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서 론

파킨슨병의 치료제는 L-dopa, 도파민 수용체 작용물질

(agonist), 항콜린성 제제 등이 있으나, 한시적인 효과와

부작용으로 인하여 도파민을 생성할 수 있는 세포를 이용한

치료(cell therapy) 혹은 도파민의 생성을 유도할 수 있는

유전자치료(gene therapy)의 필요성이 대두되었다. 세포

를 이용한 치료법 개발에 있어서 태아의 뇌조직을 환자의

뇌에 이식하는 방법(fetal tissue graft)을 가장 먼저 시

도하였으며 그 효과 또한 상당히 장기간 지속되었으나 본

시술을 위해서는 8 ~ 1 2주 정도의 태아 1 0여 개체가 필요

하여1 , 2 윤리적인 면에서나 실제적인 면에서 대단히 불합리

한 방법이다. 한편 유전자를 이용한 치료법 개발에 이용된

유전자는 그 기능에 따라 크게 3가지로 나눌 수 있다. 이들

은 첫째, 도파민성 세포의 생존에 관여하는 B r a i n

derived neurotrophic factor (BDNF) 혹은 G l i a

derived neurotrophic factor (GDNF) 등의 신경영양

인자이며 둘째, 도파민의 생성을 촉진할 수 있는 t y r o s i n e

hydroxylase (TH)와 aromatic amino acid decar-
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boxylase (AADC)를 들 수 있다. 또한 도파민성 세포의

사멸에 원인이 될 수 있는 발생기 산소(reactive oxygen

s p e c i e s )를 해독하는 superoxide dismutase (SOD)가

세 번째에 해당한다. 이 중에서 가장 광범위하게 실험된 것

은 T H이나 이의 효과 또한 만족할 만큼 장기간 지속되지는

못하였다. 이런 치료용 유전자의 발현을 장기화하여 실용화

를 이루기 위해서는 이들 유전자를 옮기는데 쓰일 매개체

(vector 혹은 l i p o s o m e의 구성요소), 형질변환에 쓰일 세

포의 특성 등이 깊이 있게 연구되어야 하겠지만 치료에 쓰

일 유전자의 발현과 발현된 단백질의 안정성에 대한 연구가

우선되어야 할 것이다.

