
 

 

성상세포에서 hypoxia-inducible 

factor-1(HIF-1) 활성에 

metabotropic glutamate 

receptor(mGluR)가 미치는 영향 

 

 

 

 

 

연세대학교 대학원 

의과학과 

서 기 호 

  



 

성상세포에서 hypoxia-inducible 

factor-1(HIF-1) 활성에 

metabotropic glutamate 

receptor(mGluR)가 미치는 영향 

 

지도교수 안 영 수 

 

이 논문을 석사 학위논문으로 제출함 

 

2008년 12월 

 

연세대학교 대학원 

의과학과 

서 기 호 



 

서기호의 석사 학위논문을 인준함 
 

 

심사위원                   인 

 

심사위원                   인 

 

심사위원                   인 

 

 

 

 

 

연세대학교 대학원 

 

2008년 12월 



감사의 글 

 

많이 부족한 저에게 연구자의 자세와 방법을 일깨

워 주신 안영수 교수님께 진심으로 감사 드립니다. 

제가 잘못된 길을 갈 때 마다 따끔한 충고와 많은 가

르침을 주신 김철훈 교수님, 바쁘신 와중에도 저의 

논문을 위해 자문과 심사를 해주신 신경과 김경환 교

수님께도 머리 숙여 감사 드립니다.  

좋은 연구를 위해 많은 조언과 질타를 해주신 약리

학 교실의 김경환 교수님, 김동구 교수님, 이민구 교

수님, 박경수 교수님, 김주영 교수님, 정재용 교수님

께 감사의 말씀을 드립니다. 그리고 언제나 학생의 

편에서 많은 이야기를 해주신 포천중문의대 이진우 

교수님께 진심으로 감사 드립니다.  

저와 함께 즐거운 추억을 간직한 뉴로랩 식구들인 

김영화 샘, 정호 형, 재연이, 영신이, 언제나 활기찬 

랩1 식구들, 성희 형, 헌영이 형, 지연 누나, 정남 

누나, 정수 누나, 곽진오 샘, 현우, 재석이, 우영이, 

소원이, 따뜻하게 사람을 대하는 랩2 식구들, 임주원 

선생님, 주샘, 순옥, 열심히 일하는 랩5 식구들, 성

복, 윤정, 아영샘, 모두에게 감사 인사 드립니다.  

교실에서 편하게 생활할 수 있게 도와주신 임종수



선생님, 김건태 선생님, 민선해 선생님 감사 드립니

다. 지금은 졸업한 인숙 누나, 뽀, 쫑, 미경, 상배 

형에게도 감사 드립니다. 

 저를 지금까지 믿어주신 아버지, 어머니, 형에게도 

감사하다는 말을 전합니다. 그리고 옆에서 언제나 큰 

힘이 되어준 소중한 사람에게도 감사 드립니다. 

 

                                       서기호 씀 

 



목 차 

  

국문요약∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 1 

 

Ⅰ. 서론∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 3 

 

Ⅱ. 재료 및 방법∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 6 

    1. 항체와 시약∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 6 

    2. 세포 배양∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 6 

    3. Immunoprecipitation and Western blotting∙∙∙∙∙∙∙∙ 6 

    4. Real-time RT-PCR∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 7 

    5. Enzyme-linked immunosorbent assay∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 9 

    6. 통계처리∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 9 

 

Ⅲ. 결과∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 10 

    1. Glutamate에 의한 ERK의 활성화 유도∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 10 

    2. Glutamate에 의한 HIF-1α의 mRNA 발현과 단백 유도∙∙∙

∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 13 

    3. Glutamate에 의한 HIF-1α 전사인자 표적물질인 VEGF의 



mRNA 발현과 단백 유도∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙15 

    4. Glutamate에 의해 유도된 HIF-1α mRNA 발현에 대한 

U0126의 영향∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 17 

  5. Glutamate에 의해 유도된 VEGF mRNA 발현과 단백에 대

한 U0126의 영향∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 19 

 

Ⅳ. 고찰∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 21 

 

Ⅴ. 결론∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 24 

 

참고문헌∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 26 

 

영문요약∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 31 

 

 

 

 

 

 

 



그림 차례 

 

 

그림1. Glutamate에 의한 ERK 인산화 변동∙∙∙∙∙∙∙ 11 

그림2. Glutamate에 의한 HIF-1α의 mRNA 발현과 단

백 발현∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 14 

그림3. Glutamate에 의한 VEGF의 mRNA 발현과 단백 

발현∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 16 

그림4. U0126 전처리 후 glutamate에 의해 유도된 

HIF-1α mRNA 변동∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 18 

그림5. U0126 전처리 후 glutamate에 의해 유도된

VEGF의 mRNA와 단백 변동∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙∙ 20 

 

