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Chromatin remodeling regulates gene expression through epigenetic mechanisms. Aberrations in his-
tone modification have been associated with depression-like behaviors in animal models. Additionally, 
growing evidence also indicates that epigenetic modification is associated with depression. p11 
(S100A10) has been implicated in the pathophysiology of depression both in human and rodent 
models. In the present study, we investigated alterations in histone acetylation and methylation at the 
promoter of the p11 gene in the hippocampus of mice subjected to chronic unpredictable stress (CUS). 
C57BL/6 mice were exposed to CUS daily for 3 weeks. Depression-like behaviors were measured with 
the forced swimming test (FST). The levels of hippocampal p11 expression were analyzed by quantita-
tive real-time polymerase chain reaction (PCR) and Western blotting. The levels of acetylated and me-
thylated histone H3 at the promoter of p11 were measured by chromatin immunoprecipitation fol-
lowed by real-time PCR. CUS-exposed mice displayed depression-like behaviors with prolonged im-
mobility in FST. CUS led to significant decreases in the expression of p11 at both protein and mRNA 
levels. Meanwhile, there was a decrease in histone H3 acetylation (Ac-H3) and H3-K4 trimethylation 
(H3K4met3) and an increase in H3-K27 trimethylation (H3K27met3) at the p11 promoter. These results 
indicate that chronic stress causes the epigenetic suppression of p11 expression in the hippocampus.
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서   론

우울증은 심각한 건강문제를 야기하는 흔한 정신질환으로

써, 나날이 그 유병률이 증가하여 2030년에는 질병 부담 2위가 

될 것으로 예측하고 있다[14]. 우울증은 우울한 기분, 무쾌감

증, 수면 방해, 식욕 및 체중의 변화, 집중력 저하, 자살사고 

등의 증상을 보인다. 우울증 발생 원인은 명확히 밝혀져 있지 

않지만, 유전적 요인, 생물학적 요인 및 환경적 요인이 복합적

으로 작용 하는 것으로 추정하고 있다[10, 19]. 성인기에 스트

레스가 많은 생활이 지속되면 우울증에 대한 취약성이 증가한

다[22]. 만성 스트레스는 성인 해마의 치상회에서 신경세포 생

성(neurogenesis)을 저하시키고, 해마 CA1 부위에서는 스냅

스 가소성(synaptic plasticity)을 억제시키며, CA3에서는 수상

돌기의 위축을 야기하는 등 해마의 구조적인 변화 일으킨다[1, 

15]. 나아가 학습과 기억을 손상시키는 기능적인 변화도 일으

키는 것으로 알려져 있다[36]. 만성 스트레스가 해마의 구조적 

변화 및 기능적 변화를 야기하는 원인을 밝혀내기 위해, 많은 

연구자들은 염색질(chromatin)의 후성유전기전(epigenetic 

mechanisms)에 초점을 맞추고 있다. 후성유전기전의 변화가 

우울증 발생에 중요한 역할을 할 것이라고 보고되어[32], 후성

유전기전 조절이 우울증의 새로운 치료전략으로 관심을 받고 

있다. 

후성유전은 환경이 염색질 구조에 변화를 일으켜 DNA 염

기서열의 변화 없이 유전자 발현을 변화시키는 유전현상이다

[43]. 후성유전학적 변화는 외부환경이 변화되거나 수정되면 

원상태로 돌아가는 가역반응이지만, 세포분열 후에도 한 세대

에서 다음 세대로 안정적으로 전달되는 특성을 가지고 있다. 

후성유전기전에는 히스톤 변형(histone modification), 비암호

화 RNA (noncoding RNA) 그리고 DNA 메틸화(methylation)

가 있다. 이러한 화학적 변형을 통해 응축된 염색질이 열리거

나 닫힘으로써 유전 발현이 조절된다. 

특히 히스톤 변형의 중요한 화학적 변형 중 하나인 히스톤 

아세틸화(acetylation)는 유전자 활성과 밀접한 관련이 있다. 

히스톤 아세틸화는 히스톤 꼬리의 라이신(K) 잔기(lysine resi-

due)에서 일어난다. 라이신 잔기에 아세틸화 반응이 일어나

면, 응축되어 있던 DNA와 히스톤 단백질의 결합이 풀어지고, 

이로 인해 전사조절인자들이 프로모터(promoter)에 쉽게 결
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Table 1. Stressor used in the chronic unpredictable stress (CUS)

Day Stressors Duration

1

2

3

4

5

6

7

Empty cage

Restraint stress

Tilt cage at 45˚

Swim

Nip tail

Water and food deprivation

Wet cage

24 hr

 4 hr

 4 hr

 5 min

 1 min

24 hr

24 hr

During the CUS protocol, one stressor was applied daily for 

3 weeks.

