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FUN14 domain-containing protein 1 (FUNDC1), an outer mitochondrial membrane protein, contributes 
to removal of damaged mitochondria through mitophagy. In this study, to elucidate the role of the 
FUNDC1 in the amyloid beta peptide (Ab)-induced neuropathy, changes in the degree of mitochondrial 
dysfunction and cell injury caused by Ab treatment were examined in the HT-22 neuronal cells in 
which the FUNDC1 expression was transiently silenced or overexpressed. We found that Ab treatment 
causes a time-dependent decrease of the FUNDC1 expression. In the Ab-treated cells, there were a 
drop in MTT reduction ability, depletion of cellular ATP, disruption of mitochondrial membrane poten-
tial, stimulation of cellular ROS production, and increased mitochondrial Ca2+ load. Activation of 
caspase-3 and induction of apoptotic cell death were also observed. Transient silencing of the FUNDC1 
expression by transfection with the FUNDC1 small interfering RNA per se caused mitochondrial dys-
function and apoptotic cell death like the effect of Ab treatment. Conversely, in cells in which the 
FUNDC1 was transiently overexpressed by FUNDC1-Myc transfection, overexpression itself had no 
effect on the mitochondrial functional integrity and cell survival but showed a significant prevention 
effect against mitochondrial and cell injury caused by Ab treatment. Overall, these results suggest 
that the FUNDC1 is importantly involved in the Ab-induced mitochondrial dysfunction and cell injury 
in the HT-22 neuronal cells.
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서 론

알츠하이머병(Alzheimer’s disease)은 노인반(senile pla-
que)의 형성과 뉴런 소실(neuronal loss), 신경돌기 이영양

증(dystrophic neurites), 신경섬유 엉킴(neurofibrillary tan-
gles), 신경연접 소실(loss of synapse) 등의 병리 소견을 특

징으로 하며, 임상적으로는 진행성의 기억력 결핍과 인지 

장애 등을 초래하는 퇴행성 신경 질환의 일종이다[3, 11]. 
알츠하이머병의 병인에는 유전적 요인과 노화, 생활 환경 

요인, 타우 단백 엉킴(tau tangles), 염증, 산화 스트레스 

등의 다양한 요인이 관여하는 것으로 알려져 있으나[3, 
11], 가장 중요하고 직접적인 요인은 아밀로이드 베타 펩

티드(amyloid beta peptide, Ab)의 축적이다[28, 29].
Ab는 알츠하이머병의 발현 과정에서 미토콘드리아에 

다양한 기능적, 형태학적 손상을 유발하는 것으로 밝혀지

고 있다[27, 33]. 미토콘드리아는 ATP의 형태로 에너지를 

생산하여 세포 생존에 핵심적인 역할을 수행한다. 따라서 

Ab에 의해 유발되는 미토콘드리아 손상은 알츠하이머병

의 병리 기전에 핵심 기여 요인이 될 수 있으며, Ab에 의한 

미토콘드리아 손상 기전을 이해하는 것은 알츠하이머병

의 잠재적인 예방, 치료 전략을 개발하는 데 중요한 접근

법이 될 수 있다. 
Fun14 도메인 함유 단백 1(Fun14 domain-containing pro-

tein 1, FUNDC1)은 미토콘드리아 외막에 존재하는 단백

질로, 손상된 미토콘드리아의 마이토파지(mitophage)에 

관여하는 수용체로 작용함이 확인되면서[13] 주목받게 되

었다. 마이토파지는 미토콘드리아의 무결성(integrity)과 

기능을 유지하는 데 핵심적인 역할을 하는데[21, 24], 
FUNDC1은 미토콘드리아의 손상을 감지하고 그에 대응

하는 마이토파지 기전을 활성화하여 손상된 미토콘드리

아의 제거를 촉진한다[12, 13]. 이러한 과정을 통해 세포는 

미토콘드리아의 무결성을 유지하고 에너지 생산을 원활

하게 수행할 수 있다.
최근 산화성 세포 손상과 연관된 다양한 급, 만성 질환

들에서 FUNDC1이 중요한 역할을 할 가능성들이 제시되

고 있다. FUNDC1의 발현이나 활성이 증가하는 조건에서
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는 심혈관에서 허혈/재관류에 의한 심근 세포 손상을 완

화하는 효과가 있으며[5], 뇌내출혈 후 염증반응이 감소하

고[36], 뇌 허혈/재관류에 의한 손상으로부터 뉴런을 보호

하는 효과가 있음이[6] 보고된 바 있다. 반대로 FUNDC1
의 발현이나 활성이 감소하는 조건에서는 고지방 식이에 

따른 심장의 형태학적 변형과 수축 기능 장애가 악화되며

[22], 식이성 비만과 대사질환의 위험이 증가한다는[34] 
결과가 보고된 바 있다. 또한 FUNDC1 및 이와 연관된 

마이토파지는 인슐린 저항성을 치료하는 전락적 표적이 

될 수 있음이 제시된 바 있다[20]. 한편 마이토파지 기전의 

이상이 알츠하이머병과도 깊은 연관성이 있음이 제시된 

바 있으며[10], 알츠하이머병을 예측하고 세부 유형을 추

정하는 생물학적 지표로 유용한 미토콘드리아 유전자의 

하나로 FUNDC1이 제시된 바도 있다[15].
위에서 제시한 여러 연구 결과들은 FUNDC1이 Ab에 

의한 미토콘드리아와 세포 손상 및 알츠하이머병의 병리 

기전에 중요한 역할을 할 수 있음을 강하게 시사하나, 현
재까지 이를 입증할 수 있는 직접적인 증거는 없다. 본 

연구에서는 FUNDC1의 발현을 일시적으로 차단(silenc-
ing)하거나 과발현(overexpression)시킨 세포에서 Ab에 의

한 미토콘드리아와 세포 손상의 정도 변화를 관찰함으로써 
이들 손상 기전에서 FUNDC1의 역할을 밝히고자 하였다.