 

 

 



 1 

국문요약  

  

성상세포에서 hypoxia-inducible factor-1(HIF-1) 활성에  

metabotropic glutamate receptor(mGluR)가 미치는 영향 

 

 

뇌졸중은 뇌혈관이 폐색되어 산소공급이 제대로 되지 

않아서 생긴 신경성질환이다. 저 산소상태가 되면 뇌 

신경세포들은 여러 가지 요인에 의해서 사멸하게 되는데, 

과량으로 유리된 glutamate에 의한 사멸도 중요한 요인 중 

하나이다. 이러한 뇌 신경세포사멸에 뇌 성상세포도 관여 

한다고 보고 되어졌다. 저 산소상태일 때 발현이 증가하는 

전사인자인 hypoxia-inducible factor-1(HIF-1)은 세포 

생존인자와 세포 성장인자 등 다양한 유전자를 유리시킨다. 

HIF-1은 HIF-1α와 HIF-1β 소단위로 이루어져 있으며, 

전사인자로서의 역할을 수행하기 위해서 두 소단위가 모두 

필요하다. HIF-1의 활성화는 산소농도에 의해 조절되며, 또한 

신호전달에 의해서도 조절된다고 보고되었다. 뇌 성상세포 

표면에 발현하는 metabotropic glutamate receptor(mGluR)는 

유전자 발현을 유도할 수 있게 신호전달을 활성화시킨다. 

최근 연구에서는 mGluR의 활성이 MAK kinase 
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kinase(MEK)/extracellular signal-regulated kinases(ERK)와 

phosphatidylinositol-3 kinase(PI3K) 경로를 활성화 

시킨다고 보고되었다. 그러나 뇌 성상세포에서 glutamate에 

의한 mGluR의 활성이 HIF-1에 어떤 효과를 나타내는지는 

아직까지 밝혀지지 않았다. 본 연구에서는 뇌 성상세포인 C6 

세포에 glutamate를 처리하여 HIF-1에 미치는 영향과 그에 

따른 기전을 연구하였다. 먼저 glutamate에 의해 ERK가 

활성화 되는 것을 Western blotting을 이용하여 확인하였으며, 

또한 HIF-1의 소단위인 HIF-1α mRNA 양과 단백 발현, HIF-1 

표적물질인 VEGF의 mRNA와 단백 발현이 glutamate에 의해 

증가되는 것을 real-time RT-PCR과 Western blotting, 

Enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)를 이용하여 

확인하였다. MEK 억제제인 U0126을 이용하여 glutamate에 

의해 유도된 HIF-1α와 VEGF의 mRNA와 단백 발현이 억제되는 

것을 확인하였다. 결론적으로 mGluR의 활성이 HIF-1에 의해 

조절되는 신경보호 표적인자들을 유리시켜 뇌 신경세포들을 

보호 할 것이라고 생각된다. 

 

 

핵심 되는 말: 성상세포, C6, HIF-1, HIF-1α, VEGF, ERK, 

U0126 
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성상세포에서 hypoxia-inducible factor-1(HIF-1) 활성에  

metabotropic glutamate receptor(mGluR)가 미치는 영향 

 

<지도교수 안 영 수> 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

 

서 기 호 

 

ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서서서서    론론론론    

 

뇌졸중은 뇌경색이나 뇌출혈에 의해 갑자기 사망에 이르게 하거

나 신체적, 정신적 장애를 일으키는 심각한 신경계 질환이다. 뇌혈

관 폐색으로 인해 뇌 신경세포에 저 산소상태(hypoxia)가 되면 뇌 

신경세포 말단부위에서 과량의 glutamate가 유리되어 뇌 신경세포 

사멸을 야기한다1-4. 반면에 뇌 신경세포 주위에 분포해 있는 뇌 성

상세포는 저 산소상태 일 때 발현되는 hypoxia-inducible factor-

1(HIF-1)을 발현시켜 다양한 유전자를 유리하여 뇌 신경세포 사멸

을 보호한다.  

HIF-1은 정상상태보다 산소 농도가 낮거나 무산소상태일 때 발현
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이 증가하는 전사인자이며 HIF-1α단백과 HIF-1β단백으로 구성되어

있다. HIF-1β단백은 산소 농도에 영향을 받지 않고 일정하게 세포 

내에 존재하는 단백인 반면에 HIF-1α단백은 산소 농도에 의해 조

절되어진다5, 6. HIF-1α 단백은 정상상태(21%, normoxia)일 때에는 

proline residue (Pro402, Pro564)가 hydroxylase에 의해 

hydroxylation이 되고, hydroxylation이 된 HIF-1α 단백에 Von 

Hippel-Lindau(VHL)단백이 결합하여 ubiquitin-proteasome 경로를 

거쳐 파괴된다7, 8. 저 산소상태(1%, hypoxia)일 때는 proline 

residue가 hydroxylation이 되지 않아 VHL단백이 결합하지 못한다. 