T H는 도파민성 세포에 대한 지표로 쓰일 수 있을 만큼

그 발현이 도파민성 세포에 제한되어 있으며 이의 활성과

안정성은 이의 조효소 tetrahydrobiopterin (BH4)과

TH 조절부위의 인산화에 의해 조절된다. BH4는 g u a n i n e

triphosphate (GTP)를 선구물질로 사용하여 세 단계의

효소반응에 의해 만들어진다.3 , 4 이렇게 만들어진 B H4는

phenyalanine hydroxylase, tyrosine hydroxy-

lase, tryptophan hydroxylase, nitric oxide syn-

thase 등의 효소에 조효소로 쓰일 뿐 아니라5 , 6 PC12 cell

과 murine erythroleukemia (MEL) 세포주에서는 세

포분열 효과가 확인되었다.4 , 7 이와 같이 B H4는 다양한

h y d r o x y l a s e의 조효소로 쓰이며 이의 결핍은 d o p a -

responsive dystonia (DRD) 등의 증세를 일으키고8 , 9 , 1 1

또한 Shy-Drager 증후군, Alzheimer병 등1 0 신경계 질

환에서도 B H4의 농도가 정상인에 비해 낮다. 한편 G T P

cyclohydrolase I (GTPCH I)의 활성이 약화된 쥐에서는

hyperphenylalaninemia (HPH)의 증세를 보였으며1 2

T H와 tryptophan hydroxylase의 활성이 현저하게 낮

아질 뿐 아니라 뇌에서 도파민, norepinephrine, sero-

t o n i n등 c a t e c h o l a m i n e의 농도 또한 현저히 낮아지는

소견을 보였다.1 3

한편 T H의 조절부위에 위치한 4개의 s e r i n e / t h r e o-

n i n e은 아주 다양한 k i n a s e에 의해 각기 다르게 인산화되

고 또 그 다양한 k i n a s e의 수만큼 인산화된 T H의 효소적

특성 또한 다양하다. 일반적으로 인정되는 이론은 본 단백

질의 인산화 시 조효소 B H4에 대한 결합상수(Km)는 줄어

들고 c a t e c h o l a m i n e에 의한 억제상수(Ki)는 증가하여 효

소의 활성이 높아진다. 그러나 인산화로 인하여 활성이 높

아진 T H는 p r o t e a s e의 표적이 되어 쉽게 분해되므로 안

정성이 줄어들 수 있다.1 4

파킨슨병의 유전자치료에 있어서는 위에서 언급한 바와

같이 활성의 증가보다는 발현의 장기화 및 단백질의 안정화

가 더 큰 과제로 인식되고 있다. 또한 본 질병의 증세는 흑

질선조체(substantia nigra pars compacta)내의 도파

민성 세포가 80% 이상 고사하여야 비로소 나타나므로 획

기적인 T H활성의 증가보다는 꾸준한 도파민의 공급이 더

큰 치료 효과를 낳을 것으로 기대된다.

대상과 방법

1. T H의 조절부위에 인위적 변이( d e l e t i o n )의 도입과

retroviral vector의 제작

조절부위에 인위적 변이를 가진 TH (dTH)는 이후의

s u b c l o n i n g을 용이하게 하기 위하여 PCR 증폭 시 H i n d

dIII 제한효소 자리를 삽입하였다. 각 s e r i n e / t h r e o n i n e

까지 잘라지는 변이는 아래의 각 p r i m e r와 wTHxh (5’

GCGCACCTCGAGGCGCAC 3’)를 사용하여 P C R로 만

들었다. Primer의 염기서열 중 Hind dIII와 i n i t i a t i o n

c o d o n까지는 주형( t e m p l a t e )과 수소결합을 이루지 못하

므로 P C R의 처음 2~3 cycle은 낮은 온도(55 。C )에서

a n n e a l i n g하여 P C R하고 나머지 25 cycle은 온도를 높

여(63 。C) 특이성을 높였다.

- Serine 19까지 잘라지는 변이

dTH19D; 5’ A C A A G C T T G C C A T G G A G C T G-

GACGCCAAGCAGGCA 3’

- Serine 31까지 잘라지는 변이

dTH31D; 5’ A C A A G C T T G C C A T G C C G C G G T

TCATTGGGCGCAGG 3’

위의 각 P C R에 의해 만들어진 PCR 산물은 p C R 2 . 1

(Invitrogen, U. S. A.)에 s u b c l o n e하고 염기서열을 확

인한 후 Hin dIII로 잘라서 같은 효소로 처리된

pLNCX(retroviral vector)에 s u b c l o n e하였다.

2. Transfection과 재조합 r e t r o v i r u s의 생산

5×1 05의 PA317 (virus producing cell line)은 6

cm 배양접시에 HAT 배양액으로 배양하다가 t r a n s f e c t i o n

시 O P T I - M E M으로 갈아주었다. 12 ㎍의 D N A는 500 ㎕

의 C a C l2/HEPES (125 mM CaCl2, 0.74 mM

N a2H P O4, 140 mM NaCl, 25 mM HEPES) 용액에부유

하고 상온에서 3 0분 정도 두어 침전이 생기게 하였다. 이는

세포 위에 한 방울씩 떨어뜨려 전체를 덮은 후 다시 4시간

동안 37 。C에서 배양하고 phosphate buffered saline

( P B S )로 두 번 씻은후 일반배양액(HAT 배양액)으로갈아

주었다. 다음날 배양액을 일반 배양액으로 갈아주고 다시 하

루 밤 지난후 conditioned media는0.45 ㎛여과지로 여

과하여불순물을제거하고 -80 。C에서 보관하였다.

