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α-synuclein (α-syn) is implicated in the pathogenesis of Parkinson's disease (PD) and other related diseases. We have 

previously reported that α-syn binds to the cell membranes in a transient and reversible manner. However, little is known 

about the physiologic function and/or consequence of this association. Here, we examined whether chemically induced 

perturbations to the cellular membranes enhance the binding of α-syn, based on hypothesis that α-syn may play a role in 

maintenance of membrane integrity or repair. We induced membrane perturbations or alterations in α-syn-overexpressing 

human neuroblastoma cells (SH-SY5Y) by treating the cells with hydrogen peroxide (H2O2) or oleic acid. In addition, 

membranes fractionated from these cells were perturbed by treating them with proteinase K or chloroform. Dynamic 

interaction of α-syn to the membranes was analyzed by the chemical cross-linking assay that we developed in the 

previous study. We found that membrane interaction of α-syn was increased upon treatment with membrane-perturbing 

reagents in a dose and time dependent manner. These results suggest that perturbations in the cellular membranes cause 

increased binding of α-syn, and this may have significant implication in the physiological function of α-syn in cells. 
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알파-시뉴클린 (α-synuclein)은 신경세포에 풍부한 단백

질로 현재까지 정확한 세포 내 생리학적 기능은 밝혀져 

있지 않으나 파킨슨씨병 (Parkinson's disease) 발병에 관여

하는 유전적 요인의 하나로 알려져 있다 (Athanassiadou 

et al., 1997; Maries et al., 2003; Singleton et al., 2003). 

아미노산 서열분석을 통해 알파-시뉴클린의 아미노 말

단 (N-terminus)부위가 ApoE 단백질 내의 인지질 결합부

위와 유사하다는 것이 보고된 이후 알파-시뉴클린과 인

지질 또는 알파-시뉴클린과 세포막 결합에 관한 많은 

연구가 진행되었다. 알파-시뉴클린은 세포막과 일시적이

고 가역적으로 결합하며, 세포막 결합 시 Western blotting 

분석에서 기존의 알파-시뉴클린 (p16; 16,000da)보다 조

금 큰 크기의 (p17)의 알파-시뉴클린 밴드가 관찰된다. 

또한 알파-시뉴클린 단백질의 아미노 말단부위에 α-helix 

구조의 형성이 세포막과의 결합에 중요하다고 알려져 있

다 (Davidson et al., 1998; Kim et al., 2006; Perrin et al., 2000). 

알파-시뉴클린이 세포 내 지질 또는 세포막과 관련되

어 매우 중요한 역할을 할 것이라는 연구결과가 지속적

으로 보고되고 있다. 알파-시뉴클린이 세포 내 지질 성

분비율, 흡수, 대사, 세포막으로의 삽입 (incorporation) 등

에 영향을 미친다는 사실이 발표되었으며 (Castagnet et al., 

2005; Golovko et al., 2005; Sharon et al., 2003) 알파-시뉴클

린이 세포막을 구성하는 지질의 산화 (lipid peroxidation)

를 억제하는 항산화 기능을 가진다는 것이 발표되었다 

(Zhu et al., 2006). 또한 알파-시뉴클린이 세포막의 굴곡 

(curvature)에 영향을 미친다는 것이 보고되었다 (Varkey 

et al., 2010). 최근에는 알파-시뉴클린이 신경세포에서 각

종 과립의 분비 시 세포막과 결합하여 작용하는 SNARE-

complex 기능에 관여한다는 사실이 발표되었다 (Burre et 

al., 2010; Darios et al., 2010; Thayanidhi et al., 2010). 그러나 

현재까지 알파-시뉴클린과 세포막 결합이 어떠한 생리, 

병리적 의미가 있는지는 정확히 밝혀져 있지 않다. 따라

서 세포 내에서 어떠한 감작 (stimulation)에 의해 또는 
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어떠한 세포환경에서 알파-시뉴클린이 세포막과 결합하

는지를 밝히는 것은 알파-시뉴클린의 생리적, 병리적 기

능을 밝히는데 중요하다. 

따라서, 본 연구에서는 산화스트레스 (oxidative stress)

에 의한 세포막 산화, 단백질 분해효소 처리에 의한 세포

막 단백질 손상, 유기용매 처리에 의한 세포막 인지질 

손상, 불포화 지방산인 oleic acid 처리에 의한 세포막 유

동성 (fluidity) 변화 등이 알파-시뉴클린과 세포막 결합에 

어떠한 영향을 미치는지 조사하였다. 