재료 및 방법

화학물질 및 시약

세포배양에 필요한 배지와 시약은 Gibco 제품((Thermo 
Fisher Scientific, Inc.)을 사용하였으며, 웨스턴 블롯(Wes-
tern blot)을 위한 FUNDC1, PTEN-induced kinase 1(PINK1), 
BCL2 interacting protein 3(BNIP3) 및 beta-actin에 대한 1차 

항체들과 이들에 대한 2차 항체(HRP 결합 항 토끼 혈청 

Ig G 항체, anti-rabbit Ig G, HRP-linked Ab)는 Cell Signaling 
Technology사 제품을 사용하였다. FUNDC1 발현의 일시

적 차단을 위한 siRNA 유전자 주입(transfection)에는 

Sigma-Aldrich사의 Mission esiRNA FUNDC1을 사용하였

으며, 과발현을 위한 FUNDC1-Myc 유전자 주입에는 

Origene 제품을 사용하였다. DiOC6(3) 2’,7’-Dichlorofluore-
scein diacetate (DCFH-DA)는 Molecular Probes (Thermo 
Fisher Scientific, Inc.) 제품을 사용하였다. Mitotracker green 
(MTG)과 rhod2/AM은 Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, 
Inc.) 제품을 사용하였다. Ab 펩티드 25~35(Ab25-35)를 포

함하여 따로 언급하지 않은 화학물질과 시약은 Sigma- 
Aldrich사의 제품을 사용하였다.

세포 배양

HT-22 세포(Salk Institute, 미국, 샌디에고)를 10%(v/v) 
FBS, 페니실린 G, 150 IU/ml와 스트렙토마이신, 50 mg/ml

을 포함한 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)이 

들어있는 75 cm2 배양 플라스크에서 유지 배양하였다. 세
포가 서로 닿을 정도로 고밀도로 자라면(대략 4-5일) 
0.05% 트립신/0.53 mM EDTA 용액으로 처리하여 세포를 

분리 수획한 후 원래 밀도의 1/6로 재분주하였다. 실험 목

적에 따라 12~24웰 배양 플레이트에 분주하여 배양하거

나 콜라젠으로 코팅하여 6웰 배양 플레이트에 설치한 유

리 커버 글래스 등 적절한 배양 용기에 분주 배양하였다.

MTT 환원능의 측정

미토콘드리아 기능 지표의 하나로 3-(4,5-dimethyl-2- 
thiazyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) 환원능

을 환원산물인 포르마잔(formazan)을 비색분석법으로 측

정하여 분석하였다[19]. 세포를 12웰 플레이트에 배양한 

후 각 웰에 10 ml의 MTT를 첨가하고(최종 농도는 62.5 
mg/ml) 30분간 반응시켰다. 반응 시간이 경과 후 상층 배

양액을 제거하고 세포 내 형성된 포르마잔 결정을 DMSO
에 용해시켰다. 포르마잔의 농도는 분광광도계를 사용하

여 570 nm에서의 흡광도를 측정하여 구하였다.

siRNA 유전자 주입

FUNDC1의 일시적인 발현 차단을 위해 Sigma-Aldrich
사의 Mission esiRNA FUNDC1 (#EHU13890)을 사용하였

다. 세포에 Lipofectamine RNAiMax transfection reagent 
(Invitrogen, #13778-075)를 이용하여 제조업체에서 제공한 

설명서에 따라 유전자 주입을 시행하였다. 유전자 주입 

반응액에서 4시간 반응시킨 후 반응액과 배양액을 제거

하고 신선한 배양액으로 갈아주었다. 이후 웨스턴 블롯으

로 FUNDC1의 발현 변화를 확인하였다.
.
FUNDC1-Myc 유전자 주입

Origene사의 FUNDC1-Myc (#RC20811) 1.5 mg/ml을 

Megatrans 2.0 transfection reagent (#TT210003, Origene)을 

이용하여 제조업체에서 제공한 설명서에 따라 유전자 주

입을 시행하였다. 유전자 주입 반응액에서 3시간 반응시

킨 후 반응액과 배양액을 제거하고 신선한 배양액으로 

갈아주었다. 이후 웨스턴 블롯으로 FUNDC1의 발현 변화

를 확인하였다.

웨스턴 블롯

단백분해 효소(protease)와 포스포타제(phosphatase) 차
단제를 첨가한 Pierce RIPA 완충액(Thermo Fisher Scientific, 
Inc.)을 이용하여 전세포 용해물(whole cell lysates)을 추출

하였다. 단백 샘플을 SDS-PAGE (6-15% 겔)에서 분리한 

후 PVDF 멤브레인(membrane)에 옮기고, 5% 탈지 분유로 

1시간 동안 블로킹(blocking)하였다. 이후 멤브레인을 

FUNDC1, PINK1, BNIP3, b-actin 등에 대한 1차 항체를 
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포함한 반응 용액에 담근 후 4°C에서 밤새(overnight) 반응

시켰다. 이후 HRP 결합 항 토끼 혈청 IgG 항체가 포함된 

반응 용액에 25°C에서 1시간 동안 반응시켰다. 단백 밴드

들은 화학발광분석법으로 분석하였다.

ATP 농도의 측정

세포 내 ATP 농도는 루시페린-루시퍼라제(luciferin-lu-
ciferase) 분석법을 이용하여 측정하였다[14]. 세포를 500 
ml의 0.5% Triton X-100으로 용해시킨 후 100 ml의 0.6 
M 과염소산(perchloric acid)으로 산성화한 후 얼음 위에 

두었다. 이후 세포 현탁액(cell suspension)을 4 mM MgSO4 

(pH 7.4)가 포함된 10 mM 글루타민산칼륨(potassium glu-
tamate) 완충액에 희석하였다, 희석한 세포 현탁액 10 ml
에 20 mg/ml 루시페린-루시페라제 반응액 100 ml를 첨가

하고 20초 후 광 방출을 루미노미터(MicroLumat LB96P, 
Berthold, Germany)로 측정하였다.