3. 세포주의 유전자변형(Virus 감염)

1×1 05 정도의 감염될 세포( N I H - 3 T 3 )는 하루 전에 1 0

cm 배양접시에 배양하고 다음날 viral conditioned

media 1 ml와 polybrene (4 ㎍/ m l )을 더하였다. 37 。C

배양기에서 밤새 감염시킨 후 viral media는 버리고 P B S

로 씻었다. 감염된 세포는 하루 더 배양한 후 선택배양액

(400 ㎍/ml G418 혹은 200 ㎍/ml hygromycin B)로

교환하였다. 이때 v i r u s에 감염되지 않은 N I H - 3 T 3에도 같

은 선택배양액을 넣고 세포가 완전히 다 죽은 후 감염된 세

포에대한 선택을 끝내고 세포를 증식하였다. 선택동안 배양

액은1주일에 2번씩 갈아주었다.
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4. 세포주의 확립

G C /Δg H C를 이용하여 만든 재조합 r e t r o v i r u s는

N I H - 3 T 3에 감염시키고 hygromycin B로 selection 하

고 single colony를 골라내었다. TH를 발현하는 세포주

는 T H / p L N C X를 이용하여 만든 재조합 r e t r o v i r u s를 이

용하였고 G - 4 1 8로 선택한 후 생겨난 c o l o n y를 모두 합하

였다(bulk selection). 한편 GTPCH I과 T H를 이중 발

현하는 세포주는 GTPCH I을 발현하는 세포주에 다시 T H

재조합 r e t r o v i r u s로 감염하고 hygromycin B와 G -

4 1 8로 중복 선택한 후 생겨난 c o l o n y를 모두 합하였다.

5. 단백질 발현의 측정(Western blot analysis)

세포는 t r y p s i n으로 수거하여 h e m a c y t o m e t e r로 세포

의 수를 세고 1×1 06 세포당 100 ㎕의 SDS lysis

buffer (62.5 mM Tris, pH 6.8, 10% glycerol, 5%

β-mercaptoethanol, 2.3% sodium dodecyl sulfate

( S D S )로 용해하고 1 0초간 s o n i c a t i o n하였다. Sodium

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore-

sis (SDS-PAGE)는 10%, stacking gel은 pH 6.8,

running gel은 pH 8.8로 하였다. Polymerize된 g e l에

5분간 끓인 시료는 20 ㎕( 2×1 05 c e l l에 해당)를 l o a d한

후 glycine running buffer (200 mM glycine, 30

mM Tris-B, pH 8.3, 1% SDS)에서 120 V, 18 mA

로 3 ~ 4시간 영동하였다. 영동이 끝난 g e l은 T o w b i n’s

buffer (192 mM glycine, 25 mM Tris, pH 8.3,

0.1% SDS, 10% methanol)에서 1000 mA로 1시간

동안 polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane

으로 옮겼다. 단백질이 옮겨진 m e m b r a n e은 5% skim

milk/TBST (10 mM Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl,

0.1% Triton)에서 한 시간 이상 b l o c k하고 1 : 1 0 0 0으로

희석시킨 1차 항체(Rabbit anti-TH, 자가제조)로 다시

한 시간 동안 처리하였다. Membrane은 T B S T에서 4번

( 5분, 5분, 15분, 15분) 이상 씻은 후 h o r s e r a d i s h

peroxidase (HRP)가 결합된 2차 항체( H R P - c o n j u g a t-

ed donkey anti-rabbit, 1:2000, Amersham

Pharmacia Biotech, U.S.A.)로 다시 한 시간 처리하고

위와 같은 방법으로 4번 이상 씻었다. 다 씻은 m e m-

b r a n e은 ECL (Amersham Pharmacia Biotech,

U.S.A.) kit로 발색하고 X-ray film에 노출하였다.