합하여 전사 활성을 촉진시켜 타겟 유전자의 발현을 증가시킨

다[4, 5]. 반면, 히스톤 아세틸화가 부족하면 유전자 발현이 억

제된다. 이렇게 히스톤 아세틸화가 일어나면 전사 활성이 증

가되어 유전자 발현이 증가하는데 반면, 히스톤 메틸화(me-

thylation)는 메틸화가 일어나는 라이신 잔기의 위치와 원자가 

상태에 따라서 유전자 발현을 증가시키거나 억제시키는 것으

로 알려져 있다[18]. 예를 들어 히스톤 H3의 4번째 라이신에 

3분자의 메틸기가 결합하고(H3K4met3), H3의 36번째 라이신

에 3분자의 메틸기가 결합하면(H3K36met3) 유전자 발현이 증

가한다. 반면 H3의 9번째 라이신에 3분자의 메틸기(H3K9met3), 

H3의 27번째 라이신에 3분자의 메틸기(H3K27met3), 그리고 

H4의 20번째 라이신에 3분자의 메틸기가 결합하면(H4K20met3) 

유전자 발현이 감소하는 것으로 알려져 있다[3, 18].

다양한 동물모델을 사용한 연구에 의하면, 히스톤 탈아세틸

화 효소(histone deaceylases; HDACs)의 억제제를 단독 투여

하거나 항우울제와 병용 투여하였을 때 항우울효과를 개선시

켰다는 보고들이 있다[35, 44, 46]. 이러한 연구결과들로 인해 

히스톤 아세틸화가 우울증 발생에 주요한 기전 중의 하나로 

추정되기 시작하였다. 스트레스가 해마 전체의 히스톤 아세틸

화를 감소시켰는데 이러한 기전에 HDAC5이 관여하는 것으

로 보고되었다[21]. 또한 스트레스가 뇌유래신경영양인자

(brain-derived neurotrophic factor; BDNF) 유전자의 pro-

moter에 히스톤 변형을 야기하여 BDNF 전사를 억제시켰다

[12, 35]. 현재까지 스트레스 및 우울증 관련 유전자들의 후성

유전기전에 관한 연구들은 BDNF 및 glucocorticoid receptor

에 국한되어 왔다. 이들 유전자 외에 우울증 관련 유전자들에 

관한 추가적인 연구들이 필요하다. 

p11 (S100A10)은 우울증 발생과 항우울작용에 중요한 역할

을 하는 단백질로 알려져 있다[34]. p11은 세포 표면에서 세로

토닌 1B (5-HT1B)및 4 (5-HT4) 수용체와 결합하여 세로토닌 

신경전달(neurotransmission)을 촉진시킴으로써, 이들 수용체

의 신호전달을 향상시킨다[33, 39]. 세로토닌 신경전달이 유전

적으로 결핍되어 있는 마우스(H/Rouen mouse)가 우울 유사 

행동을 보이는데, 이 마우스의 전뇌에서 p11 mRNA 발현이 

감소하였다[33]. 유사한 결과가 우울증 환자의 사후검정연구

에서도 확인되었다[33]. p11 knockout 마우스는 강제수영검

사, 꼬리매달기검사, 자당 섭취량 검사와 같은 다양한 우울증 

동물모델에서 우울 유사 행동을 보여주었다[7, 33, 38]. 반면, 

뇌에서 p11이 과발현(overexpression) 되는 형질전환 마우스

가 꼬리매달기검사에서 야생형 마우스 보다 부동시간을 감소

시켜 우울 유사 행동을 보여주었다[33]. 또한 p11 knockout 

마우스는 수동적 회피 작업(passive avoidance task)에서 정서

적 기억 손상을 유발하기도 하였다[9]. 해마에 특이적으로 p11

을 발현시켰더니 이러한 기억 손상이 회복하였는데, 이러한 

연구결과들은 우울증에서 나타나는 인지 손상에 p11이 관여

한다는 것을 의미한다. 

본 연구는 만성 스트레스가 히스톤 변형을 통해 해마의 p11 

발현을 조절하는지를 조사하였다. 만성 스트레스는 우울증 동

물모델로 알려져 있는 장기간 예측 불가능한 스트레스

(chronic unpredictable stress; CUS)를 사용하였다.

재료  방법

실험동물

7주령 C57/BL6 마우스(Orient Bio, Songnam, Korea)를 1주

일 동안 사육 환경에 적응시켰다. 적정 온도(21±2℃)와 습도

(50±10%), 12시간 낮/밤 주기를 유지하여 충분한 물과 사료를 

공급하였다. 본 동물실험은 인제대학교 의과대학 동물실험 윤

리 위원회의 심의를 통해 승인(승인번호 2016-025) 받았다.