그러므로 ubiqutin-proteasome 경로를 피하게 되고 HIF-1α단백은 

세포질에서 증가된다9. 최근에는 HIF-1α 단백이 산소 농도에 의해서

만 조절되는 것이 아니라 IL-6와 같은 cytokine과 insulin과 같은 

성장인자의 자극으로 MAK kinase kinase(MEK)/ extracellular 

signal-regulated kinases(ERK) 경로와 phosphatidylinositol-3 

kinase(PI3K) 경로가 활성화되어 조절된다고 보고되었다10-16. 또한 

저 산소상태 일 때 PI3K/Akt와 MEK/ERK 경로가 활성화되고, 이는 

세포질 안에 증가된 HIF-1α 단백을 인산화 함므로써 HIF-1α 단백의 

안정성을 높이게 된다17, 18. 안정화된 HIF-1α단백은 핵 속으로 빠르

게 이동하여 HIF-1β단백과 결합하고 전사인자로서의 역할을 수행

한다. 결합한 HIF-1α,β단백들은 300/CBP와 같은 coactivator단백
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들과 결합하여 hypoxia responsive element(HRE)에 붙어 vascular 

endothelial growth factor(VEGF), erythropoietin(EPO)과 같은 뇌 

신경세포를 보호하는 유전자들을 유리시킨다19-23. 

저 산소 상태일 때 유리되는 glutamate는 신경세포나 성상세포의 

세포 표면에 존재하는 glutamate 수용체에 결합하여 작용한다24. 

Glutamate 수용체 중 하나인 metabotropic glutamate 

receptor(mGluR)는 뇌 성상세포 표면에 발현하고 있으며, mGluR의 

활성은 유전자를 유리시키는 신호변환 과정을 유발시킨다. 즉, 

glutamate에 의해 mGluR가 활성화되고 활성화된 mGluR은 Ca2+을 증

가시킨다. 증가된 Ca2+은 Ras/Raf-1를 통하여 MEK를 활성화 시키며 

활성화된 MEK는 다시 ERK를 활성화 시킨다24, 25. 또한 mGluR의 C-

terminal에 결합하는 Homer단백을 통해서도 ERK를 활성화시킨다26. 

활성화된 ERK는 세포증식(proliferation), 세포생존(cell 

survival), 세포분화(differentiation), 학습과 기억 등 다양한 기

전에 관여한다27-29. 

현재 glutamate가 뇌 성상세포 표면에 발현된 mGluR를 활성화시

킬 경우 저 산소상태일 때 야기되는 전사인자인 HIF-1에 어떤 효

과를 나타내는지는 아직까지 밝혀지지 않았다. Glutamate에 의해 활

성화된 mGluR는 ERK를 활성 시킨다고 보고 되어 있으며, 또한 HIF-

1의 활성화는 ERK에 의해서 조절된다고 알려져 있기 때문에 
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glutamate에 의해 활성화된 mGluR가 ERK를 통해 HIF-1의 활성을 조

절할 가능성이 있다. 따라서 본 연구에서는 성상세포에서 

glutamate에 의해 활성화된 mGluR가 HIF-1의 활성을 조절 하는지 

확인하고자 한다.  
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재료재료재료재료    및및및및    방법방법방법방법    

 

1. 항체와 시약 

 

 HIF-1α 항체는 Novus Biologicals(Littleton, CO, USA)에서, 

phospho-ERK와 total ERK 항체는 Cell Signaling 

Technology(Danvers, MA, USA)에서 구입하였고, 2차 항체인 anti-

mouse는 Zymed(San Francisco, CA, USA)에서, anti-rabbit은 

Invitrogen(Carlsbad, CA, USA)에서 구입하였다. MEK 억제제인 

U0126와 glutamate는 Sigma-Aldrich(Louis, MO, USA)에서 

구입하였다. 

   

2. 세포 배양 

 

렛드의 성상세포 종에서 유래한 세포주인 C6 세포를 10% fetal 

bovine serum(Welgen, Worcester, MA, USA)과 항생제(100 U/㎖ 

penicillin and 100 ㎍/㎖ stereptomycin, Welgen)가 포함된 

Dulbeco’s modified Eagle’s medium(Welgen)에서 37℃, 5% CO2 

incubator(Forma Scientific, Marietta, OH, USA)에서 배양하였다. 
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3. Immunoprecipitation and western blotting 

 

 세포 추출물을 얻기 위해 C6 세포에 다양한 처리를 한 후 차가운 

phosphate-buffered saline(PBS)으로 두 번 세척하고 lysis 

buffer(50mM Tris pH8.0, 150mM NaCl, 1% Triton X-100)를 넣고 

4℃에서 10분간 용해하였다. 용해한 세포를 4℃에서 13,000 

rpm으로 15분간 원심 분리하여 상등액을 채취하였다. 