6. RNA 분리와 Northern blot analysis

RNA 분리 시에는 배양된 세포를 P B S로 씻어내고 1 0

cm 배양접시 당 1 ml의 Zol B (Gibco BRL, U. S.

A . )용액을 넣어 세포를 용해하였다. 용해된 시료는 원심분

리관에 모으고 100 ㎕의 c h l o r o f o r m을 섞어 v o r t e x하여

l i p i d를 녹여내고 원심분리하여 맑은 상층액은 새 원심관에

옮겨 담았다. 같은 분량의 i s o p r o p a n o l을 첨가하고 -80 。

C에 1시간 동안 냉동시킨 후 4 。C, 12,000 xg에서 5분

간 원심분리하여 R N A를 침전시켰다. 침전된 R N A는

70% 알코올로 씻어낸 후 상온에서 말리고 20 ㎕의

diethyl pyrocarbonate (DEPC)로 처리된 물에 부유한

후 optical density를 재어 전체 수거양을 측정하였다.

분리된 R N A는 1 %의 formaldehyde gel에서 전기영동

하고 영동이 끝난 g e l은 D E P C로 처리된 물에서 2 0분간

두 번씩 씻어 f o r m a l d e h y d e를 제거하고 7.5 mM

N a O H에서 nylon membrane으로 옮겼다. 옮겨진 시료

는 2X sodium chloride, sodium citrate (SSC),

0.1% SDS 용액에서 가볍게 씻고 상온에서 말렸다.

Nylon membrane은 U V로 R N A를 cross link 하고

25 ng의 탐식자 DNA (Xho I-Bst XI fragment, 1.3

k b )는 50 μC i의 [α-3 2P ] d C T P를 이용하여 r a n d o m

p r i m i n g법(Random primed DNA labeling kit,

Boehringer Mannheim)으로 표지하였다. 방사능으로

표지된 탐식자는 1 ~ 5×1 06 c p m / m l의 농도로 5X SSC,

2X Denhardt’s, 100 ㎍/ml carrier DNA, 0.2%

SDS, 5% Dextran sulfate에 섞고 42 。C에서 1 6시간

이상 h y b r i d i z a t i o n하였다. Hybridization이 끝난

m e m b r a n e은 2X SSC, 0.2X SSC/0.1% SDS에서 씻

은 후 말리고 X-ray film에 노출하였다.

Tissue culture, recombinant DNA technology

등 일반적으로 흔히 쓰이는 방법은 Molecular Cloning,

2nd ed.1 5과 C e l l s1 6에 준하여 행하였다.

결 과

조절부위에 위치한 s e r i n e은 이의인산화에 따라T H의 활

성은 2배 정도 향상될 수 있으나 인산화된 단백질은 p r o-

t e a s e에 의해 쉽게 분해된다.1 4 즉 T H의 조절부위의 인산화

가 불가능해지면 본 단백질의 안정성을 기대할 수 있을 것이

다. 본 가설을 증명하기 위하여 본 연구에서는 PCR 방법을

이용하여 T H의 amino acid #2-#19까지 삭제된

T H ( d 1 9 T H )와 # 2 - # 3 1까지 삭제된 TH (d31TH)를 만들었

Figure 1. Schematic diagrams of wTH, d19TH, and d31TH.
PCR amplification is used to remove the phosphorylation site
from the regulatory domain of TH. Four S denote for serine
#8, 19, 31, and 40, respectively. Amino acids #2~#19 covering
serine #8 and serine #19 are deleted in d19TH and #2~#31
covering serines at #8, #19, and #31 were deleted in d31TH.
RD; regulatory domain of TH protein, CD; catalytic domain of
TH protein, TH; tyrosine hydroxylase, wTH; wild type TH,
d19TH; TH with amino acids #2-#19 are deleted, d31TH; TH
with amino acids #2-#31 are deleted.