미토콘드리아 막전위의 측정

미토콘드리아 막전위는 형광 색소 DiOC6(3)을 사용하

여 분석하였다. DiOC6(3)는 미토콘드리아 막전위에 의존

하여 미토콘드리아에 축적되며, 음전위가 클수록 축적 정

도도 커진다. 따라서 세포에서 DiOC6(3) 형광 신호의 변화

를 공초점현미경이나 유세포 분석기 등으로 분석하면 미

토콘드리아 막전위의 변화를 추산할 수 있다. 암실에서 

세포에 50 nM의 최종 농도로 DiOC6(3)를 20분 동안 부하

시켰다. 세포를 세척한 후 PBS에 재현탁하고, FACsort 
(Becton, Dickinson and Company) 유세포분석기를 사용하

여 DiOC6(3) 형광 신호를 분석하였다.

반응성 산소종의 측정

세포 내 반응성 산소종(reactive oxygen species, ROS)의 

생성은 DCF 형광 분석법으로 측정하였다. 비형광 에스테

르형인 DCFH-DA는 세포 내로 들어가면 세포 내 에스테

라제(esterases)에 의해 DCFH로 가수분해된다. DCFH는 

세포 내 반응성 산소종과 반응하여 고형광성의 2',7'-DCF
로 빠르게 산화된다. 24웰 플레이트에 배양한 세포를 암

실에서 30 mM의 DCFH-DA가 포함된 반응액에서 37℃에

서 1시간 동안 배양하여 DCFH-DA를 부하시켰다. 세포를 

세척한 후 PBS에 재현탁하고, FACsort(Becton, Dickinson 
and Company) 유세포분석기를 사용하여 DCF 형광 신호

를 분석하였다.

미토콘드리아 Ca2+ 부하의 측정

미토콘드리아 Ca2+ 부하는 rhod2 형광분석법으로 측정

하였다. 미토콘드리아 내rhod2의 축적을 확인하기 위하여 

세포를 rhod2/AM과 미토콘드리아를 표적으로 축적되는 

MTG를 이중 부하하고 공초점현미경(confocal microscope)

으로 분석하여 두 형광신호를 분석하였다. 24웰 플레이트

에 배양한 세포에 암실에서 3 mM의 최종 농도로 DCFH- 
DA와 MTG가 포함된 배양액에서 37℃에서 30분간 색소를 
부하시켰다. 세포를 세척한 후 PBS에 재현탁하고, FACsort 
(Becton, Dickinson and Company) 유세포분석기를 사용하

여 DCF 형광 신호를 분석하였다. 공초점현미경을 이용한 

분석 시에는 콜라젠으로 코팅하여 6웰 플레이트에 설치

한 유리 커버글라스에 배양한 세포를 사용하였다.

카스파아제-3 활성의 측정

카스파아제-3(caspase-3) 활성은 비색 분석 키트(R&D 
Systems)를 사용하여 제조업체의 설명서에 따라 측정하였

다. 배양액에 포함된 세포를 250 g에서 원심분리하고 상

층액을 부드럽게 제거하여 세포들을 모았다. 세포 침전물

에 세포 용해 완충액을 첨가하여 4℃에서 10분간 용해시

켰다. 이후 세포 용해물을 카스파제-3 비색 기질인 DEVD- 
pNA와 함께 37℃에서 1시간 동안 배양하였다. 카스파아

제-3 활성에 의한 펩티드 절단 정도를 405 nm의 파장에서 

분광광도계로 측정하여 정량화하였다.

세포사멸의 측정

세포사멸은 Hoechst-33258로 염색법으로 분석하였다. 
형광현미경 분석을 위해 콜라젠으로 코팅하여 6웰 플레

이트에 설치한 유리 커버글라스에 세포를 배양하여 사용

하였다. 배양 후 실험 절차를 거친 세포를 4% 파라포름알

데히드로 고정하고, 5 mM Hoechst-33258를 포함한 HBSS
에서 37℃에서 30분간 반응시켰다. 커버글라스와 세포를 

세척 후 PBS:글리세롤(1:1) 용액을 사용하여 슬라이드 유

리 위에 장착한 후 형광 현미경으로 관찰하였다. 응축되

거나(condensed) 파편화된(fragmented) 핵이 관찰되는 세

포를 세어 세포사멸의 정도를 분석하였다. 

통계 처리

실험 결과는 평균 ± S.E.M.로 나타내었으며, 두 그룹 

간의 차이는 Student's t-test를 사용하여 평가하였다. 다중 

그룹 비교는 일원분산분석(ANOVA test)과 Tukey 사후테

스트(Tukey post hoc test )를 사용하여 평가하였다. p 값이 

0.05 이하일 때 통계학적으로 유의한 수준의 차이가 있는 

것으로 판정하였다.

결 과

MTT 환원능에 미치는 Ab의 효과

MTT 환원능에 미치는 효과를 측정하여 Ab에 의한 미

토콘드리아의 기능적 손상의 정도를 관찰하였다. 본 연구

에서는 온전한 길이의 Ab, 즉 Ab1-40/42 대신 Ab25-35의 11개 

아미노산으로 구성된 짧은 길이의 Ab를 사용하였다. Ab25
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Fig. 1. Effect of Ab on MTT reduction ability. (A) Time-dependent effect of Ab. Cells were treated with 50 μM Ab for the 
indicated time periods. (B) Dose-dependent effect of Ab. Cells were treated with the indicated concentrations of Ab 
for 48 hr. Data are represented as the mean ± the standard error of the mean of 5 repeats. *p<0.01 vs. the respective 
control. Ab, amyloid beta peptide.

