TOF)	분석관과	함께	사
용하게	되는데,	이는	분자의	크기(질량)에	따라	비행시간이	차이가	
나는	점을	이용한	것이다.	

MALDI-TOF	질량분석기를	이용한	단백질의	질산화	분석은	

Fig. 1. This paper describes the analysis of PTN. Typical methods for 
the analysis are divided into antibody based approach and mass-
spectrometry based approach. MALDI, Matrix-assisted laser desorp-
tion/ionization; LC-MS/MS, Liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry.
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ESI	방법을	사용한	분석에	비해	그	횟수가	비교적	적은	편이다.	그	
이유는	복잡한	시료로부터	단백질의	단백질의	번역	후	수식을	연
구하는데	있어서	MALDI	이온화	방법이	비효율적인	것에	기인하

는데,	ESI	방법에	비해서	MS/MS를	통한	펩티드의	서열분석이	쉽
지	않고,	다양한	중성소실신호(neutral	loss	peak)들이	생성되며,	매
트릭스에	의한	편차가	생기는	등의	문제점이	발생하게	된다.	예를	
들어,	MALDI-TOF	질량분석기를	사용하여	단백질의	질산화를	
분석하게	되면,	nitrotyrosine	(M	+	H	+	NO2)	이외에도	nitrosoty-
rosine	(M	+	H	+	NO),	aminotyrosine	(M	+	H	+	NH2),	nitrenetyro-
sine	(M	+	H	+	N)과	같은	다양한	중성소실에	해당하는	신호들로	
보이게	된다[7].	위에서	언급한	것과	같은	중성소실신호들은	MAL-
DI-TOF	질량분석기를	사용한	대부분의	연구들에서	찾아볼	수	있
는데[8,9],	Sarver는	액체크로마토그라피로	분리한	질산화된	bo-
vine	serum	albumin	(BSA)으로부터	단백질의	다양한	중성소실신

호들을	MALDI-TOF	질량분석기를	사용하여	동정하였고,	이를	토
대로	합성된	펩티드를	사용해	중성소실이	발생하는	전체적인	구조

를	제시하였다.	특이한	점은	시료의	농도가	낮아짐에	따라	nitroty-
rosine을	포함하는	신호의	상대적	크기는	감소하지만,	aminotyro-
sine,	nitrosotyrosine을	포함하는	신호들의	상대적	크기는	비교적	
일정하게	유지되는	것을	보여주었다[10].	또한	MALDI	이온화	방법

에서는	반드시	매트릭스를	사용하게	되는데,	질산화된	단백질이	
MALDI-TOF	질량분석기에서	광분해	될	때는	매트릭스들의	pKa
값에	의존하게	된다.	예를	들어,	α-cyano-4-hydroxycinnamic	acid	
(CHCA)나	dihydroxybenzoic	acid	(DHB)와	같은	산성을	띠고	있
는	매트릭스를	사용하게	매트릭스	분자들이	파편화되면서	매트릭

스	분자들의	파편과	분자량	영역이	겹치는	nitrotyrosine	(M	+	H	+	
NO2)	신호는	정확하게	볼	수	없게	되는	경우가	발생하게	된다[11].	
반면,	중성을	띄고	있는	2,4,6-trihydroxyacetophenone	(THAP)를	
사용하게	되면	산성인	매트릭스를	사용했을	때	보다	더	적은	수의	
파편화가	일어나게	된다[12].	MALDI-TOF	질량분석기를	사용해	
단백질의	질산화를	분석하는	연구에서는	거의	모든	경우에	
CHCA를	매트릭스로	사용하고	있다.	이	외에도	500	이하의	m/z를	
갖는	펩티드의	경우	매트릭스	신호와	겹치는	문제점이	발생하게	되
는데,	Salavej의	연구에서는	매트릭스	신호와	겹치는	부분들을	배
제하고자	400	이상의	m/z를	갖는	신호들만	분석에	포함하였다[13].	
이런	다양한	문제점들을	해결하기	위해	최근에는	IR-MALDI,	UV-
MALDI,	PD-MAL	DI와	같은	다른	방법들을	사용하여	단백질의	
질산화분석을	시도하고자	하는	연구도	진행되고	있다[14].
위에서	언급한	단점들에도	불구하고	MALDI-TOF	질량분석기

