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국문요약

경직성 뇌성마비 환아의 근육내 Ubiquitin및
Neuralcelladhesionmolecule유전자 발현

목적 :본 연구에서는 뇌성마비 환아에서 근육의 경직도에 따른 조직
병리학적 변화 및 Ubiquitin과 Neural cell adhesion molecule
(N-CAM)유전자 발현 양상을 관찰하고자 하였다.

재료 및 방법 :경직성 뇌성마비 환아 7명과 신경근육성 질환으로 확
진을 받았거나 의심되는 환아 5명 그리고 대조군으로 정상인 환자 1
명을 대상으로 정형외과적 수술 시에 근 생검을 실시하였다.생검된
근육으로 조직병리학적 관찰을 하였으며 역전사 중합효소 연쇄반응과
Ubiquitin 및 N-CAM 단백질에 대한 조직화학염색을 시행하여
Ubiquitin및 N-CAM 유전자 발현 정도를 관찰하였다.

결과 :조직병리학적 소견에서는 경직도에 따른 질병특이적인 변화는
없었다.뇌성마비 환아에서는 경직이 심한 환자에서 Ubiquitin유전자
발현은 증가하였고 N-CAM 유전자 발현은 감소하는 양상을 보였다.
조직화학염색에서는 Ubiquitin단백에 대한 반응이 모든 환아들에서
음성이었으며 N-CAM 단백은 유전성 운동 및 감각 신경병증
(hereditarymotorsensoryneuropathy)환자 2명에서만 강한 양성을
보였다.

결론 :본 연구에서 나타난 경직성 뇌성마비 환아에서 근육의 경직도
에 따른 Ubiquitin및 N-CAM 유전자 발현의 결과는 여러가지 기전
이 복합적으로 작용하여 나타난 것으로 사료되었으며 향후 뇌성마비
환아의 분자생물학적 연구 및 치료에 적용되기 위해서는 유전자 전사
후 변화에 대한 관찰이 필요하리라 생각된다.

핵심되는 말 :뇌성마비,경직성,Ubiquitin,Neuralcelladhesionmolecule



경직성 뇌성마비 환아의 근육내 Ubiquitin및
Neuralcelladhesionmolecule유전자 발현
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연세대학교 대학원 의학과

정정정 성성성 훈훈훈

ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

뇌성마비(cerebralpalsy)는 단일 질환이 아니라 임신 중 혹은 출생
후 뇌에 대한 단기간 내의 손상으로 발생하며,운동 기능의 조절 장
애를 유발하여 운동이나 자세 이상 등 공통적인 특징을 나타내는 상
태를 지칭한다1. 이때 뇌의 병변은 영구적이고 비 진행성
(nonprogressive)이며 더 이상의 활성적인 병변이 없어야 한다.그러
나 이로 인한 상하지의 변형은 성장하면서 점점 진행하고 변화한다.
뇌성마비의 생리학적인 유형에 따른 분류는 크게 경직형(spastic
type),이상운동형(dyskinetictype),운동실조형(ataxictype),혼합형
(mixedtype),저긴장형(hypotonictype)등이 있으며 이 중 경직형이
가장 많다.경직성(spasticity)이란 근육을 수동적으로 늘일 때 근육의
신전 반사(stretchreflex)의 항진으로 인하여 근육의 긴장성이 증가되
는 것이며 이러한 경직성은 심각한 근골격계의 기능적 장애를 유발시
키지만 현재 경직성의 정확한 병리생리학적인 기전은 밝혀져 있지 않
다1.
현재까지의 경직성 뇌성마비 관한 연구는 중추성 뇌병변이라는 관점
때문에 근본적인 신경학적인 면에서 많이 진행되어 왔다.중추 신경



계에서의 병리현상은 현재까지의 연구에서 많이 밝혀진 반면,이환된
근육자체의 조직병리학적 및 생화학적 관점에서의 연구 결과는 아직
미비한 실정이다.Castle2 등은 경직성 뇌성마비 환자에서의 근육에
대한 조직학적인 변화를 보고하였는데 약 반 수에서 조직학적 변화가
없거나 미미하게 나타났을 뿐 만 아니라 생검한 근육 부위 및 환자의
중증도(severity)에 따라 제 1형 근섬유(typeIfiber)와 제 2형 근섬유
(typeIIfiber)의 위축(atrophy)및 비대(hypertrophy)가 다양하게 나
타났다고 하였고 이렇게 일정하지 않고 다양한 조직학적 소견을 보이
는 이유는 다양한 중증도 때문일 것 이라고 추측하였다.Booth3등은
경직성 뇌성마비 환자들의 경직도를 임상적으로 측정하여 근육내의
교원질 양과의 상관관계를 조사하였는데 경직도가 심할수록 교원질
양이 많은 결과를 나타낸다고 보고하였고 Ito4등은 비복근을 채취하
여 분석한 결과 질병특이적인 이상소견은 없었으나 근섬유형 분포
(fibertypedistribution)에 있어서 제 1형 근섬유 우세(type-1fiber
predominancy)와 제 2B형 근섬유 결핍(type-2B fiberdeficiency)양
상을 보였으며,근섬유 크기의 변이성(variability)특히 제 1형 근섬
유의 변이성 증가는 나이가 많을수록,중증도가 심할수록 증가하였다
고 보고하였다.이러한 일련의 연구에서 보고 되었듯이 경직성 뇌성
마비 환자에서 근육자체의 조직병리학적인 변화는 매우 다양하게 나
타나고 있다.
근육 자체의 분자생물학적 및 조직학적 관점에서의 연구도 아직 미
비한 실정이다.Marbini5등은 탈신경 표식자(denervationmarker)로
neuralcelladhesionmolecule(N-CAM)을 이용한 면역조직화학적 연
구를 진행하였는데 6세 미만의 어린 환자에서 특징적으로 N-CAM의
발현이 군화된 근섬유(groupedfibers)에서 일어나는 사실을 발견하고
이는 경직성 뇌성마비 환자에 있어서 운동신경 단위 재배치(motor
unitremodeling)가설을 지지하는 소견이라고 하였다.N-CAM은 대
부분의 말초신경이나 중추신경의 표면에 있는 막성 당단백(membrane