장기간 측 불가능한 스트 스(chronic unpredictable 

stress; CUS)

Willner과 Banasr 등이 사용한 방법을 일부 수정하여 7 종

류의 스트레스를 사용하였다[2, 42]. 스트레스 종류는 깔짚 제

거, 구속스트레스, 사육 상자 기울이기, 수영, 꼬리 꼬집기, 물

과 먹이 박탈, 축축한 깔짚 사용을 포함하였다(Table 1). 매일 

한 종류의 스트레스를 1주일 동안 가하고, 매주 순서를 바꾸어 

3주 동안 지속적으로 적용하였다.

강제수 검사(forced swimming test; FST)

강제수영검사는 Porsolt 등의 방법을 일부 수정하여 수행하

였다[27]. 마지막 CUS를 가한 다음날 강제수영검사를 수행하

였다. 윗면이 개방된 원통모양의 아크릴 수조(높이 40 cm, 지

름 20 cm)에 깨끗한 수돗물(수온 25±2℃)을 수조 바닥에서부

터 15 cm까지 채운 후, 마우스를 수조에 넣어 7분 동안 수영시

켰다. 검사 시행 전체를 디지털 카메라에 기록하였다. 최초 2분

은 적응시간으로 하였고, 마지막 5분 동안의 부동(immobility) 

시간을 계측하였다.

RNA 추출  역 사

강제수영검사가 끝난 직후 알팍산(Alfaxan, 80 mg/kg, i.p.; 
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Table 2. Lists of all primers used in this study

Gene name Primer Sequence (5’-3’)

Quantitative RT-PCR

for mRNA

p11*
Forward

Reverse

CTTCAAAATGCCATCCCAAA

TATTTTGTCCACAGCCAGAGG

GAPDH# Forward

Reverse

AACAGCAACTCCCATTCTTC

TGGTCCAGGGTTTCTTACTC

Quantitative RT-PCR for 

histone modification
p11 promoter†

Forward

Reverse

CGTTCCTCCTGCTTATCTAG

GCTCTTAGTATTTCAGGGCA

*Mus musculus S100 calcium binding protein A10 (calpactin) (S100a10), mRNA; NCBI Reference Sequence: NM_009112.2
#Mus musculus glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenease, pesudogene 14 (Gapdh-ps14) on chromosome 8; NCBI Reference 

Sequence: NG_007829.2
†Mus musculus strain C57BL/6J chromosome 3, GRCm38.p4 C57BL/6J; NCBI Reference Sequence: NC_000069.6 (GenBank Assembly 

ID: GCF_000001635.24)

Jurox, NSW, Australia)을 사용하여 마취시켰다. 뇌에서 해마

를 적출하여 즉시 액체 질소로 동결시켜 실험에 사용할 때까

지 -80℃에 보관하였다. 해마의 전체 RNA를 Qiazol (Qiagen, 

Valencia, CA, USA) 방법으로 추출하였다. RNA 농도는 

NanoDrop 2000/2000c UV-Vis (Thermo Scientific, Waltham, 

MA, USA)를 사용하여 측정하였다. RNA로부터 cDNA를 합

성하기 위해, amfiRivertII™ cDNA Synthesis Master Mix 

(GenDepot, Baker, TX, USA)를 이용하였다. 1 µg RNA 시료를 

사용하여 25℃에서 5분, 50℃에서 1시간, 70℃에서 15분간 반

응하여 cDNA를 합성하였다.

Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)을 이

용하여 mRNA 정량분석

Real-time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) 기기를 사용하여 mRNA를 정량 분석하였다. 

합성한 cDNA 100 ng, 2X PreMIX (SYBR Green with low 

ROX; RT500, Enzynomics, Daejeon, Korea) 12.5 μl, 10 pmole 

forward primer 0.5 μl, 10 pmole reverse primer 0.5 μl와 멸균

수로 최종 25 μl를 맞추어 수행하였다. 반응 조건은 95℃에서 

10분, 95℃에서 15초, 55℃에서 35초, 72℃에서 35초로 하여 

총 40 cycles을 수행하였다. Melting curve의 분석은 0.5℃ 간

격으로 55℃에서부터 95℃까지 상승시켰다. 상대적인 유전자 

발현 양은 2-ΔΔCt 방법(comparative Ct method)을 이용하였다. 

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)를 사

용하여 보정하였다. p11과 GAPDH의 real-time PCR 분석에 

사용된 primer 염기서열은 Table 2와 같다.

