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The synuclein family consists of three distinct genes, α-synuclein, β-synuclein, and γ-synuclein. The α-synuclein and 
β-synuclein are predominately expressed in brain and especially α-synuclein is related with Parkinson's disease, 
Alzheimer's disease, and dementia with Lewy bodies. The γ-synuclein was first identified as breast cancer specific gene 
1. It is expressed in the peripheral nervous system and also detected in breast and ovarian cancers. The γ-synuclein is 
also known to mediate metastasis of breast and ovarian cancer cells. Insulin-like growth factor 1 (IGF-I) is one of the 
growth factors that plays an important role in cell proliferation and migration in cancer cells, as well as in normal cells. 
In this study, we investigated the migrations of SKOV-3, MDAMB-231, and HeLa cells by the recombinant synuclein 
proteins (α-, β-, and γ-synucleins) and IGF-I and the molecular mechanism. Furthermore, we investigated the membrane 
ruffle formation of SKOV-3 cells by recombinant synuclein proteins and IGF-I. As a result, synucleins and IGF-I were 
found to induce cancer cell migrations. Simultaneous synucleins and IGF-I treatment on the cancer cells induced more 
migrations than the individual synuclein or IGF-I treatments. The synucleins or IGF-I treatments increased the expressions 
of membrane-type1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP) and cluster of differentiation 44 (CD44). Moreover, 
simultaneous synucleins and IGF-I treatments further increased the expressions of MT1-MMP and CD44. The synucleins 
and IGF-I promoted the conformational change of actin filaments, and then this led to the membrane ruffle formation. 
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서 론 

 

Synuclein family는 α-, β-, γ-synuclein으로 이루어져 있다. 

α-, β-, γ-synuclein의 실제 분자량은 각각 14.4 kDa, 14.2 

kDa, 13.3 kDa 정도 되는 작은 단백질이다. 그러나 젤 상

에서의 분자량은 18~20 kDa 정도 되는 것으로 나타나는

데, 이는 synuclein의 구조적 특성 및 전사 후 조절작용에 

의한 것이다 (1). α-synuclein은 펼쳐진 구조를 하고 있어 

단백질-단백질 상호작용에 유리한 구조를 하고 있는 것

으로 추측하고 있다 (2). α-, β-synuclein은 주로 뇌에 많

이 발현하는데, 특히 대뇌 신피질, 해마, 선상체, 시상, 

소뇌에 존재한다. 또한 뉴런의 시냅스 후 말단에 많이 

분포하고 있다 (3, 4). 특히 α-synuclein은 Parkinson 씨병, 

Alzheimer 병, dementia with Lewy bodies, multiple system 

atrophy 등과 관련 있는 것으로 알려져 있다 (5). α-, β-

synuclein의 정상적인 기능은 잘 알려져 있지 않으나, 시

냅스 후 말단의 membrane-associated processes에 관련되

어 기능을 수행하고 있다는 몇 가지 보고가 있다 (6~10). 

γ-synuclein이 처음 종양과 연관성이 있을 것이라는 것

은, γ-synuclein이 발달된 침투성 유방암에 breast cancer 

specific gene 1 (BCSG1)의 이름으로 과 발현되어 있다는 

보고가 있은 직후이다 (11). γ-synuclein은 말초신경계인 
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제1차 감각신경세포, 교감신경세포, 운동신경세포에 발

현되어 있고 (11), 또한 뇌 (12), 난소암 (13), 후각 상피

에도 발견된다 (14). γ-synuclein의 정상적인 기능은 α-, 

β-synuclein과 마찬가지로 잘 알려져 있지 않고, α-, β-

synuclein과 아미노 말단 부분에서 가장 높은 유사성을 

보인다 (13). 비정상적인 γ-synuclein의 과 발현은 유방암

과 난소암 말기에서 많이 발견되고 그뿐만 아니라 간암, 

위암, 췌장암에서도 발견된다 (11, 15~18). γ-synuclein은 

아마도 다기능적인 단백질로써 발현이 증가되면 유방암

의 침투와 전이를 촉진시킨다는 보고가 있다 (19). 

분자적인 측면에서 암 전이 과정의 기작은 다양하다. 

그 중에서 세포-세포, 세포-매트릭스 부착, 단백질 분해

효소에 의한 extracellular matrix (ECM)의 분해, 새로운 곳

에서 증식의 시작과 유지가 중요하다 (20). 암 전이는 매

우 비효율적인 과정으로 보이는데, 이는 적은 수의 암 세

포가 일차 종양으로부터 탈출하기 때문이다. 암 전이 과

정은 불연속적인 단계의 연속적인 과정으로 정의 내려진

다 (21). 이러한 단계는 일차 종양으로부터의 탈출, 림프

관이나 혈관으로의 침투, 혈관을 따라 이동하면서 생존, 

새로운 곳에서 조직으로 침투하여 생존하는 과정이 있다. 

암 세포가 전이되기 위해서는 이러한 단계를 모두 극복

해야 된다. 종양세포 표면에는 생존, 증식, 면역탈출, 전

이에 관여하는 여러 가지 단백질이 존재한다 (22). 전이

와 관련된 표면 단백질 중에 전이를 촉진하는 것으로 잘 

알려진 물질은 matrix metalloproteinase (MMP)이다. MMP

는 지난 40년이 넘도록 종양에 관여하는 것으로 알려져 

있고 ECM을 분해하여 종양세포의 전이를 일으킨다는 보

고가 있다 (23). MMP 중에서도 MMP2와 MMP9는 MT1-

MMP와 CD44와 상호작용을 통해 전이를 증가시킨다는 

보고가 있다 (24). 

γ-synuclein은 유방암 세포뿐만 아니라 여러 종류의 암 

세포에 많이 존재한다는 것이 알려져 있다 (18). 최근에는 

γ-synuclein 뿐만 아니라, α-, β-synuclein 또한 뇌에서 여러 

신경세포의 종양에 많이 관여한다는 연구 결과가 있다 

(25, 26). 암 세포의 전이는 여러 요인에 의해서 촉진 및 

억제되고 있다고 알려지고 있다 (27). γ-synuclein을 형

질주입한 유방암 세포주인 MDAMB-435 세포의 전이 

및 침투를 확인한 실험 결과, γ-synuclein을 형질주입한 

MDAMB-435 세포에서 전이 및 침투능이 증가하였다 

(19). 소신경교세포주인 BV-2 세포에 α-synuclein의 야생

형과 돌연변이형을 형질주입하여 전이를 확인한 실험 결

과, α-synuclein의 야생형과 돌연변이형을 형질주입한 BV-2 

세포에서 운동성이 증가하였다 (28). 이렇게 α-synuclein

의 야생형과 돌연변이형에 의해 전이가 촉진되는 것이 

MT1-MMP와 CD44의 증가에 의한 것이라는 가설을 통

하여 두 가지 유전자의 mRNA와 단백질 수준에서의 발

현 정도를 살펴보았고, 그 결과 MT1-MMP와 CD44의 

mRNA와 단백질 모두에서 발현이 증가하였다 (28). 또 

다른 연구로는 난소암 세포주인 A2780과 OVCAR5에 

γ-synuclein을 형질주입하거나 γ-synuclein의 siRNA를 형

질주입하여 종양세포의 전이와 침투능을 확인하였다. 그 

결과, γ-synuclein을 발현하는 A2780과 OVCAR5 세포는 

γ-synuclein을 발현하지 않는 세포보다 운동성이 높다는 

결과를 보여주고 있다 (29). 