glycoprotein)으로써 정상 성인 근세포에서는 발견되지 않으나 탈신경
시에 다시 나타나게 된다6.최근 근 소모(musclewasting)와 관련된
여러 가지 단백분해 세포기전이 신경 근육성 질환에서 연구가 되고
있는데 근육 내 Ubiquitinproteasomeproteolyticsystem이 중요한
기전으로 알려져 있다7. Ubiquitin은 열충격 단백질(heat shock
protein)의 일종으로 근육 세포 내에서 초기에는 비활성화 상태로 존
재하다가 고정(immobilization), 탈신경(denervation), 근 무부하
(muscleunloading)와 같은 불용성 상태(disusecondition),노화과정
(aging process),기아(starvation),다양한 종류의 악액질(cachexic
states)등의 환경에서 활성화 되며8,9,10,Ubiquitin단백질이 세포 내 단
백질을 분해하기 위해서는 세 가지 군의 보조효소;E1(ubiquitin
activating),E2(ubiquitinconjugating),E3(ubiquitinligating)가 필요
하다11.
정형외과적으로 신경근육성 질환 환자의 경직도는 매우 중요한 임상
적 의미를 지니며 이와 관련된 장애로 수술을 시행하는 경우가 흔하
다.주로 하지 근육의 구축(contracture)으로 근건 이전술(tendon
transfer)이나 근건 연장술(tendonlengthening)을 주로 시행하게 되는
데 이때 근육의 탄력성 저하가 심할 경우에는 골절제술(Osteotomy)을
시행하기도 한다.본 연구에서는 뇌성마비 환자의 경직도에 따른 조
직병리학적 변화 및 Ubiquitin과 N-CAM 유전자 발현 양상을 관찰하
고자 하였다.



ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.연구 대상
경직성 뇌성마비 환자 7명,신경근육성 질환으로 확진을 받았거나
의심되는 환자 5명,그리고 대조군으로 정상인 환자 1명을 대상으로
수술 전 사전 동의 후 정형외과적 수술 시에 근 생검을 실시하였다.
경직도는 수술 전 신체 문진을 통해 측정되었는데,이를 위해
modifiedAshworth'sscale(MAS)을 이용하여 1등급에서 4등급까지
나누었다.경직성 뇌성마비 환자가 7명이었으며 유전성 운동 및 감각
신경병증(hereditarymotorsensoryneuropathy)환자 2명, 원인 불
명의 첨족 변형 환자 1명,원인 불명의 보행 이상 환자 1명,피부근염
환자 1명이었다. 모든 환자들은 정상보다 증가된 경직도를 보였으며
3명의 환자에서 1등급의 경직도를 보였고 나머지 환자들은 4등급이었
다.성별은 환자는 남자가 6명,여자가 6명이었고 대조군은 남자로 하
였다.나이는 4세에서 21세까지 다양하였으며 평균 나이는 9.8세 였
고,12명의 환자들은 모두 근육 경직으로 인한 관절 구축이 있는 환
자들이었으며 근건 이전술과 근건 연장술을 받았다.생검은 수술 부
위에 따라서 장무지 외전근과 비복근에서 실시하였으며 대조군은 신
경학적으로나 근골격계에 이상이 없는 환자로 다른 적응증으로 수술
을 시행 받는 경우였다.



표표표111.환자 요약(summaryofpatients)

1.modifiedAshworth'sscore

2.조직학적 검사
가.HaematoxylinandEosin염색(H & E염색)
생검한 근육조직을 액체질소(Liquidnitrogen,LN2)를 이용하여 동결
한 뒤 통상적인 방법으로 동결절편을 제작하여 HarrisHematoxylin
용액에서 5분 반응 후 흐르는 물에 수세 하였고,eosin용액에서 3분
간 염색하여 70,90,100% ethanol로 탈수 후 봉입하여 전체적인 조직
변화를 광학현미경하에서 관찰 하였다.