를	사용한	단백질의	질산화	연구는	계속해서	증가하고	있는데,	이
는	MALDI-TOF	질량분석기가	ESI	방식의	질량분석기에	비해서	
시간과	비용적인	측면에서	큰	강점을	가지기	때문이다.	MALDI-
TOF	질량분석기는	단시간에	많은	질량분석	스펙트럼(MS	spec-

trum)을	얻게	되고,	한번	준비된	시료는	반복해서	분석이	가능하

기	때문에	시간을	절약할	수	있게	된다.	최근에도	많은	연구팀들이	
앞서	언급했던	문제점들을	피하고	빠른	분석을	수행하기	위해서	
다양한	연구들을	진행하고	있다.	Butt는	MALDI-TOF를	사용한	
단백질의	질산화	분석에서	주의해야	할	점들을	제시하였다.	먼저,	
MALDI-TOF	질량분석기의	분석	한계가	50	fmole	정도이기	때문

에,	분리과정이	선행되어야	하며	케라틴(keratin)과	같은	단백질의	
오염을	극도로	주의해야	하고,	이를	위해	시료는	물론이고	시약과	
버퍼	등	실험에	사용하는	모든	것들의	순도를	최고	수준으로	유지

해야	한다고	주장하였다.	또한,	단백질의	질산화	분석에	있어	MAL-
DI-TOF를	사용할	때는	분자량의	범위가	1,000-3,000	(Da)	정도가	
적당하다고	제시하였다[15].	최근에는	MALDI-TOF	질량분석기를	
사용한	단백질의	질산화	분석에	있어	거의	모든	연구에서	액체크

로마토그라피,	혹은	면역침전과	같은	방법으로	분석하고자하는	시
료의	분리가	선행되고	있다.	이는	다음	장에서	언급하게	될	단백질

의	질산화	농축(enrichment)	방법	개발과도	같은	맥락에서	이해할	
수	있는데,	단백질의	질산화는	생체	내에서	약	1/10,000-1/50,000	
정도로	매우	적은	양으로	존재하기	때문에	이를	복잡한	시료	내에

서	그대로	찾아내기란	쉬운	일이	아니다[16].	따라서	많은	연구자들

이	이를	극복할	수	있는	방법을	개발하거나	혹은	질량분석기를	사
용한	분석에	들어가기에	앞서	다양한	방법들로	시료를	분리해	내어	
분석하고	있다.
단백질의	질산화분석에서	MALDI-TOF	질량분석기는	주로	펩

티드화	하지	않은	단백질의	동정	혹은	in vitro nitration과	같은	실
험	결과의	확인에	중점적으로	이용되고	있다.	많은	연구에서	단백

질을	펩티드화	하지	않고	동정하였는데,	Yoon의	연구에서는	HT22
세포를	2D	전기영동	방법으로	분리한	뒤	MALDI-TOF	질량분석기

로	단백질만을	동정하였다[17].	또한,	Cappelletti의	연구에서는	PC12	
세포를	사용해	MALDI-TOF	질량분석기로	단백질을	동정한	뒤에,	
동정된	단백질을	이용하여	생물학적인	분석을	수행하였다[18].	마
찬가지로,	Reed와	Castegna의	연구에서도	대뇌	피질	두정엽(infe-
rior	parietal	lobule	brain)을	사용하여	MALDI-TOF	질량분석기로	
각각	8개,	6개의	단백질을	동정하여	생물학적인	분석에	사용하였

다[19,20].
비록	그	횟수는	적지만,	MALDI-TOF	질량분석기와	ESI	방식의	

질량분석기를	모두	사용하여	단백질의	질산화를	분석한	연구들도	
보고되고	있는데,	Kanski의	연구에서는	마우스의	골격근(skeletal	
muscle)을	2D	전기영동	방법으로	분리한	뒤	MALDI-TOF	질량분

석기로	단백질을	동정하였으며,	이후	단백질을	펩티드화하여	ESI	
방식의	질량분석기로	펩티드를	분석하였다[21].	이	외에도	Salzano
는	BSA를	인공적으로	나이트레이션(in vitro	nitration)	시킨	뒤에	
MALDI-TOF	질량분석기로	동정하고,	ESI	방식의	질량분석기로	
펩티드	지문	추적법(peptide	finger	printing)을	수행하였다[22].
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위와	같이,	MALDI-TOF	질량분석기를	사용한	분석들에	힘입어	
최근에는	이들을	응용하여	복잡한	시료로부터	질산화된	단백질