IGF-I은 세포의 증식과 전이에 중요한 성장 인자다. 

IGF-I은 내분비물, 근거리분비물, 자가분비물로써 간에서 

가장 중요한 역할을 할 뿐만 아니라 근육, 뼈, 연골, 신

장, 뇌, 피부, 폐에서도 작용한다 (30, 31). IGF-I은 표적 

조직에서의 특정 IGF 수용체에 의해 조절된다. IGF-I이 

IGF-I 수용체에 결합되면 IGF-I 수용체가 활성화되어 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)와 mitogen-activated 

protein kinase (MAPK) 기전에 의해 세포 성장, 생존, 증식

에 중요한 역할을 한다 (32). IGF-I은 세포의 성장에 있어 

없어서는 안될 중요한 요소이나, IGF-I의 신호기전으로 

암 세포 증식에 중요한 역할을 한다. 최근 연구에 의하면 

IGF의 증가로 대장암, 유방암, 폐암, 전립선암의 발병률

을 증가시킨다는 보고가 있다 (33~36). 실제 유방암 환자

에서 체내 IGF-I의 양이 상당히 증가되어 있고, IGF-I의 

발현량 또한 증가되어 있다는 보고가 있다 (37). IGF-I 수

용체에 의한 종양의 성장, 혈관생성, 전이에 의해 암의 

진행이 촉진되고, IGF-I 수용체를 막으면 종양 형성과 암 

전이가 억제된다 (38~40). 최근에는 여러 종양세포에서 

IGF-I이 γ-synuclein의 발현을 증가시키고, γ-synuclein과 

IGF-I 수용체의 상호조절 과정에 의해 IGF-I 신호전달이 

촉진되며 이로 인해 종양세포의 증식과 전이가 촉진된다

고 밝혀졌다 (41). 

γ-synuclein이 과 발현되어 있는 유방암 세포에서 증식

과 전이가 촉진된다는 보고가 있고 (20), α-synuclein이 

과 발현되어 있는 소신경교세포에서 전이가 촉진된다는 

보고가 있다 (28). 또한 여러 종양세포에서 γ-synuclein과 

IGF-I의 상호조절 과정에 의해 IGF-I 신호전달이 촉진됨

으로써 종양세포의 증식과 전이가 촉진된다고 밝혀졌다 
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(41). 이러한 연구결과들을 바탕으로 본 연구에서는 γ-

synuclein 뿐만 아니라 유사성이 높은 α-, β-synuclein이 

종양세포의 운동성에 미치는 영향을 알아보고자 실험을 

수행하였고, γ-synuclein과 상호작용을 하고 종양세포의 

증식과 전이에 관여하는 IGF-I을 동시에 처리했을 때 종

양세포의 운동성에 미치는 영향이 배가되는지를 알아보

았다. 또한 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I이 종양세포

의 운동성에 미치는 영향의 분자 기전을 알아보고자 하

는 연구도 수행하였다. 

 

재료 및 방법 

실험재료 

실험에 사용한 세포주는 난소암 세포주인 SKOV-3 세

포, 유방암 세포주인 MDAMB-231 세포, 자궁경부암 상

피세포주인 HeLa 세포를 사용하였다. 배지는 McCoy's 

5A (Gibco, USA), Eagle's minimum essential medium (MEM, 

Gibco, USA), Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, 

Gibco, USA)을 사용하였다. 재조합 synuclein 단백질을 

크로마토그래피법으로 정제하기 위하여 DEAE Sepharose 

(GE Healthcare, USA)와 SephacrylTM S-200 (GE Healthcare, 

USA)을 사용하였다. 실험에 사용한 주요물질인 IGF-I 

(ATGen, Korea)은 구입하여 사용하였다. Detoxi-Gel Endo- 

toxin Removing Column (Termo Scientific, USA)을 사용하여 

단백질에 포함된 내독소를 제거하였고, Limulus Amebocyte 

Lysate (LAL) QCL-1000 (Lonza, USA)을 사용하여 내독소

의 양을 측정하였다. Fluorescence activated cell sorting 

(FACS) 분석법으로 MT1-MMP와 CD44의 발현을 확인하

기 위해서 anti-MMP-14/MT1-MMP (R&D Systems, USA)와 

anti-CD44 (BD Pharmingen, USA) 항체를 사용하였다. 세

포의 F-actin을 염색하는 rhodamine phalloidine (Molecular 

Probe, USA)을 사용하여 confocal microscopy를 수행하여 

세포의 membrane ruffling 현상을 확인하였다. 

세포 배양 

SKOV-3 세포는 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, 

USA)가 포함된 McCoy's 5A 배지를, MDAMB-231 세포

는 10% FBS가 포함된 MEM 배지를, HeLa 세포는 10% 

FBS가 포함된 DMEM 배지를 사용하여 배양하였다. 각

각의 배지에는 1% penicillin-streptomycin (Gibco, USA)이 

포함되었으며, 세포는 5%의 CO2가 있는 37℃에서 배양

하였다. 

재조합 synuclein 단백질의 정제 

재조합 synuclein DNA로 형질전환된 E. coli를 얻기 위

해 E. coli BL21 적격세포(RBC Bioscience, USA)에 α-, β-, 

γ-synuclein DNA plasmid를 첨가한 후 10분간 4℃ 처리하

였다. 형질전환된 대장균을 LB plate에 도말하여 37℃에

서 overnight하였다. Colony가 형성된 후 하나의 colony

를 ampicillin (100 μg/ml, Sigma, USA)이 포함된 LB 배지

에 접종하여 37℃에서 overnight하여 대량 배양하였다. 

원심분리를 통하여 박테리아를 모아 초음파파쇄기(Sonics 

& Materials, USA)를 이용하여 세포를 용해시키고, 원심분

리하여 상층액을 분리하고 15분간 중탕으로 열처리하였

다. Synuclein은 수용성 단백질로 약한 양전하를 띠고 있

으므로 다시 원심분리하고 상층액을 DEAE Sepharose를 

사용한 이온교환 크로마토그래피 분리법을 수행하였다. 

Synuclein의 pI 값은 4.8이므로 효율적인 정제를 위해 완

충용액은 pH 6.0의 MES [2-(N-morpholino) ethanesulfonic 

acid]를 사용하였다. 크기에 의한 분리를 다시 하기 위해

서 SephacrylTM S-200을 사용하여 gel filtration 크로마토그

래피 분리법을 수행하였다. Gel filtration 크로마토그래피 

분리법을 수행하기 위해 phosphate buffered saline (PBS, 

pH 7.4)을 완충용액으로 사용하였다. 

단백질 정량 

Bicinchoninic acid (BCA) Protein Assay kit (Pierce 

Biotechnology, USA)을 사용하여 재조합 synuclein 단백질

과 IGF-I의 농도를 정량하여 실험에 사용하였다. 표준물

질인 1 mg/ml의 bovine serum albumin (BSA, Sigma, USA) 

20 μl와 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I 20 μl에 BCA 수

용액 200 μl 넣어주고 상온에서 30분간 반응시켰다. 반응

이 끝난 후 ELISA reader로 450 nm 파장에서 흡광도를 측

정하였다. 표준물질과 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I의 

흡광도를 비교하여 정확한 농도를 측정하였다. 