Bicinchoninic acid(BCA, Thermo scientific, Rockford, IL, 

USA)법을 이용하여 bovine serum albumin을 기준으로 단백질 정량 

후 동일한 단백을 취하였다. 동일한 단백에 적정량의 HIF-

1α항체를 넣고 4℃에서 16시간 incubation한 후 protein G 

agarose bead(GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, 

USA)를 2시간 결합시킨 다음 lysis buffer를 이용해서 4번 

세척하였다. Protein G agarose bead에 결합된 단백에 2×SDS 

sample buffer를 넣고 5분간 끓인 후 원심 분리하여 얻은 상층액을 

SDS-PAGE를 하였다. 전기 영동 후 단백은 Immobilon-P 

membrane으로 전이시켰다. 전이시킨 membrane은 비 특이적인 

단백질의 결합을 배제시키기 위하여 5% 탈지분유가 포함된 TBS-

T(Tris-bufferd saline with 0.1% tween 20)에 넣고 상온에서 
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1시간 blocking한 후 HIF-1α와 phospho-ERK, total ERK 항체를 

1:1000으로 희석해서 4℃에서 16시간 반응시켰다. 항체와 반응시킨 

membrane은 TBS-T로 10분씩 3번 세척한 후 1차 항체의 유래 종에 

따라 발색반응을 일으키는 효소가 부착되어 있는 적절한 2차 

항체로 상온에서 1시간 반응시키고 TBS-T로 10분씩 3번 세척하였다. 

Enhanced chemiluminescence kit(Thermo scientific)를 이용하여 

발광 시키고 이를 x-ray film(Agfa-Gevaert N.V., ISO, Belgium)에 

노출시켜 현상하였다. 

 

4. Real-time RT-PCR  

 

 C6 세포의 mRNA 발현은 real-time reverse transcriptase 

polymerase chain reaction(real-time RT-PCR)을 이용하여 

측정하였으며, 내부 대조물질로는 β-actin을 사용하였다. C6 

세포의 총 RNA는 RNeasy mini kit(Qiagen, Valencia, CA, USA)를 

이용하여 추출하였다. 추출한 RNA 200ng와 oligo(dT)(Promega, 

Madison, WI, USA)0.5㎍, nuclease-free water를 넣고 70℃에서 

5분간 합성한 후 Improm-IITM  5×reaction buffer(Promega), MgCl2 

25mM, dNTP mix(10mM each dNTP), Improm- IITM reverse 

transcriptase(Promega)를 넣고 25℃에서 5분, 42℃에서 60분, 
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70℃에서 15분 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 각 well에 동량의 

cDNA를 넣고 HIF-1α, VEGF, β-actin에 특이적인 primer와 SYBRR 

Green PCR Master Mix(Applied Biosystems, Foster city, CA, 

USA)를 섞은 후 PCR을 시행하였다. PCR은 ABI PRISM 7700(Applied 

Biosystems)을 사용하였으며 95℃에서 15초, 60℃에서 1분, 40 

cycle로 HIF-1α, VEGF, β-actin에 대한 mRNA를 증폭시켰다. HIF-

1α의 primer 서열은 5’-CCG CAG TGT GGC TAC AAG AA-3’(forward 

primer), 5’-TGA GGA ATG GGT TCA CAA ATC A-3’(reverse 

primer)이며, VEGF의 primer 서열은 5’-CCG CAG TGT GGC TAC AAG 

AA-3’(forward primer), 5’-TGA GGA ATG GGT TCA CAA ATC A-

3’(reverse primer)이며, β-actin의 primer 서열은 5’-GAC CCA 

GAT CAT GTT TGA GAC C-3’(forward primer), 5’-GGC CAT CTC TTG 

CTC GAA GTC-3’(reverse primer)이었다. Pcr해서 나온 결과는 Ct 

method30에 따라 분석하였으며 β-actin의 발현 양으로 sample을 

표준화하였다. 

 

5. Enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) 

 

 C6 세포에 glutamate를 24시간 처리한 후 세포 배양액 1㎖을 

취하여 4℃에서 13,000 rpm으로 15분간 원심 분리해서 상층액을 
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채취하였다. 채취한 상층액은 VEGF ELISA kit(R&D System, 

Mineapolis, MN, USA)를 이용하여 배양액 내에 포함된 VEGF 양을 

측정하였다. 