을	분석하는	연구들도	증가하고	있다.	Fiore와	Sultana는	각각	신경

교종(gliomas)	뇌와	해마로부터	질산화	단백질을	동정하였다[23,	
24].	또한,	Zhan의	연구에서는	흡연자들의	기관지폐포세척액(bron-
choalveolar	lavage	fluid)으로부터	질산화	단백질을	동정하였고,	이
를	통하여	흡연과	연관된	염증폐질환(inflamatory	pulmonary	dis-
ease)의	생물학적인	경로를	예측하여	제시하였다[25].
이	외에도	질산화가	진행된	펩티드에	대한	삼중탠덤매스(MS/

MS/MS)	실험[26],	질산화	그룹의	환원과	관련된	검증	실험[27],	미
토콘드리아	단백질의	탈질산화	실험[28],	그리고	질산화	위치의	
mapping	실험[29]	등	다양한	단백질의	질산화	연구에서	MALDI-
TOF	질량분석기가	사용되고	있다.

2) 액체크로마토그라피-탠덤매스분석(LC-MS/MS)

질량분석기와	액체크로마토그라피를	결합하여	사용하는	액체

크로마토그라피-탠덤매스분석은	단백체학(proteomics)과	대사체

학(metabolomics)	등의	여러	연구분야에	널리	사용되는	방법이다.	
액체크로마토그라피	분석법에서는	분석하는	물질의	크기(size	ex-
clusion),	극성(ion	exchange),	소수성(reversed	phase)	등의	성질로	
분리가	가능한	컬럼(column)을	이용하여	분석물질을	순수하게	분
리하며,	이것은	세포,	조직,	기관에서	유래한	단백체,	펩티드	분자들

의	복잡성을	감소시킴으로써	더	많은	단백체,	펩티드의	동정을	가
능하게	한다.	LC를	결합한	MS의	경우	ESI	방식의	이온화	방식과도	
쉽게	결합할	수	있다는	장점이	있는데,	ESI는	단백질의	번역	후	수
식의	분석에서	MALDI	방식에	비해	중성	소실이	더	적게	나타나며	
탠덤매스분석(tandem	mass,	MS/MS)이	용이하다.	그렇기	때문에	
액체크로마토그라피-탠덤매스분석을	이용한	단백질의	번역	후	수
식	분석은	펩티드	단위에서의	단백질의	번역	후	수식	위치를	동정

하는데	유리하며,	MALDI에	비해	높은	재현성으로	다양한	정량	방
법을	적용	할	수	있어	인산화,	당쇄화	등의	분석에	적용되고	있다.	
단백질의	질산화	분석에서의	경우	생체	내에서의	적은	양	때문에	
질산화	시약의	처리	후	단백질의	질산화가	일어나는	아미노산	자리

를	확인하는	경우가	많다.	Ducrocq의	경우	액체크로마토그라피-탠
덤매스분석을	이용하여	다양한	종류의	nitration	agent	(peroxini-
trite,	HNO2)를	처리한	안지오텐신II	(angiotensinII)의	질산화	자리

를	분석,	안지오텐신II의	활성	변화와	질산화	사이의	관계를	설명하

였다[30].	
Retention	time	(RT)은	액체크로마토그라피의	분리	후	분자에	

대한	스펙트럼	신호가	나타나는	시간을	의미하며,	각	펩티드	분자

들의	성질에	따라	고유의	RT를	갖는다.	단백질의	번역	후	수식을	분
석하는	단백질체학의	실험에서는	일반적으로	역상(reverse-phase)	
크로마토그래피	방식의	C-18	column을	이용하여	펩티드	분석을	

수행하며,	이때	질산화	단백질이	포함된	펩티드의	경우	일반적으로	
나이트로	그룹(-NO2	group)의	화학적	성질	때문에	친수성(hydro-
philicity)이	감소하기	때문에	수식이	일어나지	않은	펩티드에	비해	
0.5-2	min	정도	늦게	RT이	형성되는	특징을	보인다..