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electro- 

phoresis (SDS-PAGE) 

2 mg/ml 농도의 정제된 단백질들을 SDS-PAGE를 통

해 분석하였다. SDS-PAGE에 사용될 시료를 만들기 위하

여 단백질 20 μl에 loading buffer 5 μl를 넣고 5분간 중탕

하여 열처리하였다. 30% acrylamide/0.8% bisacrylamid, Tris 
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(pH 8.8)/SDS (pH 6.8), 10% ammonium persulfate (APS), 

tetramethylethylenediamine (TEMED)를 이용해 15%의 SDS-

PAGE gel을 만든 후 시료를 15 μl씩 loading 하였다. 100 V

의 전압으로 전기영동을 하여 분자량에 따라 단백질을 

분리하였다. 전기영동이 끝난 후 Coomassie brilliant blue 

염색법으로 분리된 단백질을 염색하여 분석하였다. 

내독소 제거 

정제한 재조합 synuclein 단백질을 Detoxi-Gel endotoxin 

removing column을 이용하여 내독소를 제거하였다. 우선 

5 ml의 1% sodium deoxycholate (Sigma, USA)을 column 

안으로 흘려주어 polymyxin B bead를 재생시킨 후, 5 ml

의 1× PBS로 sodium deoxycholate를 제거하였다. 재조합 

synuclein 단백질을 column에 넣고 column을 막아서 멈

추게 한 후, 재조합 synuclein 단백질과 polymyxin B bead

를 1시간 동안 반응시켰다. Column에 PBS를 흘려주어 

내독소가 제거된 재조합 단백질을 얻은 후 LAL test로 

내독소의 양을 확인하였다. 

LAL test 

LAL QCL-1000를 사용하여 내독소 제거 전 후의 재조

합 synuclein 단백질에 함유된 내독소 양을 측정하였다. 

우선 blank와 내독소 표준 농도, 단백질 50 μl를 96-well 

microplate에 넣어주었다. 50 μl의 LAL를 넣고 37℃ 배양

기에 10분간 넣어주었다. 100 μl의 chromogenic substrate 

solution을 넣고 37℃ 배양기에서 6분간 반응시켰다. 반응 

중지액인 25% acetic acid (v/v) 100 μl를 넣은 후, 405 nm

에서 흡광도를 측정하여 단백질에 포함된 내독소 양을 

정량하였다. 

Wound healing assay 

24-well plate에 단일 세포층의 SKOV-3, MDAMB-231, 

및 HeLa 세포가 90% 이상 confluent하도록 접종하였다. 

MDAMB-231 세포는 4 × 105/well, HeLa 세포는 5 × 

105/well, SKOV-3 세포는 5 × 104/well 씩 접종하여 세포

를 plate 바닥에 부착시켰다. Pipette tip를 이용하여 plate 

바닥을 긁어 세포가 부착되지 않은 부분을 만들었다. 

PBS로 2번 헹궈 떨어져 나간 세포들을 제거하였다. 그 

후 1% FBS가 포함된 배지에 100 nM 또는 500 nM의 재

조합 synuclein 단백질만 처리하거나, 5 ng/ml의 IGF-I만 

처리하거나, 500 nM의 재조합 synuclein 단백질과 5 ng/ml

의 IGF-I을 같이 처리하였다. 상처가 생긴 후 0시간과 

24시간에 같은 위치를 도립현미경(Olympus, Japan)으로 

× 40 배율로 촬영하였다. 실험을 3번 반복하여 24시간 

동안 줄어든 면적을 ImageJ (National Institutes of Health, 

USA)로 측정하여 평균값을 계산하였다. 

FACS 

SKOV-3, MDAMB-231, HeLa 세포에 500 nM의 재조합 

synuclein 단백질만 처리하거나, 5 ng/ml의 IGF-I만 처리

하거나, 500 nM의 재조합 synuclein 단백질과 5 ng/ml의 

IGF-I을 같이 처리하여 24시간 동안 37℃, 5% CO2 배양

기에서 배양하였다. 세포 수는 5 × 105으로 동일하게 하

고 항체는 anti-MMP-14/MT1-MMP와 anti-CD44 항체를 

사용하여 -4℃에서 30분간 세포와 반응시켜 세포에 형광

을 표지되도록 하였다. 결합되지 않은 항체는 2% FBS

가 포함된 PBS로 원심분리하여 제거하였다. LSR II (BD 

biosciences, USA)를 이용하여 각각의 세포주에서 MT1-

MMP와 CD44의 발현을 확인하였다. 

Confocal microscopy 

Lab Tek 4 chamber (Nunc, USA)에 chamber 당 1 × 

104개의 SKOV-3 세포를 접종하여 500 nM의 재조합 

synuclein 단백질만 처리하거나, 5 ng/ml의 IGF-I만 처리

하거나, 500 nM의 재조합 synuclein 단백질과 5 ng/ml의 

IGF-I을 같이 처리하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 24시

간 동안 배양하였다. 배양 후 3.7% formaldehyde로 세포

를 고정하였고, 0.1% Triton X-100을 사용하여 세포 내부

로의 투과성을 높였다. 1% BSA를 세포에 1시간 동안 처

리하여 비특이적 결합을 방지하였다. 세포 내 F-actin에 

형광을 표지하기 위해 10 unit의 rhodamine phalloidine을 

세포에 처리하여 4℃에서 overnight하였다. 4',6-diamidino-

2-phenylindole (DAPI)가 포함된 mounting solution을 사용

하여 세포 핵에 형광을 표지하였다. Confocal microscope 

(OLYMPUS FV-1000, Japan)로 600 배율로 촬영하였다. 

통계 처리 

Wound healing assay의 결과 분석을 위하여 3번(n = 3)의 

독립된 실험으로 얻은 평균값 ± 표준편차 값으로 통계 

처리하였다. PRISM Software (GraphPad Software Inc., 

USA)를 이용하여, One-way ANOVA와 Dunnett's multiple 

comparison test로 p 값이 0.05보다 작은 경우는 *로, p 값
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이 0.001보다 작은 경우는 **로 표시하였다. 

 

결 과 

재조합 synuclein 단백질의 정제 

재조합 synuclein DNA로 형질전환된 E. coli에서 얻은 

단백질은 이온교환 크로마토그래피 분리법과 크기에 따

른 gel filtration 크로마토그래피 분리법을 통해 정제하였

다 (42). 두 번의 정제과정 후 SDS-PAGE를 통해 확인한 

결과 재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질의 띠가 18~20 kDa

에 존재하는 것을 확인하였고 순도는 90% 이상으로 나

타났다(Fig. 1). 

대장균은 그람음성균으로 내독소인 지질다당류를 포함

하므로 대장균을 통해 얻은 재조합 단백질에는 내독소가 

포함되어 있을 수 있다. Peptidoglycan과 지질다당류는 결

장암, 유방암 등의 종양세포의 Toll-like receptor (TLR)와

의 결합을 통해 전이가 촉진된다는 보고가 있다 (43~45). 