나.효소조직화학 염색(EnzymeHistochemistry)
동결절편 3장씩을 준비하여 알카리성 전반응액(alalinepreincubation
용액 pH9.4)에 반응시킬 절편을 고정액에 옮겨 실온에서 5분간 고정
하고 Trisbuffer에 1분간 수세하였다.알칼리성 전반응액(pH9.4)에서

Pts.No. Sex/Age Diagonsis Biopsysite MAS1 Pathology
1 M/4 Normalcontrol Abductorhallucislongus 0 Normal
2 M/6 Dermatomyositis Gastrocnemius 4 Normal
3 M/12 Unknownorigin

equinocavovarusdeformity
Abductorhallucislongus 4 Normal

4 M/21 Unknownorigin
gaitabnormality

Abductorhallucislongus 4 TypeIpredominency

5 M/11 Hereditarymotorsensory
neuropathy

Abductorhallucislongus 4 Groupatrophyconsistent
withneurogenicatrophy

6 M/11 Hereditarymotorsensory
neuropathy

Gastrocnemius 4 Groupatrophyconsistent
withneurogenicatrophy

7 F/7 Cerebralpalsy Abductorhallucislongus 1 Normal
8 F/8 Cerebralpalsy Gastrocnemius 1 Normal
9 F/8 Cerebralpalsy Abductorhallucislongus 1 Normal
10 F/20 Cerebralpalsy Gastrocnemius 4 Normal
11 F/11 Cerebralpalsy Gastrocnemius 4 Normal
12 M/5 Cerebralpalsy Gastrocnemius 4 Normal
13 F/4 Cerebralpalsy Gastrocnemius 4 TypeIpredominency



15분,산성 전반응액(pH4.3,pH4.6)에서 30분간 반응시킨 후,Tris
buffer에 1분간 2회 헹구고 반응액(incubation용액)으로 37℃에서 1시
간 반응시켰다.1% calcium chloride 수용액에서 30초씩 3회 수세하
고 2% cobaltchloeide수용액에서 3분 반응하여 수세 후에 1.5%
ammonium sulfide수용액에서 3분간 반응 후에 흐르는 물에 수세 후,
70,90,100% ethanol로 탈수하고 봉입하였다.

다.GomoriTrichrome염색
1% potassium permanganate수용액에서 1분간 산화 후에 수세 후
1% oxalicacid수용액에 1분간 표백을 하고,2% ferricammonium
sulfate수용액에 1분간 감작하였다.ammoniacalsilver용액에서 1분간
반응 시키고 10% formalin에 3분간 환원한 후,0.2% goldchloride수
용액에서 1-분간 조색을수행 하였다.1% oxalicacid수용액에 1분간
반응한 뒤 5% sodium thiosulfate수용액에서 5분간 장착한 뒤 70,
90,100% ethanol로 탈수하고 봉입하였으며 각 단계에서 증류수로
수세하였다.

라.면역조직화학 염색((Immunohistochemistry)
3% hydrogenperoxide(H2O2)로 조직 내 내인성 peroxidase를 불활
성 시킨 후 blocking serum으로 실온에서 10분간 반응시켰다.
Anti-Torpedo Dystrophin 일차항체, Ubiquitin 일차항체(DAKO,
Denmark),N-CAM 일차 항체(Santacruz,California,USA)로 37℃
에서 2시간 반응시켰다.Avidin-biotin(Zymed HistoPluskit,San
Francisco,CA,USA)방법을 이용하여 면역조직화학염색을 수행하였
으며 blockingserum에서 일차 항체 단계를 제외한 각 단계에서 PBS
용액으로 수세하였다. 3,3'-diaminobenzidine(DAB, Vector
laboratories,Inc.,Burlingame,CA,USA)으로 발색하고 Mayer's
hematoxiln으로 대조 염색을 수행한 후 70,90,100% 에틸알코올에서



탈수하고 봉입하여 광학현미경하에서 관찰하였다.

3.유전자 발현
가.근육 조직의 RNA 분리
RNA 분리는  Trizol® (Invitrogen,Carlsbad,Canada)를 이용한 acid
guanidium thiocyanate-phenolchloroform extraction방법으로 시행
하였다.추출된 근육 중 1g을 분리하여 15mlconicaltube에 옮긴 후
phosphatedbufferedsaline(PBS,introgen,USA)으로 3회 세척하였
다.이후 Trizol® 1ml을 첨가한 후 2분간 상온에 방치한 다음,
Homogenizer(Diax100,Heidolph,Germany)를 사용하여 조직을 균일
화 시켰다.이후 2mle-tube에 조직액을 옮긴 후 chloroform(Sigma,
USA)200㎕/Trizol용량을 조직액에 첨가시킨 후 15초간 vortexing시
켰다.상온에서 2분간 방치 시킨 후 원심분리기를 이용하여 14000rpm
으로 15분간 원심분리 시행하였다.원심 분리 후 상층액을 새로운
e-tube로 옮기고,Isopropanol(Sigma,USA)을 동일 부피로 첨가하고
15초간 vortexing시킨 후 15분간 상온에 방치시켰다.이후 다시 원심
분리기를 이용하여 14000rpm으로 10분간 원심 분리하였고,상층액을
버리고 75% DEPC(DiethylPyrocarbonate,Sigma,USA)-Ethanol용
액을 1ml첨가 한 후 다시 7500rpm으로 5분간 원심분리 시켰다.다시
상층액을 버리고 상온에서 5분간 방치시킨 후 충분히 건조 시켰고,
30㎕ DEPC용액을 첨가하여 추출된 RNA를 충분히 녹였다.이후 1%
Agarosegel(Sigma,USA)을 이용하여 추출된 RNA를 100Volt에서
약 10분간 전기영동 시켰다.전기영동으로 28s와 18s로 분리됨을 확
인 하였고 두 subunit의 density비가 1.5-2.0사이인 경우 RNA를 다
음 실험에 사용하였으며 그 이하인 경우는 다시 추출 하였다.