3) 탠덤매스분석(tandem mass spectrometry)

질량분석기를	이용한	단백질의	번역	후	수식	분석이	가장	강력

한	분석	방법으로	떠오르는	이유	중	하나는	단백질에서	단백질의	
번역	후	수식이	발생하는	아미노산을	특정(mapping)할	수	있다는	
점이다.	질량분석기에서의	탠덤매스분석	방법은	펩티드	이온을	특
정	기체	상태(gas-phase)에서	절편화하는	방식을	말하며,	여기에서	
절편화되어	나오는	신호	피크	간의	질량차를	각	아미노산의	질량값

과	또는	특정	아미노산에	대한	수식이	포함된	아미노산	질량값과	
비교하여	이미	가지고	있는	단백질의	아미노산	서열	데이터베이스

와	비교함으로써	펩티드의	아미노산	서열과	수식화된	위치를	알	
수	있다.	여기에서	펩티드가	절편화되는	방식은	사용되는	방법에	
따라	collision-induced	dissociation	(CID),	electron-capture	disso-
ciation	(ECD),	electron-transfer	dissociation	(ETD)	등으로	구분

이	될	수	있다.	일반적으로	사용되는	절편화	방식은	CID	방식으로	
절편화하기	위한	펩티드	이온을	비	활성	기체(argon,	helium,	nitro-
gen	gas)와	함께	가둔	후	강력한	에너지로	펩티드	이온을	들뜬	상태

로	만들면	이온	간의	충돌로	절편화가	진행된다.	하지만	CID	방식

의	절편화에서는	펩티드	골격보다는	수식화된	작용기를	더	잘	절편

화시키는	경향을	보인다.	이러한	경향은	결국	펩티드의	아미노산	
서열을	유추하는데	약점을	가지게	된다[31].	1998년	Mc	Lafferty가	
처음	소개한	ECD	방식의	절편화	방법은	FT-ICR-MS에서	펩티드	
골격을	더	효율적으로	절편화시킨다는	것을	증명하였다[32].	ECD
는	전자총(electron	gun)으로부터	생성되는	전자	에너지를	통해	펩
티드의	N-Cα	골격을	자르며	그	결과로	c-/z-	type의	이온들을	형성

한다.	Hunt에	의해	소개된	ETD는	ECD와	마찬가지로	펩티드	골격

을	자르는	경향을	보이지만	C-N	골격을	자르며	b-/y-	type의	ions을	
형성하는	절편화	방식이다.	그러나	단백질의	번역	후	수식분석에서	
질산화	단백질	의	경우	ECD를	통한	절편화	생성이	잘	안된다는	결
과들이	있다[33,34].	

4. 최근의 단백질의 질산화 연구 동향

1)	� 질산화된 펩티드 농축(enrichment) 방법을 사용한 단백질의 

질산화 분석

앞서	언급한	바와	같이,	단백질의	질산화는	생체	내에서	매우	극
소량으로	일어나기	때문에,	이를	분리	혹은	농축하지	않고는	질산

화된	펩티드의	분석은	사실상	불가능하다.	그렇기	때문에	많은	연
구진들이	질산화된	펩티드만을	선택적으로	획득할	수	있는	방법을	
개발하고	있다.	질산화된	펩티드의	선택적인	획득에는	면역침전과	
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같이	항체를	사용하여	질산화된	펩티드만을	선택적으로	잡아내는	
방법과	질산화된	펩티드에	친화표지를	부착한	뒤	친화표지가	부착

된	시료만을	선택적으로	잡아내는	친화크로마토그라피(affinity	
chromatography)	방법이	일반적으로	사용되고	있다.	

Murad는	당뇨	마우스	심장으로부터	분리한	미토콘드리아에	과
산화아질산염을	처리한	후	질산화	특이항체를	이용하여	면역침전

을	수행하였다.	전체	단백체를	2DE	gel을	통해	분리한	후	질산화	특
이항체를	이용하여	웨스턴	블럿을	수행하여	질산화가	일어난	단백

질을	검출한	후,	그	부분만을	잘라내서	in-gel	digestion하여	펩티드

화시켰다.	MALDI-TOF를	이용하여	결국	10종의	활성질소	단백질

을	동정하였다[35].	Desiderio의	실험에서는	사람의	뇌하수체	종양	
조직(human	pituitary	adenoma	tissue)에서의	단백질로부터	질산