따라서 정제한 재조합 synuclein 단백질만의 순수한 영

향을 알아보기 위해서는 내독소의 제거가 필요하였고, 

본 실험에서는 내독소 제거를 위해 Detoxi-Gel Endotoxin 

Removing Column을 사용하였다 (46). 내독소 제거 전후

에 재조합 synuclein 단백질에 포함된 내독소의 함량은 

LAL test를 통해 측정하였다 (47). LAL test로 정량한 결과, 

Detoxi-Gel Endotoxin Removing Column 통과 후 내독소

의 양이 90% 이상 줄어들어 1 EU/ml 이하 값이 나왔다

(Table 1). 

재조합 synuclein 단백질에 의한 종양세포의 운동성 

증가 

γ-synuclein에 의해서 종양세포의 전이가 촉진된다고 

알려져 있다 (19, 29). 이를 바탕으로 본 연구에서는 γ-

synuclein 뿐만 아니라 유사성이 높은 α-, β-synuclein이 

종양세포의 운동성에 어떤 영향을 미치는지 알아보기 

위하여 wound healing assay를 수행하였다. Wound healing 

assay에 사용한 세포주는 SKOV-3, MDAMB-231, HeLa를 

사용하였다. Wound gap은 2.0 mm로 생성하고, 재조합 α-, 

β-, γ-synuclein 단백질을 각각 100 nM과 500 nM로 처리하

여 0시간과 24시간이 지난 후에 같은 위치에서 사진을 

촬영하였다. 0시간과 24시간일 때의 사진을 통해 wound 

gap 면적의 차이를 ImageJ 프로그램을 통해 control과 비

교하여 정량화 하였다. 실험 결과, SKOV-3 세포는 100 

nM의 재조합 synuclein 단백질을 처리한 값은 control에 

비해 α-, β, γ-synuclein 공히 약 25% 정도 증가하였고, 

500 nM로 처리한 값은 40% 이상 증가하였다. 그림을 통

해서도 control에 비해 재조합 synuclein 단백질을 처리한 

group에서 wound gap이 줄어든 차이를 확연히 보여주고 

있다(Fig. 2A, B). MDAMB-231 세포에 100 nM의 재조합 

synuclein 단백질을 처리한 값은 α-, β-, γ-synuclein 공히 

control에 비해 약 10% 정도 증가하였고, 500 nM로 처리

한 값은 20% 이상 증가하였다(Fig. 2C). 실제로 재조합 

Table 1. Endotoxin contents of before and after removing the 
endotoxin from the purified recombinant synucleins. For 
removing the endotoxin, the recombinant synucleins were reacted 
in Detoxi-Gel Endotoxin Removing Column. Before and after 
removing the endotoxin, endotoxin contents were quantified by 
LAL test. 

Endotoxin level (EU/ml) 
Protein 

Before After 

Percent 
reduction 

α-synuclein 3.298 0.197 ~94% 

β-synuclein 3.336 0.125 ~96% 

γ-synuclein 2.646 0.203 ~92% 

α-syn β-syn γ-syn

Figure 1. SDS-PAGE analysis of the purified recombinant
synucleins. The purified recombinant synucleins were separated
by 15% SDS-PAGE and stained with Coomassie brilliant blue.
α-synuclein (α-syn), β-synuclein (β-syn), and γ-synuclein (γ-syn).
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Control α-syn 100 nM α-syn 500 nM 

0h 
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synuclein 단백질을 100 nM로 처리한 group에 비해서 500 

nM로 처리한 group이 wound gap을 채운 세포가 더 많았

다. HeLa 세포에 100 nM의 재조합 synuclein 단백질을 처

리한 값은 α-, β-, γ-synuclein 공히 control에 비해 약 10% 

정도 증가하였고, 500 nM로 처리한 값 또한 비슷하게 

10% 정도 증가하였다. 재조합 synuclein 단백질을 100 nM

과 500 nM로 처리한 group간의 차이가 크지 않으나 재

조합 synuclein 단백질을 HeLa 세포에 처리하면 control

에 비해 세포의 운동성이 증가하였다(Fig. 2D). 이 실험

을 통해 재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질에 의해 SKOV-3, 

MDAMB-231, HeLa 종양세포의 운동성이 증가하였음을 

알 수 있었고, 이때 α-, β-, γ-synuclein의 효과는 모두 비슷

하게 나타났다. 

 

IGF-I에 의한 종양세포의 운동성 증가 

다음으로 IGF-I을 1~100 ng/ml의 농도범위로 처리하여 

종양세포의 운동성에는 어떤 영향을 미치는지 알아보기 

위하여 앞서 수행한 wound healing assay와 동일하게 수

행하였다. 실험 결과, SKOV-3 세포는 1 ng/ml의 IGF-I을 

처리하면 control에 비해 세포 이동이 21% 증가하고, 5 

ng/ml의 IGF-I을 처리하면 25% 증가하였다. 이후 IGF-I

을 100 ng/ml까지 처리하여도 크게 증가하지 않았다(Fig. 

3A, B). MDAMB-231 세포에 1 ng/ml의 IGF-I을 처리하면 

control에 비해 세포 이동이 15% 증가하고, 5 ng/ml의 

IGF-I을 처리하면 14% 증가하였다. 이후 IGF-I을 100 

ng/ml까지 처리하여도 크게 증가하지는 않았다(Fig. 3C). 

HeLa 세포에 1 ng/ml의 IGF-I을 처리하면 control에 비해 

세포 이동이 15% 증가하고, 5 ng/ml의 IGF-I을 처리하면 

Figure 2. The recombinant synucleins induced cancer cell migration. SKOV-3, MDAMB-231, HeLa cells were treated with 100 nM 
and 500 nM of the recombinant synucleins for 24 h. (A) The wound gaps of SKOV-3 cells at 0 h and 24 h. The gaps of 0 h and 24 h were 
compared by ImageJ. (B) SKOV-3, (C) MDAMB-231, (D) HeLa cells were quantified (n = 3). Scale bar, 500 μm. *p < 0.05, **p < 0.001.
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18% 증가하였다. SKOV-3 세포나 MDAMB-231 세포와 마

찬가지로 IGF-I을 100 ng/ml까지 처리하여도 크게 증가하

지는 않았다(Fig. 3D). 따라서 1 ng/ml의 IGF-I만 처리해

도 충분히 세포 이동을 촉진하며, IGF-I의 농도를 높여 

100 ng/ml까지 처리하여도 세포 이동이 계속 증가하지는 

않는 것을 알 수 있었다. 

Control 

 
IGF-I 

1 ng/ml 
IGF-I 

5 ng/ml 
IGF-I 

10 ng/ml 

 
IGF-I 

50 ng/ml 

 
IGF-I 

100 ng/ml 

SKOV-3 

24 h 

0 h 

A 

 

Figure 3. IGF-I induced cancer cell migration. SKOV-3, 
MDAMB-231, HeLa cells were treated with 1 to 100 ng/ml of
IGF-I for 24 h. (A) The wound gaps of SKOV-3 cells at 0 h and 
24 h. The gaps of 0 h and 24 h were compared by ImageJ. (B) 
SKOV-3, (C) MDAMB-231, (D) HeLa cells were quantified 
(n = 3). Scale bar, 500 μm. *p < 0.05. 