Western blot 분석

해마에서 단백질을 추출하기 위해 Protein Extraction Solu-

tion (NP-40) (ELPIS-BIOTECH, Korea)을 사용하여 해마 조직

과 함께 조직분쇄기(homogenizer)로 분쇄하였다.  30분 동안 

원심 분리(4℃, 13,000 rpm) 하여 상층액을 취한 다음 Brad-

ford protein assay plus kit (GenDepot)를 이용하여 단백질을 

정량 하였다. 단백질 20 μg을 15% sodium dodecyl sulfate- 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)를 이용하여 

전기영동 하였다. Polyvinylidene difluoride membrane (Mil-

lipore, Germany)에 transfer 과정을 거치고 membrane을 5% 

skim milk blocking solution [0.15% Tween-20, tris-buffered 

saline (TBS-T, GenDEPOT)]에 반응시킨 다음 1차 항체인 an-

ti-p11 (1:200; sc-28430, Santacruz Biotechnology, USA)과 an-

ti-α-tubulin (1:2,000; T9026, Sigma)을 각각 4℃에서 밤새 반응

시켰다. Horseradish Peroxidase와 결합된 2차 항체 mouse- 

anti-goat IgG (1:2,000; sc-2020)와 anti-mouse IgG (1:10,000; 

A4416)를 각각 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. Clarity Wes-

tern enhanced chemiluminoesence solution (Bio-rad)에서 반

응시킨 후 AmershamTM Imager 600 (AI600; GE healthcare, 

USA)을 사용하여 단백질 밴드를 확인하였다. Multi-Gauge 

Software (Fuji photo film Co, Ltd., Japan)를 사용하여 단백질 

발현 양을 정량화 하였다. p11 발현 양은 α-tubulin으로 보정하

였다. 

염색질 면역침 분석법

특정 유전자의 히스톤 아세틸화 및 메틸화 양을 염색질 면

역침전분석법(Chromatin immuno-precipitation assay, ChIP 

assay)으로 측정하였다. ChIP assay는 ChIP Plus Enzymatic 

Chromatin IP Kit (Cell Signaling, Beverly, MA, USA)를 사용

하였으며, 제조업체의 프로토콜에 따라 수행하였다. 해마 조

직을 1.5% formaldehyde로 고정시키고, glycine으로 고정을 

멈춘 후에 초음파발생장치를 사용하여 염색질 단편이 100~ 

500 base pairs가 되도록 하였다. 염색질 단편 10 μg에 anti- 

acetyl-H3 (K9+K14) (06-599, Millipore, Billerica, MA, USA), 

anti-histone H3 trimethyl lysine 4 (H3K4met3; ab8580, ab-

cam, Cambridge, MA, USA), anti-histone H3 trimethyl lysine 

27 (H3K27met3; ab6002, abcam) 항체를 각각 첨가하였다. 

Phenol/chloroform (Amresco, Solon, OH, USA) 추출 및 

ethanol (Merck, Hunterdon, NJ, USA) 침전을 통해 DNA를 
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Fig. 1. Effect of chronic unpredictable stress (CUS) on mice be-

havior in the forced swimming test (FST). Mice were 

subjected to CUS (n=14-17 animals/group) for 3 weeks. 

Immobility time was measured 24 hr after the last CUS 

session. CON, control mice; CUS, CUS exposed mice. 

Data represent the mean ± S.E.M. 
*p<0.05 vs. CON group.

분리 정제하였다. p11 promoter에 특이적인 primer (Table 2)

를 사용하여 real-time PCR을 수행하였다. 면역 침강된 샘플은 면

역 침강되지 않은 input DNA로 보정하였다. 정량 값은 2-△△Ct

방법을 사용하였다. 연구에 사용된 primer는 본 연구자가 이

전에 발표한 문헌에 사용된 prime를 사용하였다[29]. 항체들

의 특이성을 확인하기 위해 normal rabbit IgG (#2729; Cell 

Signaling)와 연구에 사용된 3종류의 항체(anti-acetyl-H3, 

H3K4met3, H3K27met3)를 각각 염색질 샘플에 면역침강 시켰

다. 정제된 DNA에 control primer set (Simple ChIP® Mouse 

RPL30 Intron 2 primers #7015; Cell Signaling)와 본 연구에 

사용된 p11 promoter primer (Table 2)를 각각 사용하여 re-

al-time PCR에서 각 항체 특이성을 확인하였다[29].

통계처리

모든 실험결과는 평균값±표준 오차로 나타내었다. 통계 프

로그램은 GraphPad Prism 8.0 software (Windows용 ver. 8.0, 

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)를 사용하였다. 

대조군과 CUS군의 결과값은 unpaired Student’s t-test에서 분

석하였다. p 값이 0.05 미만인 것(p<0.05)을 통계적 유의수준으

로 간주하였다.