  

6. 통계처리 

 

 통계 검정은 t-test를 사용하여 결정하였고, P값이 0.05이하일 때 

의미 있는 차이로 규정하였다. 모든 값은 평균±표준 

오차(mean±S.E)로 표현하였다. 
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결결결결    과과과과    

  

1. Glutamate에 의한 ERK의 활성화 유도 

 

 성상세포에서 glutamate에 의해 ERK가 활성화 유무를 알아보았다. 

C6 세포에 glutamate를 시간, 용량 별로 처리한 후 각 세포에서 단

백을 추출하여 phospho-ERK 항체와 total ERK 항체를 사용해서 

Western blotting 법을 실시하였고, Western blotting하여 나온 결

과는 Scion image software를 사용하여 밴드의 강도를 측정하였다. 

실험결과 C6 세포에서 glutamate에 의해 ERK의 인산화가 10분일 때 

증가되었으며 30분일 때 ERK의 인산화가 감소되었다. Glutamate에 

의해서 total ERK의 양적 변화는 없었다(그림1 A, B). Glutamate의 

용량이 100, 200, 500µM로 올라 갈수록 ERK의 인산화 되는 양이 증

가되었다(그림1 C, D). 이 결과로 glutamate에 의해 ERK가 활성화 

된다는 것을 확인할 수 있었다. 
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그림 1. Glutamate에 의한 ERK 인산화 변동. 

 (A) C6 세포에 glutamate(500µM)를 시간 별로 처리한 후 각 세포

에서 단백을 추출하여 phospho-ERK 항체와 total ERK 항체를 사용

해서 Western blotting 법을 실시하였다. (B) Scion image 

software를 사용하여 glutamate를 시간 별로 처리한 결과의 강도를 

측정하였다(N=3). (C) C6 세포에 glutamate를 용량 별로 10분 간 
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처리한 후 각 세포에서 단백을 추출하여 phospho-ERK 항체와 total 

ERK 항체를 사용해서 Western blotting 법을 실시하였다. (D) 

Scion image software를 사용하여 glutamate를 용량 별로 처리한 

결과의 강도를 측정하였다(N=3). 
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2. Glutamate에 의한 HIF-1α의 mRNA 발현과 단백 유도 

 

 Glutamate에 의한 HIF-1의 소단위인 HIF-1α에 변화를 보았다. C6 

세포에 glutamate(500µM)를 시간 별로 처리한 후 각 세포에서 mRNA

와 단백을 추출하여 real-time RT-PCR법과 immunoprecipitation, 

Western blotting을 이용하여 발현 양을 측정하였다. 실험결과 

glutamate에 의해서 HIF-1α 단백 양이 6시간 때 증가한 것을 확인 

하였다(그림2 A). 이러한 HIF-1α 단백 양이 증가한 것이 HIF-1α의 

안정성에 의한 증가인지, 합성에 의한 증가인지를 알아보기 위해 

real-time RT-PCR을 수행하였고 그 결과 시간 의존적으로 

glutamate에 의해 HIF-1α mRNA 양이 증가하는 것을 보았다(그림2 

B). 이상의 결과들로 glutamate는 HIF-1α의 단백 발현을 증가시킨다

는 것을 확인하였으며, 이 증가된 HIF-1α 단백은 단백의 안정성 보

다는 단백의 합성에 의해 유도 되었다는 것을 알 수 있다. 
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그림 2. Glutamate에 의한 HIF-1α의 mRNA 발현과 단백 발현. 

(A) C6 세포에 glutamate(500µM)를 6, 9시간 처리한 후 세포에서 

단백을 추출하여 HIF-1α 항체를 사용해서 immunoprecipitation 한 

후 Western blotting법을 실시하였다. (B) C6 세포에 

glutamate(500µM)를 3, 6시간 처리한 후 세포에서 mRNA를 추출하여 

real-time RT-PCR을 수행하였다(N=4). 

0      6      9 (h) 

Glutamate 

IP: HIF-1α 

WB: HIF-1α 

0 3 6
0

1

2

3

4

Time after glutamate (h)

H
I
F
-
1

α
 
m
R
N
A

(
R
e
l
a
t
i
v
e
 
Q
u
a
n
t
i
f
i
c
a
t
i
o
n
)

A B 



 17 

3. Glutamate에 의한 HIF-1α 전사인자 표적물질인 VEGF의 

mRNA 발현과 단백 유도 

 

 C6 세포에 glutamate(500µM)를 12, 24시간 처리한 후 세포에서 

mRNA를 추출하여 발현 양을 측정하고, 세포 배양액을 일부 취하여 

원심 분리 후 상층액 만을 취하여 VEGF 단백 발현을 ELISA법을 이

용하여 측정하였다. 실험결과 glutamate를 12시간 처리 한 군과 처

리하지 않은 군과의 큰 차이가 없었으나 24시간 처리 한 군에서는 

VEGF의 mRNA양이 처리 하지 않은 군보다 2배 증가하였다(그림3 A). 