A B

   

Fig. 2. Changes in FUNDC1 protein levels caused by Ab treatment in wild type control cells, FUNDC1 siRNA-transfected cells, 
and FUNDC1-Myc-transfected cells. (A) Wild type control cells were treated with 50 μM Ab for indicated time periods, 
and then Western blot analyses were performed to determine the protein levels of FUNDC1, PINK1, BNIP3, and b-actin. 
(B) Wild type control cells, FUNDC1 siRNA-transfected cells, and FUNDC1-Myc-transfected cells were treated with 
50 μM Ab for indicated time periods, and then Western blot analyses were performed to determine the protein levels 
of FUNDC1. Ab, amyloid beta peptide; WC, wild type control, FUNDC1-Si, FUNDC1 siRNA-transfected; FUNDC1-Myc, 
FUNDC1-Myc-transfected; PINK1, PTEN-induced kinase 1; BNIP3, BCL2 interacting protein 3.

∼35는 다수의 연구에서 채택되어 사용된 바 있으며, 
Ab1-40/42에 상응하는 효과를 나타내는 것으로 입증된 바 

있다[17, 23, 26]. Ab 처리 세포에서 MTT 환원능은 처리 

용량과 시간에 의존적으로 감소하였다(Fig. 1A, 1B). Ab는 

처리 시간 약 48시간과 처리 용량 약 50 μM 이상에서 최대 

효과를 나타내었다. Ab의 효과를 관찰하는 후속 실험에서

는 달리 명시하지 않는 한 50 μM의 농도와 48시간의 처리 

시간을 사용하였다. 

FUNDC1 발현에 미치는 Ab의 효과

FUNDC1 발현에 미치는 Ab의 효과를 시간에 따라 관찰

하였다. Ab 처리 시 시간에 의존적으로 FUNDC1의 발현

이 감소됨을 관찰할 수 있었다(Fig. 2A). FUNDC1 발현에 

미치는 Ab의 효과가 세포 혹은 미토콘드리아 손상과 연관

되어 나타나는 비특이적인 현상인지를 확인하고자 

FUNDC1의 작용과 유사하게 미토콘드리아 외막에서 마

이토파지 기전 조절에 관여하는 것으로 알려진[1, 2, 7] 
PINK1, BNIP3 단백의 발현에 영향을 미치는 지 확인하였

다. 그 결과 Ab는 이들 두 단백의 발현에는 의미 있는 변화

를 주지 못하였다(Fig. 2A).

FUNDC1의 일시적 발현 차단 및 과발현 세포군에서 Ab의

효과

Ab에 의한 미토콘드리아의 기능 저해 효과에 FUNDC1
의 관여 여부와 역할을 확인하기 위하여 FUNDC1 siRNA
와 FUNDC1-Myc을 유전자 주입하여 FUNDC1의 발현을 

일시적으로 차단 혹은 과발현시킨 세포를 제작하였다. 이
들 세포군에서 FUNDC1의 발현 변화를 확인하고, 이에 
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Fig. 3. Ab-induced mitochondrial dysfunction estimated by reduced MTT reduction ability and decreased cellular ATP concentration. 
(A) Wild type control cells and FUNDC1 siRNA- or FUNDC1-Myc-transfected cells were treated with 50 μM Ab for 
48 hr, and then MTT reduction ability was determined by a colorimetric assay. (B) Wild type control cells, FUNDC1 
siRNA- or FUNDC1-Myc-transfected cells were treated with 50 μM Ab for 48 hr, and then cellular ATP content was 
measured using a luciferin-luciferase assay. Data are presented as the mean ± standard error of the mean of 4 repeats. 
*p<0.01 vs. Ab-untreatd (-Ab) group; #p<0.01 vs. the respective WC group. Ab, amyloid beta peptide; WC, wild type 
control, FUNDC1-Si, FUNDC1 siRNA-transfected; FUNDC1-Myc, FUNDC1-Myc-transfected.

미치는 Ab의 효과를 확인하였다. 유전자 주입 과정에서 

사용하는 도구(tool) 혹은 조작(manipulation) 자체가 FUNDC1 
발현에 영향을 줄 수도 있으므로 그 가능성을 배제하고자 

파괴, 변질시킨(scrambled) siRNA 혹은 FUNDC1이 빠진

(empty) 플라스미드를 유전자 주입하여 FUNDC1의 발현

에 영향을 미치는 지를 확인하였다. 그 결과 이들 세포군

에서는 유전자 주입 조작을 하지 않은 대조 세포군과 비

교하여 FUNDC1의 발현에 변화가 관찰되지 않았다. 따라

서 siRNA 혹은 FUNDC1-Myc 유전자 주입 세포군을 관찰

하는 실험 모두에서 유전자 주입 조작을 하지 않은 정상 

세포군을 야생형 대조 세포군(wild type control)으로 사용

하였다.    
FUNDC1 siRNA를 유전자 주입한 세포군에서는 FUNDC1

의 발현이 현저하게 억제되어 있으며, 반대로 FUNDC1- 
Myc을 유전자 주입한 세포군에서는 FUNDC1의 발현이 

현저하게 증가해 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 2B). 특히 

FUNDC1 과발현 세포군에서는 Ab를 처리하더라도 증가

된FUNDC1 발현을 감소시키지 못하였다. 그러나 대조 세

포군에서는 Ab 처리시 FUNDC1 발현이 현저히 억제됨을 

확인할 수 있었다(Fig. 2B).