결   과

강제수 검사에서 행동 변화

강제수영검사에서 우울 유사 행동을 평가하기 위해 우울증

의 지표가 되는 부동시간을 측정하였다. 장기간 예측 불가능한 

스트레스 군(CUS군)은 49.00±8.60 sec 이였고, 대조군(CON

군)은 23.80±5.84 sec 로 측정되었다. CON군과 비교하였을 때 

CUS군의 부동시간이 유의하게 증가하였다(df=29, t=2.294, 

p=0.019, Fig. 1). 3주 동안의 장기간 예측 불가능한 스트레스는 

마우스에 우울 유사 행동을 야기하는 것으로 보인다.

p11 발  변화

해마에서 p11 mRNA와 단백질 발현 양을 분석하였다. 

CON군(1.00±0.12)과 비교하였을 때, CUS군(0.67±0.06)에서 

p11 mRNA 발현이 유의하게 감소하였다(df=31, t=2.427, p= 

0.021, Fig. 2A). 단백질 발현 양 또한 CUS군에서 31.4% 감소하

였다(df=31, t=2.100, p=0.044, Fig. 2B).

p11 promoter의 히스톤 H3 아세틸와 메틸화 변화

장기간 예측 불가능한 스트레스는 p11 발현을 감소시켰다. 

p11발현 감소에 p11 유전자의 후성유전기전이 관여하는지를 

알아보기 위하여, p11 promoter 영역에서 히스톤 H3의 아세

틸화 및 메틸화 양을 측정하였다. CON군(1.00±0.11)과 비교하

였을 때, CUS군(0.53±0.04)에서 H3 아세틸화(Acetyl-H3)가 유

의하게 감소하였다(df=9, t=3.835, p=0.004, Fig. 3A). 

히스톤 H3 메틸화 측정을 위해, 라이신 K4에 3분자의 메틸

기가 결합하여 해당 유전자의 발현을 증가시키는 H3K4met3

과 K27에 3분자의 메틸기가 결합하여 해당유전자의 발현을 

억제시키는 H3K27met3의 항체를 각각 사용하였다. CON군

(1.00±0.11)과 비교하였을 때, CUS군(0.53±0.04)에서 H3K4 

met3이 유의하게 감소하였다(df=9, t=3.007, p=0.015, Fig. 3B). 

반면, H3K27met3의 경우 CUS군(3.93±0.67)에서 CON군(1.00 

±0.19) 보다 메틸화 양이 유의하게 증가하였다(df=9, t=4.555, 

p=0.001, Fig. 3C).

고   찰

본 연구에서 우울증 모델인 장기간 예측 불가능한 스트레스

(CUS)가 해마에서 p11 promoter의 히스톤 변형을 통해 p11 

유전자의 발현이 감소하였다는 것을 확인하였다. CUS는 히스

톤 H3에서 2개의 라이신 잔기(K9와 K14)의 아세틸화를 감소

시켰다. 또한 H3K4의 트리메틸화를 감소시켰으며, H3K27의 

트리메틸화를 증가시킴으로써 p11 유전자의 발현 감소에 영

향을 미치는 것으로 보인다. 따라서, 만성 스트레스는 p11의 

발현을 감소시키는데, 이러한 기전에 히스톤 H3 아세틸화 및 

메틸화 기전이 관여한다는 것을 알 수 있다.

CUS 모델은 일상 생활의 예상치 못한 스트레스 요인에 가

장 가까운 우울증 동물모델로 알려져 있다. 개발된 우울증 동

물모델은 우울증 모델로써 적합한가에 대한 3가지 타당성 평

가 기준에서 한가지 이상 통과해야 한다. CUS 모델은 3가지 

타당성 즉, 유사 타당성(face validity), 예측 타당성(predictive 

validity), 구성 타당성(constructive validity)에 모두 부합되어 

우울증 동물모델 중 가장 이상적인 모델인 것으로 알려져 있
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A B Fig. 2. Effects of CUS on the expression of p11 mRNA 

and protein in the hippocampus of mice. Mice 

were subjected to CUS (n=14-17 animals/ group) 

for 3 weeks. The p11 mRNA levels (A) in the 

hippocampus were measured by quantitative re-

al-time reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR). Quantitative analysis was 

normalized to Glyceraldehyde-3-phosphate de-

hydrogenase (GAPDH). Results are expressed as 

a value relative to the control group (CON) us-

ing the 2
-△△ct method. The p11 protein levels (B) 

were determined by Western blotting. A repre-

sentative image and quantitative analysis nor-

malized to the α-tubulin band are shown. Values 

are mean ± S.E.M expressed as a percentage of 

the control group (CON). CON, control mice; 

CUS, CUS exposed mice. 
*
p<0.05 vs. CON group.