화	특이항체를	이용한	질산화타이로신	친화	컬럼(nitrotyrosine	af-
finity	column,	NTAC)을	개발하여	생체	내의	질산화	단백질을	선
택적으로	농축한	후,	MALDI-LTQ를	이용하여	분석하여,	총	9개
의	활성질소	단백질을	동정하였고,	탠덤매스분석을	통하여	NO2	잔
기가	결합된	타이로신	자리를	확인하여	모두	단백질의	활성화	부
위에	존재한다는	것을	확인하였다.	그리고	질산화가	일어난	것으로	
밝혀진	3개의	단백질을	추가로	동정하였다[36].	
질량분석기를	이용한	단백질의	번역	후	수식의	연구에는	다양

한	농축방법들이	사용되는데,	아세틸화,	인산화	그리고	당화	등의	
분석을	위해	다양한	농축방법이	개발되고,	실제	생체시료	내의	단
백질의	번역	후	수식	연구에	유용하게	사용되고	있다.	하지만,	이에	
비해서	단백질의	질산화에	대한	선택적인	농축방법은	많은	연구가	
되고	있지만	실제로	생체시료에서	활용되고	있는	방법은	거의	없는	
것이	현실이다.	이는	다른	단백질의	번역	후	수식들에	비해서	단백

질의	질산화에	의한	변형이	특이적으로	더욱	극소량으로	존재하기	
때문이기도	하지만,	일반적으로	사용되는	화학적	변형에	의한	농
축	방법을	적용하기에는	-NO2	잔기가	매우	좋지	못한	화학적	반응

성을	갖기	때문이다.	따라서	단백질의	질산화를	분석하기	위한	농
축방법에는	-NO2	잔기를	아민으로	환원시키는	과정이	대부분	포
함되며	이는	시료의	손실을	증가시켜	분석을	어렵게	하는	요인의	
하나로	작용하게	된다.
단백질에	친화적인	친화표지를	사용하는	선택적인	농축방법은	

생체	내에서	소량으로	존재하는	단백질의	번역	후	수식들의	분석

에	가장	일반적으로	사용되는	방법이다.	이	방법은	단백질의	질산

화에	친화적인	친화표지를	붙여줌으로써	이후	질량분석기	등으로	
분석할	때,	친화표지가	붙은	단백질만을	선택적으로	잡아내어	분
석이	수월하게	해준다.	현재까지	개발된	방법은	모두	동일한	방법으

로	접근하고	있으며,	다만	최종적으로	반응시키게	되는	친화표지

만	서로	다른	종류를	사용하고	있다.	이	종류의	농축방법은	-NO2	
잔기의	화학적	반응성이	낮기	때문에	-NO2	잔기를	아민으로	환원

시켜주는	과정이	모두	포함되어	있으며,	이	과정에서는	sodium	di-

thionite	(Na2S2O4)가	주로	사용된다.	또한,	-NO2	잔기를	아민으로	
환원시키기에	앞서	기존의	펩티드에	존재하고	있는	아민,	즉,	lysine
과	N-말단에	있는	아민을아세틸화	혹은	메틸화	과정을	통하여	막
아주게	된다.	이는	이후	반응시키는	친화표지들이	모두아민과	반
응하기	때문에,	순수하게	단백질의	질산화로부터의	변형으로	환원

된	아민들에만	친화표지를	붙여주기	위해서	기존에	존재하는	아민

들의	반응성을	모두	제거하는데	그	의미가	있다.	2003년	Nikov는	
biotin-avidin	상호작용을	응용하여,	sulfo-NHS-SS-biotin을	사용

해	질산화가	일어난	단백질들을	특이적으로	잡아내는	농축	방법

을	개발하였다[37].	이	방법은	pH	5	환경에서	정상적으로	반응할	
수	있게	되며,	biotin-avidin	상호작용을	통해	선택적으로	단백질을	
추출한	이후에는	dithiothreitol	(DTT)을	사용하여	이중	황결합

(disulfide	bond)을	끊어줌으로써	순수한	질산화	단백질만을	얻을	
수	있다.	Nikov는	이	방법을	인간	혈청	알부민(human	serum	albu-
min,	HSA)에	적용하였으며,	1개의	질산화	단백질을	동정하였다.	
이와	동일한	방법으로	Abello는	소	혈청	알부민(bovine	serum	al-
bumin,	BSA)과	안지오텐신II에서	질산화	단백질을	분석하였다

[38].	또한,	Smith	연구팀에서는	N-succinimidyl	S-acetylthioace-
tate	(SATA)를	사용하여	질산화	단백질을	농축하는	방법을	개발