FUNDC1의 일시적 발현 차단 및 과발현 세포에서 MTT

환원능과 세포 내 ATP 농도의 변화

FUNDC1을 일시적 발현 차단 혹은 과발현시킨 세포군

에서 미토콘드리아의 기능적 지표인 MTT 환원능과 세포 

내 ATP 농도의 변화를 관찰하였다. 대조세포군에 Ab를 

처리하면 MTT 환원능의 저하와(Fig. 3A) 함께 세포 내 

ATP 농도의 현저한 감소가(Fig. 3B) 관찰되었다. FUNDC1
발현을 일시적 차단한 세포군에서는 그 자체로 MTT 환원

능과 세포 내 ATP 농도의 현저한 저하가 관찰되었으며, 
이들 세포군에서는 Ab를 처리 시 이들 지표들에 부가적인 

변화는 나타나지 않았다. 한편 FUNDC1을 일시적 과발현

시킨 세포군에서는 그 자체로 MTT 환원능과 세포 내 

ATP 농도에 영향을 주지 못하였다. 하지만 이들 세포군에

서는 Ab 처리에 의한 이들 지표들의 저하를 유의하게 완

화시키는 효과를 보였다(Fig. 3A, 3B).

미토콘드리아 막전위 및 반응성 산소종 생성에 미치는 효과

FUNDC1을 일시적 발현 차단 혹은 과발현시킨 세포군

에서 미토콘드리아의 기능적 지표인 미토콘드리아 막전

위와 반응성 산소종 생성에 미치는 효과를 유세포분석법

으로 관찰하였다. 대조세포군에 Ab를 처리 시 미토콘드리

아 막전위의 감소와(Fig. 4A 윗 패널, Fig. 4B) 반응성 산소

종 생성의 증가가(Fig. 4A 아래 패널, Fig. 4C) 관찰되었다. 
FUNDC1발현을 일시적으로 차단한 세포군에서는 그 자

체로 미토콘드리아 막전위의 감소와 반응성 산소종 생성

의 증가 효과를 보였다. 이들 세포군에 Ab를 처리 시 미토

콘드리아 막전위와 반응성 산소종 생성에 작지만 추가적

인 변화(미토콘드리아 막전위의 감소와 반응성 산소종 생

성의 증가)를 보였으나 퉁계학적으로 유의한 변화는 아니

었다(Fig. 4B, 4C). 한편 FUNDC1을 일시적 과발현시킨 

세포군에서는 Ab 처리에 의한 이들 지표들의 변화(미토콘

드리아 막전위의 감소와 반응성 산소종 생성의 증가)를 

유의하게 억제하는 효과를 보였다(Fig. 4B, 4C).
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Fig. 4. Ab-induced mitochondrial dysfunction estimated by reduced mitochondrial membrane potential and increased ROS produc-
tion. (A) Representative graphs of the flow cytometry analyses of DiOC6(3) and DCF fluorescence to measure the changes 
in mitochondrial membrane potential and ROS production, respectively. Cells were treated with 50 μM Ab for 48 hr, 
loaded with DiOC6(3) or DCFH/DA, and then flow cytometry was performed. (B) ΔΨm estimated from the flow cytometry 
analyses was presented in arbitrary unit. (C) ROS production estimated from the flow cytometry analyses was preented 
in arbitrary unit. Data are presented as the mean ± standard error of the mean of 5 repeats. *p<0.01 vs. Ab-untreatd (-Ab) 
group; #p<0.01 vs. the respective WC group. DCF, 2’,7’-dichlorofluorescein; ΔΨm, mitochondrial membrane potential; Ab, 
amyloid beta peptide; WC, wild type control, FUNDC1-Si, FUNDC1 siRNA-transfected; FUNDC1-Myc, FUNDC1-Myc- 
transfected.

미토콘드리아 Ca
2+

부하의 변화

Fig. 5A에 나타낸 결과는 대조 세포군을 rhod2와 MTG로 
이중 염색한 후 공초점현미경으로 관찰한 결과로, rhod2
가 MTG와 함께 미토콘드리아에 효과적으로 부하됨을 확

인할 수 있다, 이는 rhod2 형광 분석법이 미토콘드리아 

Ca2+ 부하를 평가하는 유용한 지표임을 확인해준다. 공초

점 현미경 관찰 결과에서 대조세포군에 Ab를 처리 시 미

토콘드리아 Ca2+ 부하가 증가함을 확인할 수 있다(Fig. 
5A). Rhod2 염색 세포를 유세포분석기로 분석한 결과에

서도 동일한 결과를 확인할 수 있다. Fig. 5B에 나타낸 유

세포분석 그래프에서 Ab를 처리한 세포군에서 rhod2 형광

신호가 강한 오른쪽 영역으로 우편위가 일어남을(41.2%
에서 67.5%로) 관찰할 수 있는데, 이는 미토콘드리아 Ca2+ 
부하가 증가함을 의미한다.

FUNDC1을 일시적 발현 차단 혹은 과발현시킨 세포군

에서 미토콘드리아 Ca2+ 부하의 변화와 Ab의 효과를 유세

포분석법으로 분석한 결과를 종합하여 Fig. 5C에 나타내

었다. FUNDC1발현을 일시적 차단한 세포군에서 미토콘

드리아 Ca2+ 부하의 감소가 관찰되었으며, 이들 세포군에 

Ab를 처리 시 대조 세포군에 Ab를 처리 시 나타나는 크기

에 상응하는 정도의 미토콘드리아 Ca2+ 부하의 증가를 보

였다(Fig. 5C). 한편 FUNDC1을 일시적 과발현시킨 세포

군에서는 그 자체로 미토콘드리아 Ca2+ 부하에 영향을 주

지 못하였다. 하지만 이들 세포군에서는 Ab 처리에 의한 

미토콘드리아 Ca2+ 부하의 증가를 유의하게 억제하는 효

과를 보였다(Fig. 5C).