B C 

D 
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재조합 synuclein 단백질과 IGF-I의 동시 처리에 의

한 종양세포의 운동성 증가 

앞선 실험 결과, 재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질을 단

독 처리하거나, IGF-I을 종양세포에 단독 처리하면 종양

세포의 운동성이 증가하였다. 다음으로 재조합 synuclein 

단백질과 IGF-I을 같이 종양세포에 처리하였을 때 종양

세포의 운동성을 확인하였다. 종양세포의 운동성을 확인

하기 위하여 앞서 수행한 wound healing assay와 동일하

게 수행하였다. 재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질의 농도

는 500 nM, IGF-I의 농도는 5 ng/ml을 사용하였다. 실험 

결과, SKOV-3 세포는 IGF-I만 처리한 group은 control에 

Control 

 
 

SKOV-3 

IGF-I IGF-I + α-syn IGF-I + β-syn IGF-I + γ-syn

0 h 

24 h 

A 

B 

α-syn 
+IGF-I 

β-syn 
+IGF-I 

γ-syn
+IGF-I

C 

γ-syn
+IGF-I

β-syn 
+IGF-I 

α-syn 
+IGF-I 

γ-syn
+IGF-I

β-syn 
+IGF-I 

α-syn 
+IGF-I 

D 

 

Figure 4. The recombinant synucleins and IGF-I induced 
cancer cell migration. SKOV-3, MDAMB-231, HeLa cells 
were treated with 5 ng/ml of IGF-I and 500 nM of the 
recombinant synucleins for 24 h. (A) The wound gaps of 
SKOV-3 cells at 0 h and 24 h. The gaps of 0 h and 24 h were
compared by ImageJ. (B) SKOV-3, (C) MDAMB-231, (D) 
HeLa cells were quantified (n = 3). Scale bar, 500 μm. *p < 
0.05. 
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비해 약 25% 정도 증가하였고, 재조합 synuclein 단백질

과 IGF-I이 같이 처리한 group은 α-, β-, γ-synuclein 공히 

약 50% 정도 증가하였다(Fig. 4A, B). MDAMB-231 세포

는 IGF-I을 처리한 group보다 재조합 synuclein 단백질과 

IGF-I을 같이 처리한 group에서 세포의 운동성이 더 크

게 증가하였다. IGF-I만 처리한 group은 control에 비해 약 

15% 정도 증가하였고, 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I

이 같이 처리한 group은 α-, β-, γ-synuclein 공히 약 30% 

정도 증가하였다(Fig. 4C). HeLa 세포에 IGF-I만 처리한 

group은 control에 비해 약 15% 정도 증가하였고, 재조

합 synuclein 단백질과 IGF-I이 같이 처리한 group은 α-, 

β-, γ-synuclein 공히 약 30% 정도 증가하였다(Fig. 4D). 

SKOV-3 세포는 약 25% 정도 증가하였고, MDAMB-231, 

HeLa 세포는 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I이 같이 처

리하면 IGF-I만 처리한 group보다 약 15% 정도 증가하였

다. 결과를 종합하면, SKOV-3, MDAMB-231, HeLa 세포는 

IGF-I에 의해서 세포 운동성이 증가하고, 재조합 α-, β-, 

γ-synuclein 단백질과 IGF-I을 같이 처리하면 IGF-I만 처

리한 group보다 세포 운동성이 더 증가하였음을 알 수 

있었고, 이때도 α-, β-, γ-synuclein의 효과는 모두 비슷함

을 알 수 있었다. 

   

   

   
 
α-syn 

 
γ-syn β-syn

MDAMB-231 

HeLa 

SKOV-3 

uns : 71.9 
con : 193 
α-syn : 259 

uns : 71.9 
con : 193 
β-syn : 230 

uns : 71.9 
con : 193 
γ-syn : 268 

uns : 103 
con : 207 
α-syn : 259 

uns : 103 
con : 207 
β-syn : 262 

uns : 103 
con : 207 
γ-syn : 265 

uns : 66.5 
con : 137 
α-syn : 178 

uns : 66.5 
con : 137 
β-syn : 178 

uns : 66.5 
con : 137 
γ-syn : 177 

A B C 

F E D 

G H I 

Figure 5. The recombinant synucleins induced the expression of MT1-MMP. For investigation of the expression of MT1-MMP, FACS 
analysis was accomplished. SKOV-3 cells were treated with 500 nM of (A) α-synuclein, (B) β-synuclein, and (C) γ-synuclein for 24 h.
MDAMB-231 cells were treated with 500 nM of (D) α-synuclein, (E) β-synuclein, and (F) γ-synuclein for 24 h. HeLa cells were treated 
with 500 nM of (G) α-synuclein, (H) β-synuclein, and (I) γ-synuclein for 24 h. Solid gray, unstained (uns). Tinted gray with line, control 
(con). Bold black line, recombinant synucleins. 
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MT1-MMP와 CD44 발현량 

전이와 관련된 표면 단백질 중에 전이를 촉진하는 것

으로 잘 알려진 물질은 MMP이다. MMP는 ECM을 분해

하여 종양세포의 전이를 일으킨다는 보고가 있다 (23). 

이러한 MMP는 단백질가수분해 효소로 CD44, proMMP-

2, ανβ3 integrin, collagen I, TGF-β, osteopontin 등의 기질을 

분해하여 전이를 촉진한다. CD44는 MMP2, MMP7, MMP9, 

MT1-MMP이 모여 기질을 분해할 수 있는 플랫폼으로 작

용한다. CD44는 또한 MT1-MMP의 기질로 작용하는데, 

MT1-MMP가 직접 CD44의 세포 밖 도메인을 먼저 자

르면 세포 안 도메인이 잘려 세포 핵 안으로 들어가서 

CD44의 발현을 촉진하는 전사 인자로 작용하여 세포

의 운동성을 증가시킨다. 또한 잘린 세포 안 도메인이 

ruffling edge에서 actin cytoskeleton을 앵커링하고, actin 조

절 인자를 리크루팅하여 세포의 운동성을 증가시킨다

는 보고가 있다 (24). 따라서 재조합 synuclein 단백질과 

IGF-I에 의해 종양세포의 운동성이 증가되는 기전에 이

들 단백질이 관여하는지를 알아보고자 종양세포의 표면

에 발현하는 단백질인 MT1-MMP와 CD44의 발현의 변

화를 FACS 기법으로 확인하였다. 

Figure 6. The recombinant synucleins and IGF-I induced the expression of MT1-MMP. For investigation of the expression of MT1-
MMP, FACS analysis was accomplished. SKOV-3 cells were treated with (A) 5 ng/ml of IGF-I, 5 ng/ml of IGF-I and 500 nM of (B) 
α-synuclein, (C) β-synuclein, and (D) γ-synuclein for 24 h. MDAMB-231 cells were treated with (E) 5 ng/ml of IGF-I, 5 ng/ml of IGF-I 
and 500 nM of (F) α-synuclein, (G) β-synuclein, and (H) γ-synuclein for 24 h. HeLa cells were treated with (I) 5 ng/ml of IGF-I, 5 ng/ml 
of IGF-I and 500 nM of (J) α-synuclein, (K) β-synuclein, and (L) γ-synuclein for 24 h. Solid gray, unstained. Tinted gray with line, control 
(con). Gray line, IGF-I. Bold black line, recombinant synucleins. 
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재조합 synuclein 단백질에 의한 MT1-MMP 발현량 

증가 

SKOV-3, MDAMB-231, HeLa 세포에 재조합 α-, β-, 

γ-synuclein 단백질 500 nM을 처리하여 24시간 동안 37℃, 

5% CO2 배양기에서 배양하였다. 세포 수는 5 × 105으로 

동일하며 MT1-MMP 발현량을 FACS 기법으로 확인하였

다. 실험 결과, SKOV-3, MDAMB-231, HeLa 세포에서 모

두 재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질에 의해 MT1-MMP의 

발현량이 증가하였다. SKOV-3 세포는 재조합 synuclein 

단백질에 의해 α-, β-, γ-synuclein 공히 30% 이상 증가하

였다(Fig. 5A, B, C). MDAMB-231 세포는 재조합 synuclein 

단백질에 의해 α-, β-, γ-synuclein 공히 약 30% 정도 증가

하였다(Fig. 5D, E, F). HeLa 세포는 재조합 synuclein 단백

질에 의해 α-, β-, γ-synuclein 공히 약 25% 정도 증가하였

다(Fig. 5G, H, I). 