나.RNA 정량
추출된 RNA 1㎕에 DEPC water를 첨가하여 50배 희석시킨 후



Spectrophotometry(λ=260nm)로 흡광도를 측정하였다.측정된 값으로
전체 RNA양을 측정하였고,DEPCwater를 첨가하여 농도가 0.5㎍/㎕
가 되도록 하였다.

다.역전사 중합효소 연쇄반응(RT-PCR)
(1)ClonalDNA(cDNA)제작
AccuPower®-RT PreMix(Bioneer,Korea)Kit20㎕에 정량 된 total
RNA 5㎍을 첨가하고 deoxyribonucleotide triphosphate(dNTP,
Promega,USA)1㎕를 최종적으로 첨가한 후 ThermoHybridPCR
reactor(USA)를 이용 72℃에서 5분간 반응 시켰다.

(2)역전사 중합효소 연쇄반응
AccuPower®-PCRpremixtube(Bioneer,Korea)에 제작된 cDNA 1㎕
와 primer10pmole를 넣고,전체 부피가 20㎕가 되도록 증류수를 첨
가하였다.각 유전자에 대해 사용된 primer는 참고 문헌과 Gene
Bank를 이용하여 제작 되었으며 염기서열은 표 2와 같다.Ubiquitin
의 경우 94℃에서 1분 유지 후 94℃ 5초,54℃ 5초와 72℃ 30초 조
건으로 27cycle을 시행 하였고 72℃에서 2분간 안정시켰다.GAPDH
의 경우 각각의 primer와 동일한 조건으로 수행하였다.이후,2%
Agarosegel에 RT-PCR결과로 얻어진 cDNA 3㎕를 well에 넣고 100
volt에서 약 15분간 전기영동 시켰다.DNA ladder를 함께 전기영동
하여 Ubiquitin의 경우 120bp에서 유전자 발현을 확인하였고 GAPDH
의 경우 226bp에서 유전자 발현을 확인하였다.확인된 두 유전자 발
현을 UV 디지털 카메라로 촬영 후 Image-pro® 프로그램을 이용하여
GAPDH 유전자의 발현을 기준으로 상대적인 발현 정도를 측정하여
비교하였다.



표표표 222.역전사 중합효소 연쇄반응에 사용된 Ubiquitin,Neuralcell
adhesionmolecule(N-CAM)과 GAPDH의 염기서열 (Primerof
Ubiquitin,N-CAM andGAPDH)

1Ubiquitin은 전기영동 후 120bp에서 위치를 확인함
2N-CAM은 전기영동 후 140bp에서 위치를 확인함
3GAPDH는 전기영동 후 226bp에서 위치를 확인함

Ubiquitin1 Forward 5'-GGG TGT CAG TAT CTT TAA CGG C -
3'

Reverse 5'-CAGACGGGCAAA GAT ACA CA -3'

N-CAM2
Forward 5'-CGT AGA AAA CAT TGCACA GA -3'
Reverse 5'-CTA TGA ACA TGCACGCAT AC-3'

GAPDH3
Forward 5'-GAA GGT GAA GGT CGGAGT -3'
Reverse 5'-GAA GAT GGT GAT GGGATT TC-3'



ⅢⅢⅢ...결결결과과과

1.조직병리학적 소견
뇌성마비 환자 7명중 6명은 근육세포가 정상크기의 다각형 모양으로
구성되어 있었고 핵은 근섬유막하에 존재하며 효소조직화학염색
(ATPasepH9.4,pH4.3,pH4.6,NAPH-TR)에서 제 1형 근섬유와 제
2형 근섬유가 정상비율로 구성되어 있었다.근 섬유형 군화(fibertype
grouping)나 근 섬유형 우세(fibertypepredominency),특정 근섬유의
위축이나 비대가 없는 정상 조직소견을 보였으며 1명에서만 제 1형
근섬유 우세를 보였다.Dystrophin면역 염색에서도 근 섬유막을 따
라 정상적인 면역 활성도를 보였으며 utrophin증가 반응도 없었다.
또한 미토콘드리아 근 질환을 관찰할 수 있는 Gomoritrichrome염
색에서는 raggedredfiber나 nemaline간체는 없었다.유전성 운동
및 감각 신경병증 환자 2명에서는 신경원성 근 위축에 합당한 소견인
소집합 위축(smallgroupedatrophy)를 보였다.원인 미상의 보행 이
상 환자에서는 제 1형 근섬유형 우세 소견을 보였다.

(가)환자7(H&E염색) (나)환자6(H&E염색) (다)환자13(ATPasepH9.4)
그림1.조직병리학적 소견(☓20).(가)뇌성마비 환자인 환자7에서는 정상크기의
다각형 모양으로 구성되어 있는 근육세포와 근섬유막하에 존재하고 있는 정상
근육핵이 보인다.(나)유전성 운동 및 감각 신경병증 환자인 환자6에서는 소집합
위축 소견이 보인다.(다)뇌성마비 환자인 환자13에서는 효소화학염색에서 묽게
염색되는 typeIfiber가 우세한 소견을 보이고 있다.