카스파아제-3 활성 및 세포사멸에 미치는 효과

앞에서 설명한 미토콘드리아의 기능적 손상이나 변화

들이 세포사멸에 대한 변화로 이어지는지 확인하고자 카

스파아제-3 활성과 Hoechst 염색법으로 세포사멸에 미치

는 효과를 확인하였다. FUNDC1발현을 일시적 차단한 세

포군에서는 그 자체로 카스파아제-3활성(Fig. 5)과 세포사

멸을(Fig. 5B, 5C) 현저히 증가시켰으며, 이들 세포군에서

는 Ab를 처리 시 이들 지표들에 부가적인 변화는 나타나

지 않았다. 한편 FUNDC1을 일시적 과발현시킨 세포군에

서는 그 자체로 카스파아제-3활성(Fig. 5A)과 세포사멸에

(Fig. 5C) 영향을 주지 못하였다. 하지만 이들 세포군에서

는 Ab 처리에 의한 이들 지표들의 증가를 유의하게 억제

하는 효과를 보였다(Fig. 5A, 5C).

고 찰

본 연구에서는 해마 뉴런 기원의HT-22 세포에서[8] Ab 
펩티드에 의한 미토콘드리아와 세포 손상 과정에 FUNDC1
의 관련 가능성과 역할을 조사하였다. 연구에는 온전한 

길이(full length)의 Ab, 즉 Ab1-40/42 대신 11개 아미노산으로 

구성된 단축 Ab 펩티드, Ab25-35를 사용하였다. Ab1-40/42는 

신경 독성을 유발하는데 필수적 과정인 응집이 일어나기

까지 노화변성(aging) 과정이 필요해 시간이 소요된다. 반
면에 Ab25-35는 이러한 과정 없이 빠르게 응집되어 β-주름 

시트 구조를 형성하기 때문에, 상대적으로 빠른 시간에 

독성 작용의 관찰이 가능하다. 이 점이 본 연구에서 Ab25-35

를 사용한 이유이다. Ab25-35는 Ab의 생물학적 작용을 연구
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Fig. 5. Ab-induced changes in mitochondrial Ca2+ load. (A) 
Representative confocal microscopic images of the 
cells that were double stained with rhod2/AM and 
MTG. Cells grown on collagen-coated glass cover 
slips were treated with 50 μM Ab for 48 hr, loaded 
with rhod2/AM and MTG, and then examined under 
a confocal microscope. (B) Representative graphs of 
the flow cytometry analyses of rhod2 fluorescence to 
measure the changes in mitochondrial Ca2+ load. (C) 
Mitochondrial Ca2+ load estimated from the flow cy-
tometry analyses was presented in arbitrary unit. Data 
are presented as the mean ± standard error of the mean 
of 5 repeats. *p<0.01 vs. Ab-untreatd (- Ab) group; #p< 
0.01 vs. the respective WC group. MTG, Mitotracker 
green; Ab, amyloid beta peptide; WC, wild type con-
trol, FUNDC1-Si, FUNDC1 siRNA-transfected; FUNDC1- 
Myc, FUNDC1-Myc-transfected.