먼저 인간 신경모세포종양 (neuroblastoma) 세포주인 

SH-SY5Y 세포에 알파-시뉴클린 유전자가 재조합된 아

데노바이러스를 24시간 감염시켜 알파-시뉴클린을 발현

시켰다. 이 세포에 0.1 mM 과산화수소 (H2O2)를 여러 시

간대로 처리한 후, 세포 내 투과능을 가지는 crosslinker

인 disuccinimidyl glutarate (DSG)를 처리하여 일시적이고 

가역적인 알파-시뉴클린과 세포막의 결합을 비가역적으

로 안정화하였다. 이 후 Dounce homogenizer를 사용하여 

세포 균질액 (homogenate)을 준비하고 이를 초원심분리 

(200,000 g, 2시간)하여 세포질 분획과 세포막 분획으로 

구분하였다. 각 분획을 Western blotting으로 분석하여 세

포막에 결합된 알파-시뉴클린양의 변화여부를 확인하였

다. 0.1 mM 과산화수소를 0, 30, 60, 90분 처리 후 알파-

시뉴클린과 세포막 결합을 확인한 결과, 과산화수소 처

리 30분 후부터 시간 의존적으로 알파-시뉴클린의 세포

막 결합이 증가함을 관찰하였다 (Fig. 1A). 과산화수소를 

장시간 처리 (0, 12, 24시간) 후 알파-시뉴클린/세포막 결

합을 확인한 결과 역시 시간 의존적으로 알파-시뉴클

린과 세포막의 결합이 증가하는 것을 확인할 수 있었다 

(Fig. 1B). 과산화수소는 세포에 산화스트레스를 야기하는 

물질의 하나로 세포에 처리 시 다양한 산화스트레스를 

유발하는데 이중 하나가 세포막 지질의 산화 (membrane 

lipid peroxidation)이며 이로 인해 세포막 손상이 일어난다. 

따라서 위의 실험결과는 산화에 의한 세포막의 손상 시 

알파-시뉴클린/세포막 결합이 증가함을 제안하는 기초  

A 

Fig. 1. Interaction of α-syn with cellular membrane is enhanced by incubation of SH-SY5Y cells with hydrogen peroxide in a 
time-dependent manner. SH-SY5Y cells expressing α-syn were incubated with 0.1 mM hydrogen peroxide (H2O2) for the indicated 
times (A: 0, 30, 60, or 90 min B: 0, 12, or 24 h). Cells were subjected to in vivo crosslinking using disuccinimidyl glutarate (DSG) and the 
cell homogenates separated into the cytosolic fraction and membrane fraction by flotation centrifugation. The fractions were subjected to 
Western blot analysis using anti-α-syn antibodies (upper panel) and the band intensity measured by densitometric analysis (lower panel). 

B 
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A 

B 

C 

Fig. 2. Binding of α-syn to biological membrane increases in response to the treatment with agents causing membrane defect or
alteration. SH-SY5Y cells expressing α-syn were homogenated first and the cell homogenates fractionated into the cytosolic fraction and
membrane fraction. Membrane fractions were treated with (A) proteinase K for the indicated times (0, 5, 30, or 120 min) or with (B)
chloroform for 30 min. Membrane fractions were then mixed with the cytosolic fraction and subjected to crosslinking using DSG. The 
crosslinked samples were separated again into cytosolic and membrane fractions by flotation centrifugation. The fractions were subjected
to Western blot analysis using anti-α-syn antibody (left panel) and the band intensity measured by densitometric analysis (right panel). (C)
SH-SY5Y cells overexpressing α-syn were incubated with indicated concentrations of oleic acid (0, 19, 38, 75, 150, or 300 μM) for 24 h. 
Cells were subjected to in vivo crosslinking using disuccinimidyl glutarate (DSG) and the cell homogenates separated into the cytosolic 
fraction and membrane fraction by flotation centrifugation. The fractions were analyzed by Western blotting (left panel) and the band
intensity measured by densitometric analysis (right panel). 
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자료라 생각된다. 