2.조직화학적 소견
가.Ubiquitin단백에 대한 조직화학염색 소견
모든 환자들에서 unbiquitin단백에 대한 염색이 음성반응을 보였다.

(가)환자1(대조군) (나)환자7(음성염색대조군) (다)환자13
그림2.Ubiquitin단백에 대한 조직화학적 염색 (x20).환자1,환자7,환자13모두에서
음성반응을 보여주고 있다.

나.Neuralcelladhesionmolecule단백에 대한 조직화학염색 소견
뇌성마비 환자에서는 염색이 되지 않았으며 강직도가 심했던 유전성
운동 및 감각 신경병증 환자 두 명에서 모두 위축된 근섬유의 세포질
에서 강한 N-CAM 발현을 나타내었다.

(가)환자1(대조군) (나)환자13 (다)환자5
그림3.N-CAM 단백에 대한 조직화학적 염색(x20).유전성 운동 및 감각 신경병증
환자인 환자5에서 강한 양성 반응을 보이고 있다.



3.유전자 발현
가.Ubiquitin유전자 발현
생검한 근육의 일부를 이용하여 전체 RNA를 적출한 후 역전사
중합효소 연쇄반응을 시행한 결과 뇌성마비 환자의 경우에 경직도가
낮았던 환자 7,환자 8,환자 9에서는 Ubiquitin유전자 발현이
대조군 보다 낮았으나 4등급의 경직도를 가진 환자들에게서는
Ubiquitin유전자 발현이 대조군보다 증가하는 소견을 보였다.유전성
운동 및 감각 신경병증 환자 2명 및 제 1형 근섬유형 우세를 보인
원인 불명의 보행 이상 환자에서는 정상 보다 높은 발현을 보였으나
피부근염 환자와 원인 불명의 첨족 변형을 보인 환자에서는 정상인
대조군과 비슷하거나 적은 유전자 발현을 보였다.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213

그림4.Ubiquitin유전자 발현
1:normalcontrol,2:dermatomyositis,3:unknownoriginequinocavovarus,4:unknown
origingaitabmormality,5,6:hereditarymotorsensoryneuropathy,
7,8,9,10,11,12,13:cerebralpalsy



나.Neuralcelladhesionmolecule유전자 발현
생검한 근육의 일부를 이용하여 전체 RNA를 적출한 후 역전사
중합효소 연쇄반응을 시행한 결과 뇌성마비 환자에서는 환자 12를
제외하고 모두 발현되었다.특이할 만 한 것은 경직도가 낮았던 환자
7,환자 8,환자 9그룹이 경직도가 높았던 환자10,환자 11,환자 12,
환자 13그룹보다 상대적으로 강한 발현을 보였다는 점이다.
피부근염 환자,원인 미상의 첨족 환자,원인 미상의 보행 장애 환자
및 2명의 유전성 운동 및 감각 신경병증 환자에서는 모두 강한
발현을 보였다.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

그림5.Neuralcelladhesionmolecule유전자 발현
1:normalcontrol,2:dermatomyositis,3:unknownoriginequinocavovarus,4:unknown
origingaitabmormality,5,6:hereditarymotorsensoryneuropathy,
7,8,9,10,11,12,13:cerebralpalsy



IIIVVV...고고고 찰찰찰

일반적으로 정상 골격근은 잘 조화된 합성과 분해 과정을 통해 항상
근육의 안정성과 항상성을 유지하고 있다.정상적인 생체 반응으로써
금식을 하게 되면 근육 단백질의 분해가 일어나 아미노산이 생성되며
간에서의 포도당신생(gluconegenesis)에 쓰이게 된다.이러한 외부 환
경의 변화에 대한 생체의 유익한 반응이 있는 반면 신경이 단절되는
경우와 같은 병적인 환경에서는 생체의 정상적인 조절 범위를 벗어나
게 되어 근 단백 분해가 가속화되고 단백질 합성보다 분해가 더 많아
져 근 소모가 일어나게 된다12,13.또한 근 소모가 지속될 경우에는 비
가역적 단계인 근 위축으로 진행하게 된다.
현재까지 알려진 단백 분해 기전으로 세가지 주요한 기전이 있으며
이에는 cytosolic calcium-dependent calpain system, lysosomal
proteasesystem,ATP-dependentubiquitinproteasomesystem 등을
포함한다14.근 위축 과정에서 이들 세 가지 기전은 단독적으로 보다
는 상호 보완적으로 작용한다.특히 본 연구에서 살펴본 Ubiquitin단
백 분해기전의 경우 여러 원인으로 발생하는 근 소모의 가장 중요한
기전으로 알려져 있다7.또한 calcium-activatedpathway와 lysosomal
pathway는 근육 내 단백 파괴의 약 15-20% 부분을 차지하고 근원섬
유 단백(myofibrillarprotein)에는 작용하지 않는다고 알려져 있다14.
특히 lysosomal proteolysis는 주로 수용체(receptors)나 채널
(channels), 수송체(transporters)와 같은 세포막 단백질(cell
membraneproteins)파괴에 관여한다고 알려져 있으며 혈장 지단백이
나 호르몬과 같은 세포외 단백질도 lysosomalpathway에 의해 분해
되어진다14.Ubiquitin에 의한 단백 분해의 과정은 첫 단계로 E1
enzyme에 의한 ubiquitin 활성화(activation)에 의해 시작된다.다음
단계로 ubiquitin은 E2enzyme(ubiquitinconjugatingenzyme)으로
운반되고 E2 enzyme은 다시 ubiquitin을 E3(ubiquitin ligation