하는 다수의 비생체(in vitro) 연구에서 채택되어 사용되었

으며, Ab1-40/42에 상응하는 생물학적 효과를 나타내는 것으

로 확인된 바 있다[17, 22, 26]. 해마 신경세포에서도 Ab25~35

가 Ab1-40/42에 상응하는 강도의 독성 작용을 유발하는 것으

로 보고되었다[25].
지금까지 많은 연구들에서 미토콘드리아가 알츠하이

머병과 관련된 병리 기전의 촉발(triggering), 중재, 악화 

등에 중요한 역할을 할 수 있음이 제시되었다[16, 18, 31]. 
최근에는 알츠하이머병 뿐만 아니라 파킨슨병, 당뇨성 뇌

질환 등 다양한 신경퇴행성 질환들에서 미토콘드리아가 

핵심적 역할을 하며, 따라서 미토콘드리아가 이들 질환들

을 완화, 치료 혹은 예방하는 전략적 도구 개발의 목표가 

될 수 있음이 제시되었다[16]. 본 연구에서도 Ab로 처리한 

HT-22 세포에서 미토콘드리아의 기능적 지표들, 즉 MTT 
환원능, 세포 내 ATP 농도, 미토콘드리아 막전압이 감소

함을 확인하였다(Fig. 3, 4). 또한 반응성 산소종 생성의 

증가, 미토콘드리아 Ca2+ 부하의 증가를 동반하는 결과를 

보였다(Fig. 4, 5). 
신경퇴행성 질환들에서 이러한 기능적 지표들의 변화

가 단순히 질환의 진행 과정에 동반되어 나타나는 미토콘

드리아의 손상을 수동적으로 반영하는 것이 아니고, 질환

과 관련된 핵심 병리 기전을 촉발하거나 매개할 수 있음

은 앞에서 설명한 바와 같다[16, 18, 31]. 이 과정에서 미토

콘드리아와 연관된 핵심 병리 기전의 하나가 세포사멸이

다. 미토콘드리아 손상과 관련되어 위에서 제시한 기능적 

지표들의 변화와 동반하여 세포사멸로 진행하는 과정은 

비교적 잘 밝혀져 있다. 미토콘드리아 막전위의 변화, 
Ca2+부하의 증가, 반응성 산소종 생성의 증가 등 미토콘드

리아의 기능적 지표들의 변화에 동반, 혹은 기인하여 미

토콘드리아의 팽대(swelling)와 미토콘드리아 내막의 투

과도 증가가 유발되는 것으로 알려져 있다. 이러한 특징

적인 투과도 변화는 미토콘드리아 막투과도 전이 통로

(mitochondrial permeability transition pore, MPT 통로)의 형

성에 기인한다[4, 9]. MPT 통로의 형성은 치토크롬 c의 

유리, 아폽토솜(apoptosome)의 형성, 카스파아제의 단계

적 활성화로 이어지며, 최종적으로 카스파아제-3가 활성

화되어 세포사멸이 실행된다. 본 연구에 나타낸 결과에서

도 Ab에 의한 미토콘드리아의 기능 손상을 반영하는 일련

의 지표들의 변화와 동반되어 카스파아제-3의 활성화와 

세포사멸이 진행됨을 확인할 수 있다(Fig. 6).
미토콘드리아의 기능적, 형태학적 무결성의 유지에 가

장 중요한 역할을 하는 세포 기전은 마이토파지이다. 마
이토파지는 손상되거나 기능 장애가 있는 미토콘드리아

를 선택적으로 자가포식하는 과정이다. 이 기전을 통해 

세포는 기능적, 형태학적 손상이 있는 미토콘드리아를 제

거하고, 미토콘드리아의 에너지 생산성, 산화/환원 전위

(redox potential), 미토콘드리아 DNA의 무결성 등을 유지

하게 하며, 세포사멸을 방지한다[21, 24]. 이러한 마이토파

지 기전은 알츠하이머병을 포함한 신경질환에서도 중요

한 역할을 함이 알려져 있다[10, 35]. 이처럼 미토콘드리아 
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Fig. 6. Ab-induced changes in caspase-3 activity and apoptotic 
cell death. (A) Wild type control cells, FUNDC1 siRNA- 
or FUNDC1-Myc-transfected cells were treated with 
50 μM Ab for 48 hr. Cells were then collected by cen-
trifugation and lysed in a lysis buffer and caspase-3 
activity was determined by a colorimetric assay. (B) 
Apoptosis was analyzed by microscopic examination 
of Hoechst-33258 stained cells. Arrows in the repre-
sentative micrographs indicate apoptotic cells that 
show condensed or fragmented nuclei. (C) The number 
of counted apoptotic cells is presented as a percentage 
of the total number of cells. Data are presented as the 
mean ± standard error of the mean of 4 repeats. *p<0.01 
vs. Ab-untreatd (- Ab) group; #p<0.01 vs. the respective 
WC group. Ab, amyloid beta peptide; WC, wild type 
control, FUNDC1-Si, FUNDC1 siRNA-transfected; 
FUNDC1-Myc, FUNDC1-Myc-transfected.

기능 손상과 마이토파지가 알츠하이머병의 병리 기전에 

중요한 역할을 한다면 마이토파지 기전의 중요한 조절 

인자인 FUNDC1도 그 병리 기전에 중요한 역할을 할 가능

성이 높다. 
FUNDC1은 세포의 선택적 자가포식(autophage) 기전의 

한 형태인 마이토파지의 핵심 조절자로 처음 확인되었다

[13]. FUNDC1의 주요 기능은 손상된 미토콘드리아를 인식

하여 제거함으로써 미토콘드리아의 전반적인 기능적, 형
태학적 무결성을 유지하는 것이다. FUNDC1은 인산화/탈
인산화에 의해 마이토파지를 억제 또는 활성화하는데, 미
토콘드리아에 기능적, 형태학적 손상이 초래되면 FUNDC1
이 탈인산화되고, 이는 자가포식소체(autophagosome)의 단

백질 표식자(marker), LC3-II와의 결합을 촉진하여 마이토

파지 기전을 활성화시킨다[12, 21, 24]. FUNDC1의 발현이 

감소하거나 기능이 저하되면 손상된 미토콘드리아를 제

거하는 세포의 능력이 저해되어 장애가 있는 미토콘드리

아가 축적되고, 이는 다양한 질병들의 병리 기전에 기여

할 수 있다.
본 연구에서 FUNDC1이 Ab에 의한 미토콘드리아와 세

포 손상의 기전에 중요한 역할을 할 가능성을 제시하는 

결과들을 확인하였다. 첫째, Ab를 처리한 신경세포에서 

FUNDC1의 발현이 처리 시간에 의존적으로 감소함을 확

인하였다(Fig. 2). 미토콘드리아 외막에 존재하는 또다른 

유비퀴틴-의존성 마이토파지 조절 단백, PINK1과[1, 2, 7] 
유비퀴틴-비의존성 마이토파지 조절 단백의 하나로 알려

진 BNIP-3의[1, 2, 7] 발현에는 변화가 없었다. 이는 Ab에 

의한 FUNDC1의 발현 감소가 미토콘드리아의 형태학적 

손상에 동반되는 비특이적 소실에 의한 결과가 아님을 시

사한다. 이 결과에서 Ab 처리 시 PINK1과 BNIP-3의 발현

에는 변화 없이 FUNDC1의 발현에만 영향을 미치는 점도 

흥미로운 결과이다. Ab에 의한 FUNDC1 발현 감소에 관

여하는 표적 단계나, 기전, 마이토파지 조절 단백들의 발

현에 미치는 효과의 차이도 본 연구의 결과만으로 확인하

기는 어렵다. 하지만 FUNDC1이 PINK1 또는 BNIP-3과 

다르게 소포체-미토콘드리아 연결막(mitochondria-asso-
ciated membrane, MAM) 형성에 관여한다는 점을 고려하

면[30, 32] Ab에 의한 FUNDC1 발현 감소가 소포체 스트레

스(ER stress)와 연관이 있을 수도 있으며 이에 대한 추가 

연구가 필요할 것으로 사료된다. 둘째, siRNA를 유전자 

주입하여 FUNDC1의 발현을 일시적으로 차단하면, 그 자

체로 미토콘드리아의 기능 손상을 나타내는 지표 변화들

과 세포사멸의 증가가 관찰되었다(Fig. 3, 4, 6). 셋째, 
FUNDC1-Myc을 유전자 주입하여 FUNDC1을 일시적으로 

과발현시킨 세포에서 그 자체로는 미토콘드리아의 기능

적 지표들에 변화가 관찰되지 않았으나, 이들 세포군에 

Ab를 처리하면 Ab에 의한 미토콘드리아의 기능적 손상과 

세포 사멸이 현저하게 억제되었다. 이들 결과는 FUNDC1
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이 Ab에 의한 미코콘드리아와 세포 손상의 기전에 중요하