하였는데,	아민으로	환원된	부분에	SATA	친화표지를	부착한	뒤,	
thiopropylsepharose	비드와	반응시켜	친화표지가	붙은	단백질만

을	선택적으로	추출해	내었다.	이후	추출된	단백질들은	DTT를	사
용하여	이중	황결합을	끊어줌으로써	비드와	분리되고,	알킬레이션

(alkylation)	과정을	거쳐	최종적으로	추출되게	된다.	이	방법은	
BSA에서	시험을	거친	뒤	히스톤과	마우스의	뇌에서	활용되었으며,	
각각	3개와	102개의	질산화	단백질을	동정하였다[39].	Prokai-Tat-
rai는	solid-phase	active	ester	reagent	(SPAER)라고	명명한	질산화	
단백질의	농축방법을	보고	하였는데,	이는	succinimidyl-4-formyl-
benzoate와	반응시킨	고체상태의	하이드라자이드비드를	환원된	
아민에	붙이고,	trifluoro	acetic	acid	(TFA)와	같이	수소	이온을	발
생시키는	시약을	통해	가수분해하여	비드를	떨어뜨려	질산화	단백

질만을	선택적으로	추출해내는	방법이다[40].	Prokai-Tatrai는	이	
방법을	혈장에	적용하였으며,	총	12개의	질산화	단백질을	동정해내

었다.	이	외에도	Kim의	연구팀에서는	2009년과	2011년	2개의	농축

방법을	각각	보고하였는데,	쉬프	베이스(schiff	base)를	사용한	방
법과[41]	불화탄소(fluorinated	carbon)	친화표지를	사용한	방법이

다[42].	두	방법	모두	질산화	단백질로부터	환원된	아민에	친화표지

를	붙이게	되는데,	쉬프	베이스	방법은	시료를	pyridine-2-carbox-
aldehyde와	반응시켜	bispyridinylated	형태로	만들어	준	뒤	Ni2+-
NTA	magnetic	agarose	bead를	사용하여	잡아내는	것이다.	반면,	
불화탄소	친화표지를	사용한	방법은	시료를	N-succinimidyl	3-	
perfluorobutyl	propionate와	반응시킨	뒤	불소화(fluorous)비드에	
통과시켜	불소-불소(fluorine-fluorine)	상호작용을	통해	친화표지
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가	붙은	단백질만을	선택적으로	추출해	내는	방법이다.	두	방법은	
각각	BSA와	huh7세포에	적용되어서	1개와	28개의	질산화	단백질

을	동정하였다.	특이적으로,	쉬프	베이스	방법만이	위에서	언급한	
모든	방법들	중에	유일하게	MALDI-TOF	질량분석기로	분석되었

는데,	쉬프	베이스	형태의	친화표지가	ESI	방식의	질량분석기에서	
이온화가	잘	되지	않는	문제로	인하여	MALDI-TOF	질량분석기를	
사용하였다.
질산화가	일어난	단백질에	화학적	변형을	일으켜	이들을	추출하

는	방법은	또한	정량분석에	강점을	가지고	있다.	현재까지의	질산

화정도에	대한	정량은	항체를	이용한	면역반응이	대부분을	차지하

고	있다.	이들은	일반적으로	사용되는	정량방법이지만,	그	정확한	
양을	알	수	없고	두	개의	정량성이	비슷한	경우	판별이	쉽지	않으며,	
비	특이적인	단백질의	결합에	대해	배경	신호(background	signal)
가	발생할	수	있다는	단점이	있다.	반면에	화학적인	변형을	사용하

여	질산화	단백질을	분석하게	되면,	그들	각각의	화학적인	성질에	
따라서	선택적인	분석이	가능해지는	장점이	있다.	이	방법은	과거
부터	종종	보고되어	왔는데,	Crowley는	1998년	질산화	단백질의	
-NO2	잔기를	n-propyl	carboxylic	acid	ester와	heptafluorobutyric	
anhydride	용액에서	반응시켜	fluoroacylated	형태로	바꾸어	주고	
이를	기체크로마토그라피-MS로	분석,	정량곡선을	작성하여	정량

성이	나타남을	발표하였다[43].	Gevaert는	단백질에	변형이	일어나

면	액체크로마토그라피에서	방출되는	시간에	차이가	생기는	점을	
이용하여	combined	fractional	diagonal	chromatography	(CO-
FRADIC)로	명명된	방법을	개발하였다[44].	이	방법은	시료를	여
러	개의	분획으로	나눠준	다음	특정한	화학적	변형을	일으켜	변형