enzyme)으로 운반시켜서 E3 enzyme이 ubiquitin을 기질 단백질
(substrateprotein)과 결합시킨다15.여기서 Ubiquitin결합 반응이 반
복되면 5개 이상의 Ubiquitin이 결합하게 되면서 multiubiquitin사슬
이 생성된다.이러한 multiubiquitin 사슬-기질단백 결합체가 26S
proteasome으로 운반되어 단백질 분해가 일어나게 되고 Ubiquitin은
분해 되지 않고 배출되어 재사용된다.최근에는 E3(ubiquitinprotein
ligase)에 대한 관심이 고조되고 있는데 이는 E3가 ubiquitination에
관여하는 효소들 중에서 조직 및 기질(substrate)특이성이 가장 높기
때문이다15.특히 Bodine16 등은 근육에서 Mouse muscle atrophic
F-box(MaFBX)유전자와 MuscleRING finger1(MuRF1)유전자가
근육 내 Ubiquitin활성화에 특이적인 역할을 하는 것을 증명하였다.
또한 신경차단,고정,및 현수(suspension)등 근 위축을 일으키는 여러
가지 조건에서 이 두 유전자 발현을 차단하여 근 위축을 감소시키는
데 성공하여,Ubiquitin의 근 위축에 있어서의 중요한 역할을 재조명
하였다.Ubiquitin 단백 분해 기전은 기아상태(starvation),패혈증
(sepsis), 대사성 산증(metabolic acidosis), 무체중부하상태
(weightlessness),중증의 외상(severe trauma),탈신경 근 위축
(denervation atrophy),동물 및 사람에서의 악성 악액질(cancer
cachexia)등 여러 가지 원인에서 발생하게 된다17,18,19,20.이러한 일련
의 보고들은 대부분 동물 실험 모델을 이용한 것이며 환자들을 대상
으로 하여 Ubiquitin-dependentproteolyticpathway의 역할을 조명한
보고는 극소수에 불과한 편이다.Tiao21 등은 패혈증 환자에 있어서
근 단백질의 파괴 기전을 증명하기 위해 Ubiquitin 및 20S
proteasomesubunitHC3의 mRNA를 측정하였다.정상 대조군 보다
패혈증 환자에게서 mRNA가 많이 발현됨을 증명함으로써 사람에 있
어서도 동물과 동일한 Ubiquitin에 의한 단백분해 기전에 의해 근 소
모가 일어남을 보였다.Williams22등도 비슷한 방법으로 암환자에 있
어서 Ubiquitin및 20SproteasomesubunitHC3,HC5,HC7,HC9등



의 mRNA를 측정하여 근 소모의 주요한 기전으로 Ubiquitin
proteasomeproteolyticpathway를 증명하였다.또한 두부 외상 환자
에 있어서도 근 소모에서의 Ubiquitinproteolysis중요성이 입증되었
다23.Kumanoto24 등은 근이영양증 환자에 있어서 Ubiquitin유전자
발현이 증가함을 보고하였으며 특히 괴사된 근섬유 및 재생 근섬유에
서 잘 관찰된다고 하였다.
경직성 뇌성 마비 환자는 골격근의 비정상적인 긴장상태로 인한 근
육 구축,관절 변형 및 탈구 등 근,골격계 이상으로 인해 정형외과적
수술이 적응되는 경우가 흔하다.본 연구에서는 수술 전 신체 문진
및 수술 시에 근육 탄력성을 기준으로 하여 근육 경직도에 따라서 환
자를 선택하여 근건 이전술 및 근건 연장술시에 근 생검을 시행하였
다.역전사 중합효소 연쇄반응에서 Ubiquitin유전자 발현은 경직도 1
등급이었던 환자 3명에서는 대조군보다 낮은 유전자 발현을 보였고
경직도 4등급이었던 환자들은 피부근염 환자와 원인 불명의 첨족 변
형을 보인 환자를 제외한 환자들에게서는 Ubiquitin유전자 발현이 대
조군 보다 높았다.따라서 경직도와 Ubiquitin유전자 발현과의 상관
관계를 유추해 볼 수 있다. Castle2등은 경직성 뇌성 마비환자에 있
어서 근육의 조직학적 변화를 기술하면서 경직성 뇌성마비 환자는 지
속적인 긴장성 근육 활성화를 보이므로 제 1형 근섬유의 비대가 보여
야 하나 오히려 위축을 보였는데 그에 대한 가설로 경직성의 관절 고
정역할을 제시하였다.Booth3등도 경직성이 골격근에 미치는 영향은
고정이나 탈신경,건절제술이 골격근에 미치는 영향과 유사하다고 하
였다.Ubiquitin은 고정,탈신경,근 무부하(muscleunloading)와 같은
불용성 상태(disusecondition)에서 활성화되는데 경직성이 이러한 불
용성 상태를 유발했다고 유추 할 수 있다.또한 경직성 뇌성마비에서
경직도가 심해질수록 지방조직이나 결합조직의 침착이 증가하는 소견
을 보이고 중심성 핵(internalnuclei)의 출현 빈도가 증가하면서 근
섬유 분열(fibersplitting),근섬유의 직경이 일정하지 않고 다양하게