다. 즉 d 1 9 T H에서는 본 단백질의 효소적 특성과 연관된

serine 중 # 8과 # 1 9가 제거되었고d 3 1 T H에서는 #8, #19와

# 3 1이 제거되었다. d19TH와 d 3 1 T H에서 Hind III-Xho I

조각은 p L N C X에 c l o n e되어 있는 wild type

T H ( w T H / p L N C X )의 Hind III-Xho I 조각과 바꾸어 s u b-

c l o n e하고 성공적으로 결찰된 것은 d19TH/pLNCX 혹은

d 3 1 T H / p L N C X라 명명하였다. 이를 이용하여 만든 재조합

r e t r o v i r u s는 섬유아세포 N I H - 3 T 3에 감염시켜서 두번째와

세번째세포주d 1 9 T H N과 d 3 1 T H N을 확립하였다(Fig. 1).

어떤 한 시점(steady state)에서 발현되는 총 단백질의

양은 단백질과 이에 해당하는 R N A의 발현과 분해가 평형

상태에 있다고 할 수 있다. 위의 세포주에서 조효소 혹은

조절부위의 변이가 평형상태의 총 단백질 발현의 양에 미치

는 영향은 western blot analysis로 확인하였다. 같은

조건에서 배양된 같은 수의 세포는 10% PAGE에서 분리

하고 항-TH 항체로 확인한 결과 조효소는 단클론성 세포에

서 확인한 바와 같이17 TH단백질의 발현을 약 1 0배 증가

시켰다(Fig. 2A). 한편 조절부위의 d e l e t i o n은 d e l e t i o n

의 크기에 따라 T H의 발현이 다르게 나타났으며 d 1 9 T H N

의 경우 w T H N에 비해 6 8 . 6배, d31THN는 1 7 . 5배의

많은 T H를 발현하고 있었다(Fig. 2B). 또한 d 1 9 T H와

d 3 1 T H는 d e l e t i o n의 크기에 따라 wild type TH보다
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Figure 2. The effect of cofactor and deletions on the expression level of TH proteins. A. Protein samples equivalent to 2×105 cells
are loaded in each lanes, separated on 10% PAGE, transferred to PVDF membrane, and blotted with α-TH antisera (1:1000). Lane 1
contains samples from wTHN and lane 2 from wTHGCN. B . Same as in panel A except that samples are from 5×1 05 cells of
d19THN (lane 1), d31THN (lane 2), and wTHN (lane 3). TH; tyrosine hydroxylase, PAGE; polyacrylamide gel electrophoresis,
PVDF; polyvinylidene difluride, wTHN; NIH-3T3 cells expressing wild type TH, wTHGCN; NIH-3T3 cells expressing both wild
type TH and GTPCH I, d19THN; NIH-3T3 cells expressing d19TH, d31THN; NIH-3T3 cells expressing d31TH

A B

Figure 3. The effect of cofactor and deletions on the expression level of TH mRNA. A. To determine the steady state expression lev-
els of TH mRNA 20 ㎍ of total RNA isolated from d19THN (lane 1), wTHN (lane 2), wTHGCN (lane 3) are separated on 1%
agarose gel and probed with 32P-dCTP labelled full length TH cDNA after transfer to Nylon. B. Same as above except that the lane 1
contains RNA isolated from d31THN. TH: tyrosine hydroxylase, wTHN; NIH-3T3 cells expressing wild type TH, wTHGCN; NIH-
3T3 cells expressing both wild type TH and GTPCH I, d19THN; NIH-3T3 cells expressing d19TH, d31THN; NIH-3T3 cells
expressing d31TH

A B
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P A G E상에서 더 빨리 m i g r a t i o n함을 확인할 수 있었다.

세 가지 세포주 d19THN, d31THN과 w T H G C N에서

TH mRNA의 발현율은 Northern blot analysis로 확

인하였다. 이들 세 가지 세포주는 같은 조건에서 배양된

wTHN 세포주에 비해 d 1 9 T H N은 4 . 6배(Fig. 3A),

d 3 1 T H N은 1 . 8배의 TH mRNA를 발현하고 있었으며

(Fig. 3B) TH의 조효소를 가진 w T H G C N은 w T H N에

비해 4 . 9 ~ 6 . 8배의 TH mRNA를 발현하고 있다( F i g .