A B C

Fig. 3. Effects of CUS on the levels of histone H3 acetylation and methylation at p11 promoter in the hippocampus of mice. Mice 

were subjected to CUS (n=5-6 animals/group) for 3 weeks. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays were performed 

to measure the levels of acetylated H3 (A), trimethylated H3K4 (B) and trimethylated H3K27 (C) at p11 promoter in the 

hippocampus using anti-acetyl-H3 (K9+K14), anti-H3K4met3, and anti-H3K27met3 antibodies, respectively. Quantitative analy-

sis was normalized to the ‘input’ DNA. Results are expressed as a value relative to the control group (CON) using the 

2
-△△ct method. CON, control mice; CUS, CUS exposed mice. *p<0.05 vs. CON group. **p<0.01 vs. CON group.

다[45]. 유사 타당성의 기준은 동물에서 나타나는 행동 양상이 

우울증의 임상 증상과 유사한가 또한 임상에서 나타나지 않는 

양상이 동물모델에서도 역시 나타나지 않는가를 평가하고, 항

우울효과가 약물의 장기투여시에만 나타나는가를 함께 평가

하는 것이다[6]. 예측 타당성은 약리학적으로 서로 다른 종류

의 항우울제들을 위양성이나 위음성 반응 없이 정확하게 구별

해 낼 수 있는가를 평가하는 것이다[45]. 구성 타당성은 동물모

델이 우울증 모델로 이론적으로 합당한가를 나타내는 기준으

로써 동물에서 재현하고자 하는 임상 양상이 이론적으로 우울

증과 관련이 있는가를 평가 기준으로 삼고 있다[6]. 이상적인 

우울증 모델은 이 3가지 타당성을 모두 갖춘 모델이며, CUS가 

이에 해당된다[29]. CUS 모델은 유사 타당성에 포함되는 운동 

활동 감소, 혈장 corticosterone 증가, 공격성이나 성행위 감소, 

렘 수면 잠복기(REM sleep latency) 감소, 체중 저하를 보여준

다[26]. 또한 항우울제를 투여했을 때 항우울효과를 보이나, 

항정신병약물과 항불안제 또는 중추 신경자극제를 투여하였

을 때는 이러한 효과가 관찰되지 않아 예측 타당성에 부합된

다[26]. 스트레스를 받은 설치류는 자당(sucrose) 섭취를 줄이

는데, 이러한 현상은 보상(reward)에 대한 반응이 저하되어 

나타나는 것으로 추정하고 있는데, 이는 우울증의 중심 증상

인 anhedonia (무쾌감증)에 상응한다. CUS에 노출된 설치류

는 시간이 지날수록 자당 섭취량이 줄어들어 즐거움이 없는 

anhedonia 증상이 나타나 구성 타당성의 기준에도 적합하다

[26, 45]. 본 연구에서 수행한 강제수영검사에서 CUS는 부동시
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간을 증가시켜 우울 유사 행동을 보여주었으며, 이러한 결과

는 이전 문헌과 일치하였다[20]. 