재조합 synuclein 단백질과 IGF-I에 의한 MT1-MMP 

발현량 증가 

SKOV-3, MDAMB-231, HeLa 세포에 5 ng/ml의 IGF-I

Figure 7. The recombinant synucleins induced the expression of CD44. For investigation of the expression of CD44, FACS analysis 
was accomplished. SKOV-3 cells were treated with 500 nM of (A) α-synuclein, (B) β-synuclein, and (C) γ-synuclein for 24 h. MDAMB-231
cells were treated with 500 nM of (D) α-synuclein, (E) β-synuclein, and (F) γ-synuclein for 24 h. HeLa cells were treated with 500 nM of 
(G) α-synuclein, (H) β-synuclein, and (I) γ-synuclein for 24 h. Solid gray, unstained. Tinted gray with line, control (con). Bold black line, 
recombinant synucleins. 

   

   

   

MDAMB-231 

HeLa 

SKOV-3 

α-syn γ-syn β-syn

uns : 64.5 
con : 8627 
α-syn : 10842 

uns : 64.5 
con : 8627 
β-syn : 10591 

uns : 64.5 
con : 8627 
γ-syn : 13641 

uns : 67.4 
con : 4523 
α-syn : 7654 

uns : 67.4 
con : 4523 
β-syn : 7691 

 
uns : 67.4 
con : 4523 
γ-syn : 8154 

uns : 59.2 
con : 6732 
α-syn : 9896 

uns : 59.2 
con : 6732 
β-syn : 9828 

 
uns : 59.2 
con : 6732 
γ-syn : 10227 

A B C 

D E F 

G H I 



The Effects of Recombinant synucleins and Insulin-like Growth Factor 1 on Cancer Cell Migration 145 

 

만 처리하거나, 재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질과 IGF-I

을 같이 처리하여 동일한 방법으로 MT1-MMP의 발현

량을 FACS 기법으로 확인하였다. 실험 결과, SKOV-3, 

MDAMB- 231, HeLa 세포에서 모두 IGF-I에 의해 MT1-

MMP의 발현량이 증가하였고, 재조합 α-, β-, γ-synuclein 

단백질과 IGF-I을 동시에 처리하면 MT1-MMP의 발현이 

더 증가하였다. SKOV-3 세포는 IGF-I에 의해 30% 이상 

증가하였고(Fig. 6A), 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I을 

동시에 처리하면 α-, β-, γ-synuclein의 경우 공히 약 50% 

정도 증가하였다(Fig. 6B, C, D). MDAMB-231 세포에서는 

IGF-I에 의해 약 30% 정도 증가하였고(Fig. 6E), 재조합 

synuclein 단백질과 IGF-I을 동시에 처리하면 α-, β-, γ-

synuclein의 경우 공히 40% 이상 증가하였다(Fig. 6F, G, 

H). HeLa 세포에서는 IGF-I에 의해 약 40% 정도 증가하

였고(Fig. 6I), 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I을 동시에 

처리하면 α-, β-, γ-synuclein의 경우 공히 약 50% 정도 증

가하였다(Fig. 6J, K, L). 

재조합 synuclein 단백질에 의한 CD44 발현량 증가 

SKOV-3, MDAMB-231, HeLa 세포에 재조합 α-, β-, 

γ-synuclein 단백질 500 nM을 처리하여 동일한 방법으로 

CD44의 발현량을 FACS 기법으로 확인하였다. 실험 결

과, SKOV-3, MDAMB-231, HeLa 세포에서 모두 재조합 

α-, β-, γ-synuclein 단백질에 의해 CD44의 발현량이 증가

하였다. SKOV-3 세포는 재조합 synuclein 단백질에 의해 

α-, β-, γ-synuclein 공히 20% 이상 증가하였다(Fig. 7A, B, 

C). MDAMB-231 세포는 재조합 synuclein 단백질에 의해 

α-, β-, γ-synuclein 공히 약 50% 정도 증가하였다(Fig. 7D, 

E, F). HeLa 세포는 재조합 synuclein 단백질에 의해 α-, β-, 

γ-synuclein 공히 60% 이상 증가하였다(Fig. 7G, H, I). 

Figure 8. The recombinant synucleins and IGF-I induced the expression of CD44. For investigation of the expression of CD44, FACS 
analysis was accomplished. SKOV-3 cells were treated with (A) 5 ng/ml of IGF-I, 5 ng/ml of IGF-I and 500 nM of (B) α-synuclein, (C) 
β-synuclein, and (D) γ-synuclein for 24 h. MDAMB-231 cells were treated with (E) 5 ng/ml of IGF-I, 5 ng/ml of IGF-I and 500 nM of (F) 
α-synuclein, (G) β-synuclein, and (H) γ-synuclein for 24 h. HeLa cells were treated with (I) 5 ng/ml of IGF-I, 5 ng/ml of IGF-I and 500 
nM of (J) α-synuclein, (K) β-synuclein, and (L) γ-synuclein for 24 h. Solid gray, unstained. Tinted gray with line, control (con). Gray line, 
IGF-I. Bold black line, recombinant synucleins. 
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재조합 synuclein 단백질과 IGF-I에 의한 CD44 발

현량 증가 

SKOV-3, MDAMB-231, HeLa 세포에 5 ng/ml의 IGF-I

만을 처리하거나, 재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질과 

IGF-I을 같이 처리하여 동일한 방법으로 CD44의 발현

량을 FACS 기법으로 확인하였다. 실험 결과, SKOV-3, 

MDAMB-231, HeLa 세포에서 모두 IGF-I에 의해 CD44의 

발현량이 증가하였고, 재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질과 

IGF-I을 동시에 처리하면 CD44의 발현이 더 증가하였다. 

SKOV-3 세포는 IGF-I에 의해 약 60% 정도 증가하였고

(Fig. 8A), 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I을 동시에 처

리하면 α-synuclein의 경우 약 70% 정도 증가하였고, β-

synuclein의 경우 약 100% 정도 증가하였고, γ-synuclein의 

경우 약 180% 정도 증가하였다(Fig. 8B, C, D). MDAMB-

231 세포에서는 IGF-I에 의해 약 70% 정도 증가하였고

(Fig. 8E), 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I을 동시에 처리

하면 α-, β-, γ-synuclein의 경우 공히 90% 이상 증가하였다

(Fig. 8F, G, H). HeLa 세포에서는 IGF-I에 의해 약 30% 정

도 증가하였고(Fig. 8I), 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I

을 동시에 처리하면 α-, β-, γ-synuclein의 경우 공히 약 

60% 정도 증가하였다(Fig. 8J, K, L). 