나타나는 등의 근 병변성(Myopathic)조직변화가 보이는데 이러한 질
환의 만성화가 근육의 구축을 심화시키면서 관절 고정상태를 유발시
켰다고 생각할 수 있다2.경직도가 1등급이었던 환자 7,환자 8,환자
9에서 대조군보다 더 낮은 Ubiquitin의 발현을 보였는데 이는
Ubiquitin이 아닌 다른 경로를 통한 근 소모가 더 활성화되었기 때문
이라고 유추해 볼 수 있다.N-CAM 유전자 발현은 정상 대조군과 뇌
성마비 환자 1명을 제외한 모든 환자에게서 발현이 증가되었다.특이
할 만 한 것은 뇌성마비 환자에서 경직도가 낮았던 환자 7,환자 8,
환자 9그룹이 경직도가 높았던 환자 10,환자 11,환자 12,환자 13
그룹보다 상대적으로 강한 발현을 보였다는 점이다.N-CAM은 대부
분의 말초신경이나 중추신경의 표면에 있는 막성 당단백으로써 태아
발생시에 관상근세포(myotube)의 표면에서 나타나지만 성장하면서 없
어지게 되어 성인이 되면 완전히 사라지게 된다6.그러나 성인 근육에
탈신경화가 일어나게 되면 다시 근육에 나타나게 되는데 여기서
N-CAM이 재신경지배에 중요한 역할을 한다6.N-CAM은 근섬유 사
이의 간질조직에서도 나타나며 신경 종판이 있었던 자리에 집중적으
로 분포함으로써 재신경이 지배될 자리를 유도한다고 알려져 있다6.
재신경지배가 완전히 끝나게 되면 N-CAM도 사라지게 된다.
N-CAM은 정상적인 근육에는 없으며 다양한 신경근육성 질환에서
발현이 증가 되는 것으로 알려져 있는데 대표적 질환은 척수성 근육
위축증(spinalmuscularatrophy),다발성 근염(polymyositis),진행성
근이영양증(progressivemusculardystrophy)등이다25.탈신경 및 재
신경지배는 연속적이면서 서로 중복되는 과정으로 볼 수 있는데 이런
과정에서 N-CAM 유전자 발현이 가장 많이 나타나는 시점은 탈신경
과정과 재신경지배가 중복되는 기간이고 재신경지배가 진행되면서 서
서히 N-CAM도 사라지게 된다.뇌성마비 환자에서 N-CAM 발현 기
전은 탈신경-재신경지배 시에 일어나는 기전과 일치하지는 않지만 비
정상적인 상부 신경계통으로부터의 근세포 반응이라는 점에서 볼 때



경직성이 심한 경우를 탈신경-재신경지배 과정에서 N-CAM 유전자
가 발현 되는 과정의 말기 과정으로 볼 수 있으며 여기서 뇌성마비
환자의 경직도와 N-CAM 유전자 발현 강도의 역 상관관계를 유추해
볼 수 있다.또한 과도한 지속적인 긴장성 자극에 대한 근세포의 탈
감작 및 탈진(exhaustion)으로 경직도가 심한 경우에는 N-CAM 유전
자 발현이 감소했다고 유추할 수 있다.한편,면역화학 염색에서
Ubiquitin단백은 모든 환자에 있어서 염색이 되지 않았으며 N-CAM
단백은 유전성 운동 및 감각 신경병증 환자 2예에서만 염색이 되었
다.이는 전사후 단백질 합성과정에서의 장애라고 유추해볼 수 있으
며 이에 대한 추가적인 연구가 필요하리라 사료된다.
조직학적 변화는 경직성 뇌성마비 환자 7명중 1명이 제 1형 근섬유
우세를 보였으며 다른 환자에서는 정상 소견을 보였다.Castle2등의
보고에서도 약 반수에서만 다양한 소견의 조직학적 변화가 보인다고
했다.제 1형 근섬유형 우세는 뇌성마비 환자에서 흔히 보이는 조직
학적 소견으로써 긴장성 근섬유(tonicmuscle)인 제 1형 근섬유의 지
속적인 활성에 의한 소견으로 볼 수 있다.Seter26등은 동물 실험에
서 지속적인 고주파 자극(highfrequencystimulation)에 의해서 제 2
형 근섬유가 제 1형 근섬유로 변환 되는 것을 증명하였다.따라서 경
직성 뇌성마비 환자에서도 경직성으로 인한 지속적인 근육 활성화에
의해 유사한 과정이 생겼다고 추측해 볼 수 있다.Ito4등은 경직성
뇌성마비 환자들의 근육 생검에서 질병 특이적인 이상소견은 없었으
나 근섬유형 분포에 있어서 변화를 관찰하였는데 이전 연구결과와 유
사한 제 1형 근섬유형 우세와 제 2B형 근섬유형 결핍 양상을 확인하
였다.그러나 이러한 변화는 1.5세 때 뇌허혈로 인한 경직성 편마비
환자에서는 보이지 않았으므로 상위 운동 피질이 척수 운동단위
(spinalmotorunit)에 어떠한 영향을 미쳐서 근 섬유형 변화를 야기
했다는 가설을 지지하고 뇌손상시의 연령이 중요한 의미를 지닌다고
하였다.유전성 운동 및 감각 신경병증 환자 2명에서는 신경원성 근