알파-시뉴클린을 발현시킨 SH-SY5Y 세포 균질액을 

세포질 분획 (알파-시뉴클린이 포함되어 있는 분획)과 

세포막 분획으로 먼저 구분하고 그 중 세포막 분획에 단

백질 분해효소 (0.1 U proteinase K)를 0, 5, 30, 120분 처리

하였다. 다음 단백질 분해효소로 처리한 세포막 분획과 

알파-시뉴클린이 포함되어 있는 세포질 분획을 혼합하여 

DSG로 세포막과 알파-시뉴클린의 결합을 비가역적으로 

안정화 한 후 다시 초원심분리를 통해 세포질과 세포막 

분획으로 구분하여 Western blotting을 통하여 알파-시뉴

클린과 세포막 결합 정도를 확인하였다 (Fig. 2A). 단백질 

분해효소를 처리한 세포막에 대한 알파-시뉴클린의 결합

이 효소처리시간 의존적으로 증가함을 확인할 수 있었다. 

세포막에 단백질 분해효소를 처리하면 세포막 주요 구성

성분인 각종 단백질의 분해를 야기하여 세포막에 손상을 

야기한다. 따라서 위의 결과는 막단백질 손상에 의한 세

포막 이상 시 알파-시뉴클린/세포막 결합이 증가함을 보

여주는 기초 자료다. 또한 세포막 분획에 극소량의 클로

로포름 (CHCl3)을 처리 후 알파-시뉴클린이 포함된 세포

질 분획과 혼합 후, DSG를 처리하여 알파-시뉴클린/세포

막 결합을 비가역적으로 안정화 하였다. 이를 다시 세포

질 분획과 세포막 분획으로 구분하여 Western blotting을 

통해 알파-시뉴클린/세포막 결합을 확인한 결과 클로로

포름을 처리한 세포막에 알파-시뉴클린의 결합이 증가함

을 관찰하였다 (Fig. 2B). 클로로포름과 같은 유기용매를 

극소량 첨가하면 세포막 지질이 용해되어 세포막 손상을 

야기한다. 따라서 막지질 손상에 의한 세포막 이상 시에

도 알파-시뉴클린/세포막 결합이 증가함을 본 실험결과

를 통해 확인할 수 있었다. 

다음에는 알파-시뉴클린을 발현시킨 SH-SY5Y 세포에 

불포화지방산인 oleic acid를 여러 농도 (0, 19, 38, 75, 150, 

300 μM)로 24시간 처리한 후 DSG를 처리하여 알파-시

뉴클린과 세포막의 결합을 비가역적으로 안정화하였다. 

이 후 세포 균질액을 세포질 분획과 세포막 분획으로 구

분하여 세포막에 결합된 알파-시뉴클린을 양을 Western 

blotting을 통해 확인한 결과 oleic acid 처리농도 의존적으

로 알파-시뉴클린과 세포막의 결합이 증가함을 확인하였

다 (Fig. 2C). 세포에 oleic acid같은 불포화 지방산을 처리

하면 세포막에 삽입 (incorporation)되어 세포막의 지질구

성이 바뀌는데 특히 불포화 지방산 처리 시에는 특징적

으로 세포막 유동성 (fluidity)이 증가하게 된다. 따라서 이 

실험결과는 세포막 유동성이 증가할수록 알파-시뉴클린/

세포막 결합이 증가함을 보여주는 자료이다. 

종합하면, 1) 과산화수소 등의 산화 스트레스에 의한 

세포막 산화 시, 2) Proteinase K 등의 단백질 분해효소 처

리에 의한 세포막 단백질 손상 시, 3) 클로로포름 등의 

유기용매 처리에 의한 세포막 지질 손상 시, 4) oleic acid

등의 불포화 지방산 처리로 인한 세포막 유동성 변화 시 

알파-시뉴클린의 세포막 결합이 증가함을 확인하였다. 

이러한 연구결과를 토대로, 여러 원인에 의해 세포막에 

이상이 생기거나 세포막에 화학적, 물리적 변화가 생겼을 

때 알파-시뉴클린이 세포막에 결합한다는 사실을 확인할 

수 있었다. 본 연구결과는 알파-시뉴클린의 세포 내 기

능을 이해하는데 기초 자료로 이용할 수 있으리라 생각

되며 앞으로 이러한 손상된 세포막과 알파-시뉴클린의 

결합이 생리학적, 병리학적으로 어떤 의미가 있는지에 대

한 추가연구가 필요하다 사료된다. 
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