재조합 synuclein 단백질과 IGF-I에 의한 membrane 

ruffling 

최근에 발표된 연구에 의하면 IGF-I 신호기전에 의해 

Akt가 활성화 되면서 종양세포의 membrane ruffling 형성

이 일어난다고 밝혀졌다 (48). Membrane ruffling 형성은 

lamellipodium의 연장이 일어나고 actin이 소중합체, 중합

체를 이루면서 actin filament가 형성되어 세포 형태의 변

형을 일으킨다. IGF-I을 처리하면 세포의 형태는 보통 별 

모양으로 움츠러들거나 부채꼴 모양으로 넓게 퍼짐으로

써 변한다. 이와 같이 actin의 구조가 변하여 세포의 형

태가 변하면서 운동성을 갖는다고 알려지고 있다 (48). 

SKOV-3 세포에 재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질 500 

nM을 처리를 하거나, 5 ng/ml의 IGF-I만을 처리하거나, 

재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질과 IGF-I을 같이 처리하

여 membrane ruffling 형성을 확인하였다. SKOV-3 세포

Figure 9. The recombinant synucleins and IGF-I induced the membrane ruffling formation of SKOV-3. For investigation of the 
membrane ruffling formation, confocal microscopy was accomplished. (A) as control. SKOV-3 cells were treated with 500 nM of (B) 
α-synuclein, (C) β-synuclein, and (D) γ-synuclein, (E) 5 ng/ml of IGF-I, 5 ng/ml of IGF-I and 500 nM of (F) α-synuclein, (G) β-synuclein,
and (H) γ-synuclein for 24 h. For F-actin staining, cells were stained with rhodamine phalloidin. Scale bar, 20 μm. 
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에 rhodamine phalloidin으로 F-actin을 염색하여 confocal 

microscope으로 관찰하였다. 실험 결과, control은 세포가 

별 모양으로 움츠러들거나 부채꼴 모양으로 넓게 퍼지지 

않고(Fig. 9A), 재조합 α-, β-, γ-synuclein 단백질을 처리하

면 세 경우 모두 세포의 형태가 별 모양으로 움츠러들

고 끝 부분에 actin이 모여서 존재하였다(Fig. 9B, C, D). 

IGF-I을 처리하면 세포의 형태가 부채꼴 모양으로 넓게 

퍼진 부분에 actin filament가 뻗쳐서 존재하였다(Fig. 9E). 

재조합 synuclein 단백질과 IGF-I을 같이 처리하면 α-, β-, 

γ-synuclein의 경우 공히 세포의 형태가 부채꼴 모양으로 

넓게 퍼진 부분에 actin filament가 뻗쳐서 존재하기도 하

고, 별 모양으로 움츠러들고 끝 부분에 actin이 모여서 

존재하였다(Fig. 9F, G, H). 이를 통해 재조합 α-, β-, γ-

synuclein 단백질과 IGF-I는 SKOV-3 세포의 membrane 

ruffling 형성을 유도하는 것으로 볼 수 있다. 

 

고 찰 

 

γ-synuclein 단백질이 과 발현되어 있는 유방암 세포에

서 증식과 전이가 촉진되고, 항암제에 대한 저항성이 증

가된다는 보고가 있다 (20). 또한 α-synuclein 단백질이 과 

발현되어 있는 소신경교세포에서 전이가 촉진된다는 보

고도 있다 (28). 이러한 결과를 바탕으로 본 연구에서는 

γ-synuclein 뿐만 아니라 유사성이 높은 α-, β-synuclein이 

종양세포의 운동성에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 

또한 종양세포의 증식과 전이에 관여하고 γ-synuclein

과 상호작용을 하는 IGF-I과 synuclein family가 종양세

포의 운동성에 미치는 영향을 비교하고자 하였다. 또한 

synuclein family와 IGF-I이 종양세포의 운동성에 미치는 

영향의 분자기전을 알아보고자 본 실험을 수행하였다. 

재조합 synuclein 단백질과 IGF-I에 의한 종양세포의 운

동성을 확인하기 위하여 wound healing assay를 수행하였

다. 실험 결과, SKOV-3 세포는 재조합 synuclein 단백질

을 100 nM로 처리한 값은 α-, β-, γ-synuclein 공히 control

에 비해 약 25% 정도 증가하였고, 500 nM로 처리한 값

은 40% 이상 증가하였다. MDAMB-231 세포는 재조합 

synuclein 단백질을 100 nM로 처리한 값은 α-, β-, γ-

synuclein 공히 control에 비해 약 10% 정도 증가하였고, 

500 nM로 처리한 값은 20% 이상 증가하였다. HeLa 세

포는 재조합 synuclein 단백질을 100 nM로 처리한 값은 

α-, β-, γ-synuclein 공히 control에 비해 약 10% 정도 증

가하였고, 500 nM로 처리한 값 또한 10% 정도 증가하

였다. SKOV-3, MDAMB-231, HeLa 세포 모두에서 재조합 

synuclein 단백질을 처리하면 control에 비해 세포 운동

성이 증가하였다. 또한 재조합 synuclein 단백질을 높은 

농도로 처리한 group에서 세포 운동성이 더 증가하였다

(Fig. 2). 반면, 5 ng/ml의 IGF-I을 SKOV-3 세포에 단독적

으로 처리하면 control에 비해 약 25% 정도 증가하였

고, MDAMB-231과 HeLa 세포에 단독적으로 처리하면 

control에 비해 약 15% 정도 증가하였다. IGF-I의 생물학

적 활성은 1~10 ng/ml까지 농도에 비례하여 세포 운동

성이 증가하였지만, 10~100 ng/ml의 IGF-I 농도로 처리한 

group 간에 세포 운동성의 차이는 크지 않았다(Fig. 3). 따

라서 synuclein 단백질과 IGF-I이 종양세포의 운동성에 미

치는 영향을 비교해 보면, 1~100 ng/ml의 IGF-I을 종양세

포에 단독으로 처리하면, 100 nM의 재조합 synuclein 단

백질을 단독으로 처리한 값과 비슷하고 500 nM의 재조

합 synuclein 단백질을 단독으로 처리한 값 보다는 작음

을 알 수 있다. 최근에 γ-synuclein 단백질과 IGF-I의 상호

조절에 의한 종양세포의 증식과 전이가 촉진된다고 보고

되었다 (41). 앞선 실험 결과, 재조합 synuclein 단백질을 

처리를 하거나, IGF-I을 종양세포에 처리를 하면 종양세

포의 운동성이 증가하였다. 이를 통해 재조합 synuclein 

단백질과 IGF-I을 같이 종양세포에 처리하여 종양세포의 

운동성을 확인하였다. SKOV-3, MDAMB-231, HeLa 세포

에 500 nM의 재조합 synuclein 단백질과 5 ng/ml의 IGF-I

을 처리한 결과, IGF-I에 의해서 세포 운동성이 증가하고, 

재조합 synuclein 단백질과 IGF-I을 같이 처리하면 IGF-I만 

처리한 group보다 세포 운동성이 더 증가하였다(Fig. 4). 