이	되지	않은	시료와	변형된	시료를	서로	다른	RT에	나누어	받음으

로써	두	종류의	시료를	분리한	뒤에	분석하는	방법으로,	이후	Ghes-
quiere와	Larsen의	연구에서도	동일한	방법으로	응용되었다[44,	
45].	특히,	Ghesquiere는	peroxynitrite를	사용하여	강제로	질산화

시킨	jurkat세포에서	총	267개의	질산화	단백질을	동정함으로써	
가장	많은	수의	단백질을	동정하였다.	
위와	같이	최근까지도	다양한	질산화	단백질의	농축	기술은	개

발되고	있지만	생체	내에서의	워낙	적은	양으로	인해	생체	시료에

서는	적용하기가	어려워	아직도	많은	경우	질산화	시약을	처리하여	
실험을	진행하거나	nitrotyrosine	모델	시스템을	만들어	확인을	하
는	것이	대부분이다.	

2) 질산화 단백질의 정량

잘	알려져	있는	인산화와	같은	단백질의	전사후	수식은	우리	생
체내에서	중요한	신호전달	물질로서	작용을	하며	인산화의	양에	
따라	생체	내	단백질의	활성을	결정	짓는	중요한	요소이다.	그렇기	
때문에	단백질의	번역	후	수식의	정량	또한	분석에서	매우	중요한	
요소를	차지한다.	

질산화	단백질의	정량법은	전통적	분석방법인	항체기반	분석법

으로	질산화	특이항체를	이용하여	밴드의	세기를	측정하는	것에

서부터	발전하였으며,	주로	NO2에	특이적으로	결합할	수	있는	친
화표지	등을	이용하여	정량을	하였다.	Sharov는	4-aminomethyl-
benzene	sulfonic	acid	(ABS)와	potassium	ferricyanide	(K3Fe[CN]6)
를	반복시켜	NO2	잔기에	반응시킴으로써	형광을	나타내는	친화표

지를	붙여주고,	형광스펙트로스코피(fluorescent	spectroscopy)를	
사용하여	정량하는	실험을	발표하였다[46].	이	방법은	복잡한	혼
합물에서	적용되었고,	10	pmol까지의	정량한계를	결과로	보여주었

다.	이와	비슷한	방법으로,	Wisastra는	salicylaldehyde와	alumi-
num	chrolide를	시료에	함께	처리하여	NO2	잔기를	형광에	반응하

는	물질로	변형시켜	준	뒤	359	nm와	475	nm의	형광에서	정량비교

를	실험하였다[47].	계속해서	언급되지만	질산화	단백질의	정량은	
생체	내의	적은	양	때문에	직접적인	정량이	매우	힘들다.	이전의	많
은	연구에서	질산화	단백질의	정량은	항체	기반	단백질	검출	방법

(dot-blot,	western	blot,	ELISA	등)을	이용하여	수행하였고,	민감도

가	높은	항체	기반	실험방법의	특성상	전체	질산화	단백질	의	양적	
차이에	관한	충분한	정보는	제공할	수	있다.	그러나	단백질의	질산

화에	의하여	발생하는	여러	신호전달,	반응	기전이	어떠한	단백질,	
어느	위치에서	그리고	얼마만큼의	빈도로	일어나는가에	관한	상관

관계는	확인을	할	수	없기	때문에	사실상	획득	가능한	정보가	극히	
제한적이라	할	수	있다.	그에	반해	질량분석기를	이용한	분석의	경
우	질산화가	일어난	정확한	아미노산에	대한	정량	비교가	가능하

기	때문에	단순히	전체	질산화	단백질의	정량	차이만을	확인하는	
것이	아니라	단백질의	기능과	질산화	단백질	정도와의	상관관계를	
유추해	볼	수	있다.	
질량분석기의	정량에서	MALDI는	장비의	특성상	시료에	따른	

재현성이	확보되기	힘들기	때문에	주로	액체크로마토그라피를	이
용한	정량을	수행한다.	이때	액체크로마토그라피상에서	펩티드의	
광범위한	물리화학적	특성(크기,	전하,	소수성)에	따른	질량분석	
반응의	차이	때문에,	대부분	펩티드	기반의	정량에서는	각	펩티드

의	비교를	통해	정확성을	높인다.	
질산화	단백질의	정량	분석은	주로	화학표지화(chemical	labling)	