3). 이들의 발현 정도는 densitometric reading으로 확

인하였으며 Table 2에 정리하였다.

고 찰

파킨슨병에 대한 유전자치료는 T H뿐만 아니라 B D N F ,1 8

G D N F ,1 9 - 2 1 fetal tissue1 , 2 , 2 2 등을 이용하여 다양한 각도

에서 시도되었으나 크게 성공적이지 못하였으며 최근에는

T H와 GTPCH I을 함께 이용하여 T H의 발현 혹은 안정성

을 향상시키고자 하는 노력이 있었다.2 3 그러나 신경영양인

자 혹은 T H를 이용한 유전자치료법에서 T H의 발현은 실

험동물의 행동에서 확실한 효과가 확인되었으나 그 효과는

기대만큼 장기간 지속되지는 못하였다.

본 연구에서는 평형상태에서 조효소 B H4가 TH 단백질

의 발현에 미치는 영향을 연구하였다. TH의 조효소 B H4는

G T P를 선구물질로 사용하여 세 번의 효소반응을 통하여

B H4를 생합성 한다.1 0 본 연구에 사용한 N I H - 3 T 3에서는

GTPCH I의 발현만 유도함으로써 B H4를 생합성 할 수 있

는데 이는 GTPCH I 외에 B H4의 생합성에 필요한 다른 효

소는 항시 발현하고 있기 때문이다.1 2 B H4가 T H의 발현에

미치는 영향은 w T H N과 w T H G C N에서 TH 단백질의 발

현을 확인함으로써 유추할 수 있다. Fig. 1에서 나타난 바

와 같이 GTPCH I 유전자에 의한 충분한 B H 4의 공급은

TH 단백질의 발현을 1 0배, TH mRNA의 발현을

4 . 9 ~ 6 . 8배 증가시킨다. 본 세포주의 유일한 차이점은

GTPCH I의 유무이므로 본 발현의 차이는 B H4에 의한 것

이라고 할 수 있다. 본 결과에서 m R N A의 발현의 증가에

대한 정확한 이유는 알 수 없으나 단백질 발현의 증가는 조

효소 B H4가 TH 활성의 조절 외에도 T H의 특이적 p h o s-

p h a t a s e를 활성화 시켜서 T H를 탈 인산화함으로써 p r o-

t e a s e의 공격을 피할 수 있고 또한 m R N A의 증가로

t r a n s l a t i o n이 증가되었기 때문일 것이다.

위에서 언급한 바와 같이 T H의 인산화는 활성화 후 p r o-

t e a s e에 의한 분해, TH 단백질 양의 감소, 도파민 생성의

억제 등으로 이어져 전체 도파민의 양을 줄임으로써 자가산

화로 인한 신경세포에 대한 손상을 줄이는 자가보호 기전으

로 작용한다고 할 수 있다.1 4 그러므로 TH 단백질의 안정성

측면에서는 T H의 인산화 자리의 제거는 TH 단백질의 안정

성에 긍정적인 영향을 미칠 것으로 기대된다. 이런 가설에

근거하여 T H의 인산화를 방지하고 T H의 안정성을 높이기

위해 wild type TH의 조절부위에서 s e r i n e을 포함한 1 8

개(amino acid #2-#19까지, d19TH) 혹은 3 0개( a m i n o

acid #2-#31까지, d31TH)의 아미노산을 삭제하였다.