VEGF의 배지 내 단백 양(pg/㎖)은 glutamate를 처리 하지 않은 배

지에 304.8±19.2, glutamate를 처리한 배지에서 482.2±36.7이었

다(그림3 B). 즉, glutamate에 의해 HIF-1의 표적인자인 VEGF의 

mRNA와 단백 발현이 유도 된다는 것을 확인 할 수 있다. 
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그림 3. Glutamate에 의한 VEGF의 mRNA 발현과 단백 발현. 

 (A) C6 세포에 glutamate(500µM)를 12, 24시간 처리한 후 세포에

서 mRNA를 추출하여 real-time RT-PCR을 수행해서 VEGF mRNA 양을 

보았다(N=3). (B) C6 세포에 glutamate(500µM)를 24시간 처리한 후 

세포 배양액에서 VEGF 단백 양을 ELISA법을 이용해서 측정하였다

(N=6, 
*
P<0.05 vs. control(cont)). 
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4. Glutamate에 의해 유도된 HIF-1α mRNA 발현에 대한 U0126

의 영향 

 

 C6 세포에 glutamate(500µM)를 처리한 군과 U0126을 전처리 한 후 

glutamate를 처리한 군, 아무것도 처리하지 않은 군의 세포에서 각

각 mRNA를 분리하여 real-time RT-PCR을 이용하여 HIF-1α mRNA 발

현을 측정하였다. 실험결과 glutamate에 의해 증가된 HIF-1α mRNA 

발현이 MEK 억제제인 U0126에 의해 억제됨을 보았다. 따라서 

glutamate에 의해 증가된 HIF-1α는 MEK/ERK 경로를 통하여 신호전

달 된다는 것을 알 수 있었다. 
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그림 4. U0126 전처리 후 glutamate에 의해 유도된 HIF-1α mRNA 변

동. 

 C6 세포에 6시간 동안 glutamate(500µM)를 처리한 세포와 

glutamate 처리 1시간 전에 MEK 억제제인 U0126(10µM) 처리 후 

glutamate를 처리한 세포, 아무것도 처리하지 않은 세포에서 각각 

mRNA를 추출하였다. 추출한 mRNA는 real-time RT-PCR을 이용하여 

HIF-1α mRNA 발현을 측정하였다. 

cont glutamate U0126+glutamate
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

H
I
F
-
1
α
 
m
R
N
A

(
R
e
l
a
t
i
v
e
 
Q
u
a
n
t
i
f
i
c
a
t
i
o
n
)



 21 

5. Glutamate에 의해 유도된 VEGF mRNA 발현과 단백 유도에 

대한 U0126의 영향 

 

 C6 세포에 24시간 동안 glutamate(500µM)를 처리한 군과 U0126을 

전처리 한 후 glutamate를 처리 한 군의 세포에서 각각 mRNA를 분

리하여 real-time RT-PCR을 이용하여 VEGF mRNA 발현을 측정하였으

며, 세포 배양액을 분리하여 ELISA법을 이용하여 VEGF 단백 발현을 

측정하였다. 실험결과 glutamate에 의해 증가된 VEGF mRNA 발현이 

U0126을 전처리 한 세포에서 억제됨을 보았으며(그림4 A), VEGF 단

백 발현 또한 아무것도 처리하지 않은 세포는 308.3±74.1, 

glutamate만 처리한 세포는 479.3±55.1, U0126을 전처리 후 

glutamate를 처리한 세포는 217.1±6.2로서 U0126 전처리로 

glutamate에 의한 VEGF 단백의 증가가 봉쇄되었다(그림4 B). 이 결

과들로 보아 glutamate에 의한 HIF-1의 표적인자인 VEGF의 mRNA와 

단백 발현의 신호 전달이 MEK/ERK 경로를 통하여 전해진다는 것을 

알 수 있었다.  
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그림 5. U0126 전처리 후 glutamate에 의해 유도된 VEGF의 mRNA와 

단백 변동.  

 (A) C6 세포에 24시간 동안 glutamate(500µM)를 처리한 세포와 

glutamate 처리 1시간 전에 MEK 억제제인 U0126(10µM) 처리 후 

glutamate를 처리한 세포에서 각각 mRNA를 추출하였다. 추출한 

mRNA는 real-time RT-PCR을 이용하여 VEGF mRNA 발현을 측정하였다. 