위축에 합당한 소견인 소집합 위축(smallgroupedatrophy)를 보였다.
근육은 정상적으로 한 종류의 근섬유형끼리 모여 있지 않고 서양바둑
판 모양으로 서로 다른 근섬유형이 섞여 있으나 비정상적인 경우에
한 종류의 근섬유형끼리 모여 있는 소견을 근섬유형 군화(fibertype
grouping)라 부른다.이 소견은 신경원성 근위축의 대표적인 조직학적
소견으로 탈신경 후 나타나는 신경 재지배에 의한 이차적인 변화로
생각로 생각된다.Booth3등은 뇌성마비 환자에서 경직도에 따른 조직
학적 변화를 보고하였는데 경직도가 높은 환자일수록 교원질의 양이
많으며 근섬유의 원형화와 섬유간 간격의 증가를 보인다고 하였다.
본 연구에서는 경직도에 따른 특이적인 변화를 보인 예는 없었다.
이상에서 본 바와 같이 본 연구에서도 다양한 결과의 조직학적인 소
견과 Ubiquitin및 N-CAM 유전자 발현을 보였다.이는 여러 가지 요
인들이 복합적으로 작용하여 뇌성마비 환자의 골격근에 영향을 미치
기 때문이라고 유추할 수 있다.가능한 변수로는 경직도,보행가능 여
부,변형된 관절 및 근육에 대한 물리치료 기간 및 효율성,일상생활
의 활동성 등이 있을 수 있으며 이에 대한 추가적인 연구가 더 필요
하다고 판단된다.

IIIVVV...결결결 론론론

본 연구에서는 뇌성마비 환자의 경직도에 따른 조직병리학적 변화
및 Ubiquitin과 N-CAM 유전자 발현 양상을 관찰하고자 하였다.경직
이 심한 환자에서 Ubiquitin유전자 발현은 증가하였고 N-CAM 유전
자 발현은 감소하는 양상을 보였다.이러한 소견은 향후 뇌성마비 환
자에 있어서 분자생물학적 연구 및 치료에 적용이 될 수 있으리라 사
료된다.그러나 본 연구에서는 환자 수가 많지 않았고 생검 부위도
동일 부위가 아니었으며 유전자 발현이 면역화학염색에서의 결과와
일치하지 않았기 때문에 향 후 추가적인 연구가 필요하리라 사료된다.
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TheexpressionofUbiquitinandNeuralcelladhesionmoleculegenesin
themusclesofspasticcelebralpalsypatients

SungHoonJung

DepartmentofMedicine
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorSooBongHan)

Purpose:Thisstudywasperformedtoseethehistopathologic
changesofmusclesandtheexpressionpatternsofUbiquitinand
N-CAM genesinaccordancewithcerebralpalsypatient's
spasticity

MaterialsandMethods:Westudiedthirteenspecimensfrom seven
patientswithspasticcerebralpalsy,fivepatientswhowere
diagnosedasorsuspectedtohaveneuromusculardiseases,andone
normalpersonasacontrolgroup.Specimenswereobtainedduring
orthopaedicoperations.Westudiedthehistopathologicchanges
andtheexpressionpatternsofUbiquitinandN-CAM genes
throughtheroutinehistologicprocedures,thereverse
transcriptionalpolymerasechainreaction(RT-PCR),and
immunostainingprocedures.

Results:Therewerenodisease-specificabnormalitiesrelatedwith
thedegreeofspasticityonhistopathologicevaluation.However,in
thecerebralpalsypatients,thereseemedtobepositivecorrelations
betweentheexpression ofUbiquitingeneandthedegreeof
spasticity,andnegativecorrelationsbetweentheexpressionof
N-CAM geneandthedegreeofspasticity.Ontheotherhand,in
theimmunostainingprocedures,thereactionstoUbiquitinprotein
wereallnegativeandreactionstoN-CAM proteinwerestrongly
positiveonlyintwohereditarymotorsensoryneuropathypatients.



Conclusions:Thisstudyshowsthatinthecerebralpalsypatients,
thedegreeofspasticityseemstohavepositivecorrelationswith
theexpressionofUbiquitingeneandnegativecorrelationswiththe
expressionofN-CAM gene.Theseresultsseem tobecausedby
multiplemechanisms.Ifmorestudiesaboutthechangesafterthe
transcriptionofUbiquitinandN-CAM genesareperformed,these
resultscanbeappliedtotheresearchandtreatmentofcerebral
palsyonmolecularbiologicaspects.

Key Words :cerebralpalsy,spasticity,ubiquitin,Neuralcell
adhesionmolecule


	차 례
	국문요약
	Ⅰ.서 론
	Ⅱ.재료 및 방법
	1.연구 대상
	2.조직학적 검사
	3.유전자 발현

	Ⅲ.결과
	1.조직병리학적 소견
	2.조직화학적 소견
	3.유전자 발현

	IV.고 찰
	IV.결 론
	Abstract