d 1 9 T H를 발현하는 NIH-3T3 (d19THN)는 세포의 배양

조건에 따라 다소간의 차이는 있었지만 w T H N에 비해 약

6 8 . 6배 많은 TH 단백질을 발현하고 있었고 d 1 9 T H

m R N A는 wTH mRNA에 비해 4 . 6배 높은 발현을 보이고

있었다. 앞의 실험에서 w T H G C N은 w T H N보다 약 1 0배

높은 TH 단백질 발현을 보이고 있었으므로 이와 비교할 때

d 1 9 T H는 wTHGC 보다도 약 7배정도 높은 TH 단백질의

발현을 보이고 있다. 본 결과에 국한하여 생각할 때 조절부

위의 변이는 transcription 혹은 m R N A의 안정성 보다

단백질의 안정성 혹은 t r a n s l a t i o n의 정도에 더 많은 영향

을 미친다고 볼 수 있겠다. 이는 위의 w T H와 w T H G C의

비교에서 조효소 B H 4를 첨가함으로써 TH mRNA와 단백

질이 4 . 9 ~ 6 . 8배 TH 단백질은 1 0배 증가한데 반해 조절

부위의 인산화 부위의 변이는 단백질의 안정성 혹은

t r a n s l a t i o n에 더 많은 영향을 미치는 것으로 생각된다.

본 결론은 d 3 1 T H에도 그대로 적용되어서 d31TH 단백질

은 wTH 단백질에 비해 1 7 . 5배의 높은 발현율을 보이고

있지만 d31TH mRNA는 wTH mRNA에 비해 1 . 8배의

발현율을 보이고 있어서 조절부위의 인산화 자리의 삭제는

T H의 R N A보다 단백질의 발현 혹은 안정성에 더 큰 영향

을 주고 있다. 한편 d19TH 단백질은 d31TH 단백질에 비

Table 1. Comparison of expression level of TH protein with
deletions on the regulatory domain.

Cell line Ratio to wild type TH

d19THN 68.6
d31THN 17.5
wTHN 1.0

d19THN; NIH-3T3 cells expressing d19TH
wTHN; NIH-3T3 cells expressing wild type TH
wTHGCN; NIH-3T3 cells expressing both wild type TH and
GTPCH I

Table 2. The relative expression levels of TH mRNA with cofactor or deletions on the regulatory domain.

Cell line Ratio to wild type TH Cell line Ratio to wild type TH

d19THN 4.6 d31THN 1.8
wTHN 1.0 wTHN 1.0
wTHGCN 6.8 wTHGCN 4.9

d19THN; NIH-3T3 cells expressing d19TH d31THN; NIH-3T3 cells expressing d31TH
wTHN; NIH-3T3 cells expressing wild type TH wTHN; NIH-3T3 cells expressing wild type TH
wTHGCN; NIH-3T3 cells expressing both wild type TH and GTPCH I wTHGCN; NIH-3T3 cells expressing both wild type TH and GTPCH I

A B
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해 3 . 9배의 높은 발현율을 보이고 있다. 이는 아미노산

#2~#19 혹은 이의 인산화가 본 단백질의 분해에 깊은 관

계가 있음을 시사하고 이에 반해 아미노산 # 2 0 ~ # 3 1은 본

단백질의 안정성 혹은 t r a n s l a t i o n의 향상에 긍정적인 요

소를 포함하고 있으며 이의 영향력은 아미노산 # 2 ~ # 1 9에

비해 다소 약한 것으로 유추해 볼 수 있겠다. 그러나 s e r

#19 혹은 ser #31의 인산화가 본 단백질의 발현 혹은 안정

성에 미치는 영향에 대한 명쾌한 해답은 본 인산화 자리에

대한 site directed mutagenesis 등을 통한 연구를 비롯

한 보다 많은 연구가 필요할 것으로 사료된다. 또한 본 연

구의 결과는 T H의 조절부위에 약간의 인위적인 돌연변이를

가함으로써 T H의 steady state에서 발현율을 현저히 증가

시켰으므로 이는 T H를 이용한 파킨슨병의 유전자치료를 위

해서는 대단히 유리한 조건으로 생각된다.
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