(B) C6 세포에 24시간 동안 glutamate(500µM)를 처리한 세포와 

glutamate 처치 1시간 전에 MEK 억제제인 U0126(10µM) 처치 후 

glutamate를 처리한 세포에서 각각 배양액을 채취하여 VEGF 단백 

양을 ELISA법을 이용해서 측정하였다(N=5, 
*
P<0.05 vs. 

control(cont), +P<0.05 vs. glutamate). 
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 고고고고    찰찰찰찰    

    

 최근 뇌졸중을 비롯한 다양한 퇴행성 질환에 의한 뇌 신경세포

사멸에서 뇌 성상세포가 중요한 역할을 할 것으로 생각되고 있다4. 

특히 뇌 성상세포는 신경세포의 생성, 유지, 발달, 분화의 중요한 

역할을 수행하고 있으며, 세포 표면에 발현하고 있는 metabotropic 

glutamate receptor(mGluR) 또한 세포 생존에 관련된 유전자들을 

유도하기 위한 신호전달을 준다31. 본 실험은 mGluR를 통한 신호전

달이 뇌졸중과 같은 저 산소상태 일 때 발현되는 hypoxia 

inducible factor-1(HIF-1)에 어떤 영향을 미치는지 밝히며 이때 

관여되는 기전을 밝히고자 하였다. HIF-1은 저 산소 상태일 때 발

현되는 인자로써 HIF-1α와 HIF-1β로 구성되어져 있으며, 다양한 신

경보호 물질들을 유리시킨다. 뿐만 아니라 MEK/ERK 경로를 통한 신

호전달에 의해서도 HIF-1이 활성화 된다고 보고되었다12, 13, 15, 18. 

최근에는 mGluR를 통하여 ERK단백이 활성화 된다는 논문도 보고되

었다24, 32. mGluR는 신호전달을 하기 위해서 다양한 G 단백들과 결합

을 하게 되며 이러한 결합으로 downstream 신호를 전달 할 수 있다. 

본 연구에서도 glutamate에 처리하여 mGluR를 통해서 신호전달이 

되는지를 확인하기 위해 ERK의 활성화를 보았으며, glutamate의 용

량에 따른 ERK의 활성화 정도도 보았다. 실험결과 glutamate에 의



 24 

해 ERK단백이 활성화 되는 것을 확인하였으며, glutamate 용량이 

증가 할수록 ERK단백 활성화가 증가하는 것을 확인하였다. 다음으

로 한 실험은 HIF-1의 소단위인 HIF-1α가 glutamate에 의해 조절되

는지를 보았고 MEK/ERK 경로를 통하여 조절되는지를 보았다. 몇몇 

논문에서는 HIF-1의 활성화가 cytokine이나 insulin에 의한 HIF-1α 

단백 조절에 의해 조절된다고 보고하였다13, 16. 이때에도 HIF-1 활성

화는 MEK/ERK 경로를 통하여 조절 된다고 하였다14. 본 연구에서는 

glutamate를 처리하여 HIF-1α에 영향이 있는지를 보았으며 MEK/ERK 

경로를 경유하는지도 보았다. 실험결과 glutamate를 처리한 군과 

처리하지 않은 군을 비교해 보았을 때, 처리한 군이 처리하지 않은 

군보다 HIF-1α 의 mRNA와 단백 발현이 증가하는 것을 확인하였으며, 

MEK inhibitor인 U0126을 전처리 한 후 glutamate를 처리한 군과 

전 처리 하지 않고 glutamate를 처리한 군을 비교해 보았을 때, 전

처리 한 군에서 glutamate에 의해 활성화 된 ERK 양이 감소되는 것

을 확인하였다. 이 같은 결과로 glutamate는 HIF-1α의 단백 합성을 

증가시키며, MEK/ERK 경로를 경유하는 것을 확인하였다. 

HIF-1을 경유로 증가하는 유전자의 발현은 성상세포 자신의 생존

에도 중요하지만 신경세포 사멸에 중요한 역할을 할 것으로 생각되

어 유전자의 전사 활성을 살펴보았다. Vascular endothelial 

growth factor(VEGF)는 혈관생성인자로서 혈관생성을 위해 혈관내

피세포에 주로 작용한다고 알려져 있다33. 그러나 최근에는 VEGF가 
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혈관생성인자로서의 역할 이외에도 VEGFR-2를 경유로 세포 생존에 