게 관여할 가능성을 제시한다.
마이토파지 조절과 함께 FUNDC1의 또 다른 알려진 기

능이 소포체(endoplasmic reticulum)와 미토콘드리아 사이

의 연결막 형성이다. 소포체-미토콘드리아의 연결 부위를 

미토콘드리아 연결막(mitochondria-associated membrane, 
MAM)이라고 한다[30, 32]. MAM의 형성은 세포 내 Ca2+ 
이동과, 미토콘드리아 분열, 융합, 세포사멸, 마이토파지 

제어에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다[30, 32]. 
MAM의 형성에는 FUNDC1을 포함하여 VDACI, FACL4, 
칼넥신, 이노시톨 1, 4, 5-트리포스페이트 수용체(IP3R) 등 

여러 단백질들이 관여하는 것으로 보고되었다[30, 32].
FUNDC1이 MAM을 통하여 소포체와 미토콘드리아의 

Ca2+ 교통에 관여한다는 사실을 전제한다면, FUNDC1의 

발현을 일시 차단한 세포에서 미토콘드리아의 Ca2+ 부하 

감소(Fig. 5)는 소포체와의 Ca2+ 교통로 차단에 의한 결과

로 추정할 수 있다. 안정 상태에서는 세포질의 Ca2+ 농도

가 매우 낮은 수준을 유지하고 있으므로 미토콘드리아의 

Ca2+ 부하에 세포질의 Ca2+은 영향이 미미할 것이다. 따라

서 이 경우 미토콘드리아의 Ca2+ 부하는 주로 소포체와의 

Ca2+ 교통에 영향을 받으며, 소포체와의 Ca2+ 교통로 차단

은 미토콘드리아 Ca2+ 부하를 감소시킬 것으로 추정할 수 

있다. 그러나 Ab를 처리한 세포에서는 세포외부로부터 

Ca2+ 유입이 증가하여 세포질의 Ca2+ 농도가 급격하게 증

가하며[28, 31], 이러한 환경에서는 미토콘드리아의 Ca2+ 
부하가 소포체보다 세포질의 Ca2+ 환경에 더 영향을 받을 

것이다. FUNDC1이 일시적으로 과발현된 세포에서 Ab에 

노출되더라도 MAM의 기능이 유지된다면 소포체는 증가

한 미토콘드리아의 Ca2+ 부하를 완충하는 기전으로 작용

할 수 있을 것이다. 본 연구의 결과에서 FUNDC1의 발현

을 일시적으로 차단한 세포군에서 미토콘드리아Ca2+ 부

하가 유의하게 감소하는 소견을 보였고, FUNDC1을 일시

적으로 과발현시킨 세포군에서는 Ab 처리에 의한 Ca2+ 부

하의 증가가 유의하게 억제되는 소견을 보였는데(Fig. 5), 
이는 위의 추론을 뒷받침하는 결과들로 사료된다.

본 연구의 결과들을 요약하면. 해마 뉴런 기원의 HT-22 
세포에서 Ab 펩티드를 처리하면 처리 시간에 의존적으로 

FUNDC1의 발현 감소와 함께, 미토콘드리아의 기능적 손

상을 나타내는 지표들의 변화와 세포사멸의 증가가 관찰

되었다. FUNDC1의 발현을 일시적으로 차단한 세포군에

서도 Ab 펩티드를 처리한 세포와 유사한 양상의 미토콘드

리아의 기능적 지표들의 변화와 세포사멸의 증가 소견을 

보였다. 반면에 FUNDC1을 일시적으로 과발현시킨 세포

군에서는 Ab 처리에 의한 미토콘드리아 손상과 세포 사멸

이 현저히 억제되었다. 이와 같을 결과들은 Ab에 의한 미

토콘드리아와 세포손상 기전에 FUNDC1이 중요하게 관

여함을 시사한다.
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초록：HT-22 신경세포에서 아밀로이드 베타 펩티드에 의한 미토콘드리아와 세포 손상 기전에서

FUN14 도메인 함유 단백 1의 역할

강재훈․우재석*

(부산대학교 의과대학 생리학교실)

Fun14 도메인 함유 단백 1(Fun14 domain-containing protein 1, FUNDC1)은 미토콘드리아 외막에 존재하는

단백질로, 미토콘드리아의 마이토파지(mitophage) 기전 조절에 관여하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서

는 해마 뉴런 기원의 HT-22 세포에서 아밀로이드 베타 펩티드(Ab)에 의한 미토콘드리아와 세포 손상 과정

에서 FUNDC1의 개재 가능성과 역할을 조사하였다. HT-22 세포에서 Ab를 처리하면 처리 시간에 의존적으

로 FUNDC1의 발현 감소가 관찰되었다. 또한 MTT 환원능과 세포 내 ATP 농도, 미토콘드리아 막전압의

감소, 반응성 산소종의 생성과 미토콘드리아 Ca2+ 부하의 증가 등 미토콘드리아의 기능적 손상을 나타내는

지표들의 변화와 함께 세포사멸의 증가가 관찰되었다. FUNDC1의 발현을 일시적으로 차단한 세포군에서

도 미토콘드리아의 기능적 손상을 나타내는 지표 변화와 세포사멸의 증가가 관찰되었다. 반면에 FUNDC1
을 일시적으로 과발현시킨 세포군에서는 Ab 처리에 의한 미토콘드리아 손상과 세포 사멸이 유의하게 억제

되었다. 이와 같은 결과들은 Ab에 의한 미토콘드리아와 세포 손상 기전에 FUNDC1이 중요하게 관여할

가능성을 시사한다.