CUS에 노출된 마우스 해마에서 p11 promoter 영역의 히스

톤 H3 두 잔기(K9/ K14)의 아세틸화가 감소되었다는 것을 

확인하였다. 해마에서 p11 mRNA와 단백질 발현 역시 감소되

었는데, 이러한 결과는 H3 아세틸화 감소와 연관된 것으로 

보인다. 랫(rat) 전전두엽과 해마 조직 각각에서 히스톤 H3K14

와 H3K23 및 H4K16의 아세틸화를 조사한 Li 등의 연구에 따

르면, 4주 동안 지속적인 CUS는 이들 잔기의 아세틸화를 모두 

감소시켰다[20]. 또한 CUS와 유사한 모델인 만성 가변성 스트

레스(chronic variable stress)가 해마에서 H3K9 및 H4K12 아

세틸화를 감소시켰다[11]. 이 연구들은 해마에서 우울증에 취

약한 특정한 유전자의 후성유전변형을 분석한 것이 아닌 전전

두엽과 해마 조직의 히스톤 아세틸화 전체 양을 정량한 것이

라는 점에서 본 연구와 차별점이 있지만, 히스톤 아세틸화 감

소 양상은 본 연구결과와 일치한다. 만성 스트레스로 인한 히

스톤 아세틸화 감소 기전에 HDACs이 관여하는 것으로 추정

하고 있다. HDACs은 탈아세틸화 반응을 통해 히스톤 아세틸

화 양을 감소시켜 하위 타겟 유전자의 발현을 방해하는 것으

로 알려져 있다[13]. HDACs는 4종류로 구성되어 있다. Class 

I HDACs는 HDAC1, 2, 3과 8이며, class II HADCs는 HDAC4, 

5, 6, 7, 9와 10이고, class III HDACs는 sirtuin 1-7로 구성되어 

있다[11]. 이들 중 class II에 속하는 HDAC5가 최근 우울증 

발생에 관련이 있다고 보고되었다. 만성 사회성 패배 스트레스

(chronic social defeat stress)로 인해 우울 유사 행동을 보이는 

마우스의 전전두엽에서 HDAC5가 증가하였으며[8], HDAC5

의 과발현이 항우울제인 이미프라민의 항우울효과를 차단하

였다[35]. 또한 만성 구속스트레스를 받은 랫의 해마에서도 

HDAC5 발현 증가가 관찰되었다[31]. 우울증 환자의 말초혈

액에서도 HDAC5 발현 증가가 확인되었다[16]. HDAC 억제

제인 sodium butyrate가 설치류에서 우울 증상을 완화시키는 

것으로 보고 되었다[28]. 또한 CUS로 인하여 불안 행동과 우울 

유사 행동을 보이는 랫에서 기분 안정 효과와 HDAC 억제제 

활성을 가지고 있는 sodium valproate 역시 이러한 증상을 

완화시켰을 뿐만 아니라, H3K9 및 H4K12의 아세틸화 감소를 

약화시켰다[17]. 이러한 연구결과들을 종합하면, CUS 환경은 

HDAC5의 활성을 증가시켜 히스톤 H3의 아세틸화 감소를 야

기하는 것으로 보인다.  이러한 H3 아세틸화 감소는 염색질 

상태를 닫힌 구조로 변화시켜 전사 활성을 억제시킴으로써 

우울증 관련 유전자의 발현 감소를 초래하는 것으로 보인다. 

본 연구에서는 p11 promoter에서 히스톤 메틸화 정도를 측

정하기 위해 2가지 마커를 사용하였다. 히스톤 변형의 활성 

마커인 타겟 유전자 발현을 증가시키는 H3K4 트리메틸화 항

체와 히스톤 변형의 억제 마커인 유전자 발현 억제를 유도하

는 H3K27 트리메틸화 항체를 사용하여 히스톤 메틸화 양을 

각각 측정하였다. H3K4met3는 CUS로 인하여 메틸화 양이 

감소하였으며, H3K27met3은 증가하였다. 이러한 결과는 모

두 p11 유전자의 발현 감소와 연관된것으로 보인다. 스트레스

로 인한 히스톤 메틸화 조절에 관한 해마에서 분석된 보고에 

따르면, 만성 사회적 패배 스트레스가 BDNF 유전자의 pro-

moter에서 H3K27met2를 강하게 증가시켰다. 반면 또 다른 

전사 억제 마커인 H3K9met3는 증가되지 않았다[35]. H3K4 

met2는 스트레스에는 영향받지 않았으나 만성 사회적 패배 

스트레스를 받은 마우스에 이미프라민을 만성 투여하였을 때, 

H3K4met2의 양이 증가하는 것을 확인 할 수 있었다. 이는 

항우울제가 히스톤 메틸화 조절을 통해 치료 가능성을 가진다

고 제안하며, 항우울제의 새로운 후성유전학적 기전을 제시하

고 있다. 만성 구속 스트레스는 해마에서 H3K4met3의 전체 

양을 증가시켰으나, H3K27met3의 전체 양에는 영향을 미치

지 못했다[17]. 본 연구결과와 함께 종합하면, 타겟 유전자의 

메틸화 양을 분석하였는가, 아니면 조직의 전체 메틸화 양을 

분석하였는가에 따라 해마의 히스톤 메틸화 양상은 달라지는 

것으로 보인다. 따라서, 향후 히스톤 메틸화의 양상에 따른 

기능적인 중요성을 밝히는 추가적인 연구들이 필요할 것으로 

보인다.