재조합 synuclein 단백질과 IGF-I이 종양세포의 운동성

을 증가시키는 분자기전을 알아보고자, 전이와 관련된 표

면 단백질 중 단백질가수분해 효소인 MT1-MMP와 기질

로 작용하는 CD44의 발현을 확인하기 위해 FACS 분석

법을 수행하였다. 실험 결과, MT1-MMP과 CD44 모두에

서 500 nM의 재조합 synuclein 단백질을 처리하면 발현

이 증가하였다. 500 nM의 재조합 synuclein 단백질과 5 ng/ 

ml의 IGF-I을 종양세포에 처리하면, IGF-I만 처리한 group

보다 재조합 synuclein 단백질이 같이 처리한 group에서 

발현이 더 증가하였다(Fig. 5, 6, 7, 8). 세포의 운동성이 

생기는 원동력인 actin의 구조적 변화에 따른 membrane 

ruffling 형성을 알아보고자 confocal microscopy를 수행하

였다. SKOV-3 세포에 500 nM의 재조합 synuclein 단백질
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과 5 ng/ml의 IGF-I을 처리하고, rhodamine phalloidin으로 

F-actin을 염색하여 confocal microscope으로 관찰하였다. 

실험 결과, control은 별 모양으로 움츠러들거나 부채꼴 

모양으로 넓게 퍼지지 않으면서 원래의 세포 형태를 유

지하는 반면, 재조합 synuclein 단백질을 처리하면 세포의 

형태가 별 모양으로 움츠러들어 끝 부분에 actin이 모여

서 존재하거나, IGF-I을 처리하면 세포의 형태가 부채꼴 

모양으로 넓게 퍼진 부분에 actin filament가 뻗쳐서 존재

하였다(Fig. 9). 따라서 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I

은 SKOV-3 세포의 membrane ruffling 형성을 유도하여 세

포가 운동성을 갖게 되는 것으로 생각할 수 있다. 이러한 

연구 결과는 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I은 MT1-

MMP와 CD44의 발현을 촉진시키고, 세포의 membrane 

ruffling 형성을 유도함으로써 종양세포의 운동성을 증가

시킨다는 것을 보여준다. 

본 연구에서는 γ-synuclein와 더불어 α-, β-synuclein 또

한 종양세포의 운동성에 관여한다고 밝혔다. Synuclein 

family의 크기는 α-synuclein은 140 아미노산, β-synuclein

은 134 아미노산, γ-synuclein은 127 아미노산이고, 서로

의 아미노산 배열의 유사성이 매우 높다. α-synuclein과 

β-synuclein의 아미노산 배열은 62% 동일하고, α-synuclein

과 γ-synuclein은 55% 동일한 것으로 밝혀졌다 (49). 또한 

3차 구조는 두 개의 α-helix가 구부러져 이어져 있고 카

르복시 꼬리로 이루어진 구조로 서로 매우 유사하다 (50). 

이와 같이 synuclein family의 크기, 아미노산 배열, 3차 

구조의 유사성이 상당히 높기 때문에, α-, β-synuclein도 

γ-synuclein와 같이 종양세포의 운동성에 관여한다고 생각

된다. 실제로 본 실험에서 α-, β-, γ-synuclein이 종양세포

의 운동성에 미치는 영향은 매우 비슷한 것으로 나타났

다(Fig. 2). 

재조합 synuclein 단백질과 IGF-I에 의해 종양세포의 

운동성과 분자기전에 관여하는 단백질인 MT1-MMP와 

CD44의 발현이 증가하였다. 이 결과 중에서도 종양세

포에 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I을 같이 처리하면, 

IGF-I만 처리한 group보다 종양세포의 운동성과 MT1-

MMP와 CD44의 발현이 더 증가하였다(Fig. 4, 6, 8). 이

러한 현상이 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I이 서로 다

른 작용에 의한 것인지, 아니면 서로 같은 작용에 의한 

것인 정확히 밝혀지지 않았다. 여성 성호르몬인 estrogen

과 estrogen 수용체 간의 결합에 γ-synuclein이 관여하여 

estrogen 수용체의 신호전달을 촉진한다는 보고가 있다 

(51). 이때 γ-synuclein이 관여하는 기전은 heat shock 단

백질과 함께 estrogen 수용체에 chaperone 작용을 통하여 

estrogen 수용체의 결합 친화력을 증가하여 신호전달을 

촉진한다고 알려졌다 (52). Synuclein 단백질의 membrane 

binding 부분은 카르복시 말단으로 알려져 있다 (50). 본 

연구 결과도 synuclein 단백질의 카르복시 말단을 통해 세

포막에 존재하는 IGF-I 수용체에 직접 결합하거나 heat 

shock 단백질과 함께 chaperone 작용을 통해 기질에 대한 

결합 친화력을 증가시킴으로써 발생한 현상이라고 생각

해 볼 수 있을 것이다. 

γ-synuclein은 유방암, 난소암, 간암, 위암, 대장암 등의 

종양세포에 많이 발현하고 있다 (13, 29, 41). 이들 암 세

포에서는 종양세포의 증식과 전이에 관여하는 γ-synuclein 

뿐만 아니라 α-, β-synuclein도 발현하고 있다. 이처럼 

synuclein 단백질은 세포에 내생적으로 발현하고 있고, 실

험을 위해 종양세포에 형질주입을 통해 과 발현시켜 연

구를 수행하기도 하였다 (29, 41). 하지만 본 연구에서는 

재조합 단백질을 정제하여 배지와 함께 세포에서 처리하

였다. 이전에 재조합 α-, β-, γ-synuclein을 배지와 함께 세

포에 처리하면 30분 이내로 세포막을 투과하고, 세포 밖

으로 분비한다는 보고가 있다 (42). 재조합 synuclein 단백

질을 외부적으로 처리하였을 때, 재조합 synuclein 단백질

이 세포막을 투과할 수 있는 이유는 반복되는 특정 아미

노산 motif인 'KTKEGV'을 갖고 있기 때문이다. α-synuclein

은 7개의 'KTKEGV' motif을 갖고 있으며, β-synuclein과 

γ-synuclein도 갖고 있어 세포막 투과성을 갖는다 (49). 본 

실험에서는 재조합 synuclein 단백질을 배지와 함께 세포 

외부적으로 처리하여 실험을 수행하였고, 이 방법으로도 

실제 synuclein의 효과를 확인할 수 있었다. 

본 연구를 통해 재조합 synuclein 단백질과 IGF-I에 

의해 종양세포의 운동성이 증가하고, synuclein 단백질과 

IGF-I을 함께 처리하면 종양세포의 운동성이 배가 된다

는 사실을 밝혔다. 종양세포의 운동성이 증가되는 분자기

전 중에 하나는 아마도 MT1-MMP와 CD44의 발현이 증

가하여 세포의 actin filament의 구조적 변형을 초래하여 

membrane ruffling 형성을 통해 일어나는 것으로 생각된

다. 다른 연구에 의하면 IGF-I에 의해 종양세포의 운동

성이 증가하는 기전으로는 Akt의 인산화형이 증가하는 

것이 제시되어 있다 (48). 따라서 재조합 synuclein 단백

질과 IGF-I을 세포에 처리하였을 때, Akt의 인산화형의 

발현이 어떻게 변하는지 확인하여 좀더 신호전달 체계에 
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대한 후속연구가 필요하다. 추가적으로 세포의 운동성을 

확인하는 방법을 wound healing assay를 하였는데, 3차원

적인 세포 이동을 확인할 수 있는 chamber migration assay

나 invasion assay를 통하여 세포의 운동성을 확인할 필요

가 있다. 
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