방법을	사용한다.	펩티드에	서로	다른	질량	값을	갖는	화학표지

(iTRAQ,	TMT)를	붙인	후	동량의	혼합	펩티드를	액체크로마토그

라피-탠덤매스분석하여	서로	다른	질량	값을	갖는	화학표지	이온

의	세기를	이용하여	상대적으로	정량을	하는	방법을	사용한다.	
Evans의	실험에서는	iTRAQ,	TMTM라는	화학표지를	이용한	

정량	방법을	이전에	발표가	되었던	농축방법과	같이	활용하였다.	
BSA	단백질에	과산화아질산염을	처리한	NO2-BSA에	앞의	농축방

법에서	소개되었던	것처럼	반응성이	좋지	않은	NO2잔기를	아민으

로	치환을	하는	과정이	있으며,	그	전에	이미	있던	아민	잔기에	화학

표지가	붙는	것을	막기	위해	lysine과	N-말단을	아세틸화를	수행하
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였다.	그	이후	NO2가	치환된	아민기에	TMT,	iTRAQ	시약을	반응

시킨	후	액체크로마토그라피-탠덤매스분석을	이용하여	분석하였

고,	동일한	펩티드에서	유래된	탠덤매스분석스펙트럼에서	화학표

지	이온에	해당하는	피크들의	세기를	비교함으로써	정량을	수행하

였다[48].	
Zhang	등의	연구에서의	경우는	화학표지를	사용하지	않는	방법

을	이용하여	정량을	수행하였다.	이때의	전제는	서로	다른	분석에

서의	재현성이	가장	중요하므로	microfluidic	HPLC	chip	system와	
Q-TOF	질량분석기를	사용하여	서로	다른	질산화시약과	환경에서	
얻어진	BSA,	OVA	시료를	분석하였다.	활성질소	단백질의	정량을	
위해서	NO2	잔기를	포함한	펩티드(Pnitrotyrosine)와	동일한	아미노산	
서열을	가지지만	NO2	잔기가	없는	펩티드(Pnative)에	상응하는	스펙

트럼의	피크의	면적값을	사용하여	아래와	같은	식에	대입하여	질
산화	단백질의	정량을	수행한다.	

질산화	단백질	rate	= 	Pnitrotyrosine/(Pnitrotyrosine+Pnative),	*P	= 	Peptide

그	결과	전체	질산화	단백질의	양이	단순히	질산화가	일어난	아
미노산의	서열에	의한	질산화	단백질의	양을	의미하지는	않는다는	
것을	실험적으로	밝혀	냈으며,	그것은	질산화단백질의	발생	기전이	
독립적으로	존재	한다고	생각할	수	있다[49].	
이	외에도	Tsumoto는	질산화	단백질에	중수소로	치환된	메탄과	

치환되지	않은	메탄이	있는	두	종류의	아민에	반응하는	시약(amine-
reactive	reagent)을	사용하여	두	개의	서로	다른	시료에	각각을	처
리해	차이가	나는	3	Da을	이용하여	두	시료를	정량비교하고자	하
였다[50].	이와	같이	화학적인	변형을	이용한	질산화	단백질의	정량

분석은	향후	질산화	단백질과	질병,	신호전달과의	상관관계를	규명

하는데	중요한	역할을	할	것으로	기대된다.

결  론

단백질의	질산화는	노화와	연관된다.	다양한	신경질환과	관련되

어	있을	것이라고	생각되는	중요한	단백질의	번역	후	수식으로	최
근에도	다양한	연구	결과들이	발표되고	있는	분야이다.	이	분야에

서	질량분석기를	이용한	단백질의	질산화분석은	화학적친화표지

를	이용한	농축방법이	발전하고있다.	하지만	이러한	농축방법이	아
직까지는	실제	질병모델에서	단백질의	질산화기능을	밝힐	정도의	
효율을	갖지는	못하는	현실이다.	이것은	생체	내에	단백질의	질산

화가	워낙	소량으로	존재하기	때문인데,	앞으로의	연구에서는	실제	
질병모델에서	적용가능한	농축방법이	개발될	것으로	기대되며,	그	
이후에는	질병모델에서의	단백질	질산화자리(site)의	동정과	정량

을	통해	질병과	단백질	질산화간의	상관관계가	밝혀질	것이라고	생
각된다.	
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