DNA 메틸화 또한 우울증 발생에 관여하는 주요 후성유전

기전이다. DNA 메틸화는 아데닌(A), 시토신(C), 구아닌(G), 

티민(T) 가운데 시토신 염기의 탄소 고리 5번 위치에 메틸기가 

결합하여 이루어 지는 분자과정이다. 특히 시토신과 구아닌의 

비율이 높은 CpG island라 불리는 영역에서 메틸화가 많이 

발생하는데, 흥미롭게도 인간 유전자 promoter들의 50-60%에 

CpG island가 위치하고 있다. 이들은 일반적으로 island 밖에

서 발견되는 CpG보다 메틸화 정도가 낮다[37]. 이렇게 특정 

유전자의 promoter 내의 CpG island에서 발생하는 DNA 메

틸화는 promoter에 전사조절인자의 결합을 방해하여 gene si-

lencing을 유발한다[25]. 유소년기의 학대 및 방임과 같은 부정

적인 경험들이 성인 우울증의 위험성을 높이는데, 이러한 기

전에 우울증 관련 특정 유전자들의 promoter 내에 DNA 메틸

화가 관여한다고 알려져 있다. 설치류에서도 출생 후에 어미 

쥐가 새끼 쥐를 돌보는 질적 차이가 새끼 쥐의 glucocorticoid 

receptor promoter의 DNA 메틸화 변화에 영향을 준다고 보고

하였다. 어미 쥐가 핥아 주고 털 손질을 해주며 등을 아치형으

로 굽혀 새끼 쥐를 품어 주었을 때, 그렇게 보살핌을 받지 못한 

새끼 쥐보다 DNA 메틸화가 유의하게 감소하였다[40, 41]. 본 

연구자의 최근 연구에서도 출생 직후 3주 동안 매일 3시간씩 

모성 분리(maternal separation)를 경험한 마우스가 성체가 되

었을 때 우울 유사 행동을 보여 주었으며, 해마의 p11 유전자

의 promoter에서 DNA 메틸화가 증가 하였으며, p11 유전자 

발현 역시 감소하였음을 확인하였다[30]. p11 유전자의 DNA 

메틸화 증가는 항우울제 투여로 회복되는 것으로 알려져 있

다. 유전자 조작으로 우울증 환자에서 보이는 신경 화학적, 

행동적 특징들을 보이는 FLS (Flinders Sensitive Line) 마우스
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의 전전두엽에서 p11 mRNA 및 단백질 발현이 대조군

(Flinders Resistant Line; FRS)에 비해 감소하였고, p11 pro-

moter의 DNA 메틸화 또한 대조군에 비해 증가하였다[23]. 이

러한 후성유전적변화는 항우울제 escitalopram을 투여하였을 

때, 회복되었다. 또 다른 연구에서는 p11 promoter의 DNA 

메틸화 양상이 전기충격요법의 항우울효과를 예측한다고 보

고하였다[24]. 

본 연구결과를 통해 CUS 우울증 모델에서 해마의 p11 유전

자 발현은 p11 프로모터의 히스톤 아세틸화 및 메틸화 조절과 

서로 가깝게 연관된다는 것을 알 수 있다. 이러한 기전은 우울

증 발병 기전에 부분적으로 기여할 것으로 추정된다. 현재 사

용 중인 항우울제들은 치료 반응이 지연되고, 충분한 치료 반

응을 보이지 않는 한계를 가지고 있다. 이는 우울증 발생 기전

이 정확히 밝혀져 있지 않기 때문이다. 이를 개선하기 위해서

는 우울증 발생 기전에 대한 포괄적인 연구가 수행되어야 한

다. 따라서 CUS 모델을 활용하여 향후 우울증 치료제의 후성

유전학적 항우울작용 기전을 조사한다면 우울증 후성유전치

료제 개발 및 우울증 후성유전 중개연구 활성화에 도움이 될 

것이다.
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록：장기간 측 불가능한 스트 스를 받은 마우스 해마에서 p11 유 자의 히스톤 아세틸화  메틸

화의 조

서미경1․석 2,3,4․박성우1,4*

(1인제대학교 백인제기념임상의학연구소, 2인제대학교 의과대학 생화학교실, 3인제대학교 의과대학 치매 및 퇴행성
신경질환 연구센터, 4인제대학교 의과대학 생의학융합교실)

크로마틴 리모델링은 후성유전기전을 통해 유전자 발현을 조절한다. 비정상적인 히스톤 변형이 우울증 발생에 

관여하는 것으로 알려져 있다. p11 (S100A10)은 인간과 설치류에서 우울증의 병태생리에 관여한다고 보고되었다. 

본 연구는 우울증 동물모델인 장기간 예측 불가능한 스트레스가 마우스 해마에서 p11 유전자 promoter의 히스톤 

변형에 미치는 영향을 조사하고자 하였다. C57BL/6 마우스에 21일 동안 스트레스를 가하고, 강제수영검사를 수행

하여 우울 유사 행동 양상을 측정하였다. Real time PCR 및 Western blotting 분석법으로 p11 발현 변화를 조사하

였으며, 염색질 면역침전분석법을 수행하여 p11 promoter의 히스톤 H3 아세틸화 및 메틸화 양을 측정하였다. 장

기간 예측 불가능한 스트레스는 강제수영검사에서 부동시간을 증가시켜 우울 유사 행동을 나타내었으며, 해마의 

p11 mRNA 및 단백질 발현을 유의하게 감소시켰다. 또한 p11 promoter의 히스톤 H3 아세틸화(Ac-H3) 및 H3-K4 

트리메틸화(H3K4met3)를 유의하게 감소시켰으며, H3-K27 트리메틸화(H3K27met3)를 증가시켰다. 본 연구결과는 

만성 스트레스가 해마에서 p11 유전자의 후성유전적 억제를 야기하여 p11 유전자의 발현을 감소시킴을 시사한다.
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