중요한 기전으로 알려진 PI3K/AKT 경로를 활성화하는 것으로 알려

져 신경세포나 성상세포의 생존에 중요한 역할을 할 것으로 보고 

되고 있다31, 34. 본 연구에서 VEGF의 mRNA와 단백 발현이 glutamate

에 의해 조절되는지를 확인하였으며 이러한 변화가 MEK/ERK 경로를 

경유하는지도 확인하였다. 먼저 glutamate를 처리 한 군과 처리하

지 않은 군을 ELISA법과 real-time RT-PCR법을 이용하여 비교해 볼 

때, glutamate를 처리한 군이 처리 하지 않은 군보다 VEGF의 mRNA

와 단백 발현 량이 증가하였고, U0126을 전처리 한 후 glutamate를 

처리한 군과 전 처리 하지 않고 glutamate를 처리한 군을 비교해 

보았을 때, 전처리 한 군에서 glutamate에 의해 발현이 증가된 

VEGF의 mRNA와 단백 발현 량이 감소됨을 하였다. 이 같은 결과들로 

보아 glutamate에 의해 HIF-1의 표적인자인 VEGF가 조절되어지며, 

이때 경유하는 경로가 MEK/ERK 라고 본다. 따라서 본 실험을 통하

여 mGluR의 신호전달이 MEK/ERK 경로를 경유하여 HIF-1α의 단백 발

현을 조절하고, HIF-1의 표적인자인 VEGF의 발현 또한 조절하는 것

으로 생각된다.  

이와 같은 실험결과들로 mGluR의 활성에 의한 신호전달은 HIF-1

을 경유하는 신경세포보호 유전자 발현을 유리시켜 신경세포사멸을 

보호 할 것이라고 생각된다. 
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ⅤⅤⅤⅤ. . . . 결결결결    론론론론    

 

 본 연구에서는 성상세포에서 glutamate가 mGluRs를 통해서 HIF-1

의 활성에 미치는 영향과 그에 따른 기전 연구를 규명하고자 하였

다.  

 

 실험결과는 다음과 같다. 

 

1. Glutamate 처리로 C6 세포에서 ERK가 활성화 되었다. 

 

2. Glutamate 처리로 C6 세포에서 HIF-1α mRNA 발현과 단백 발현이 

증가하였다. 

 

3. Glutamate 처리로 C6 세포에서 VEGF mRNA 발현과 단백 발현이 

증가하였다. 

 

4. C6 세포에서 MEK 억제제인 U0126가 glutamate에 의해 야기된 

HIF-1α mRNA 발현을 억제 시켰다. 
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5. C6 세포에서 MEK 억제제인 U0126가 glutamate에 의해 야기된 

VEGF의 mRNA와 단백 발현을 억제 시켰다. 

 

  이상의 결과로 보아 glutamate는 mGluR를 통하여 MEK/ERK 경로를 

경유해서 HIF-1α 발현에 영향을 주고 HIF-1의 표적인자에 영향을 

미친다는 것을 알 수 있었다. 결론적으로 저 산소상태 일 때 뇌 성

상세포는 mGluR를 통한 신호전달로 HIF-1이 조절하는 신경보호 유

전자를 유리시켜 뇌 세포를 보호 할 것으로 생각된다. 
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Abstract 

 

Effect of metabotropic glutamate receptors(mGluRs) on HIF-1 activity 

in astrocytes 

 

Gi Ho Seo 

 

Department of Medical Science 

The Graduate School, Yonsei University 

 

(Directed by Professor Young Soo Ahn) 

 

 

Hypoxia-inducible factor 1(HIF-1) is a heterodimeric transcription 

factor, which composed of a HIF-1α and HIF-1β subunit. HIF-1 

activation increases the expression of various genes including the 

vascular endothelial growth factor(VEGF), which is known to be a 

neuroprotective factor. The metabotropic glutamate receptors(mGluRs) 

divide into three group which have different functions. Activation of 

mGluRs lead to a variety of secondary messenger pathways including 

mitogen-activated protein kinase(MAPK) extracellular signal-regulated 

kinases(ERK). The effect of mGluRs on HIF-1 activity has not been 

uncovered yet. In this study, the effect and mechanism of mGluRs on 

the HIF-1 activity was investigated in astrocyte cell line, C6. It was 

noted that glutamate activated ERK and increased the gene expression 
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level of HIF-1α. After treatment of astrocytes with glutamate, the gene 

expression level of VEGF was measured using real-time RT-PCR and 

Enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA). In astrocytes treated 

with glutamate, MEK inhibitor, U0126 inhibited increase in mRNA 

level of HIF-1α and the gene expression level of VEGF induced by 

glutamate. These findings suggest that glutamate released in hypoxic 

condition may trigger the HIF-1-related neuroprotection through 

mGluRs in the astrocytes. 

 

Key Words : astrocyte, C6, HIF-1, HIF-1α, VEGF, ERK, U0126 
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