
서 론

카나비노이드는 식물인 에서부터 추Cannabis sativa L

출한 활성 물질로서 마약의 일종인 마리화나의 주요 성

분이다.
1)

카나비노이드는 세포내의 의 생산을 증가cAMP

시키고 포타슘 채널을 조절하고 voltage-dependent

을 억제함으로써 신경세포의 작용을 억제calcium channel

하는 것으로 알려져 있다.
2)

이 물질은 다행증 (euphoria),

이완증 그리고 운동부조화(relaxation), (impairment of

시간감각장애 단기 기억장애 등 정motor coordination), ,

신계에 작용을 하는 물질이다.
3,4)

카나비노이드의 주된 작용은 카나비노이드 수용체

에 의해 이루어 진다 카나비노이드 수용체는 두(CB) .

가지 종류가 발견되었는데 각각 CB5) 그리고1 receptor

라고 한다CB2 receptor .
6)

수용체는 개의7 transmembrane

이 쌍으로 구성되어 있다G-protein .7) 이들 수용체는

중추신경계 뿐만 아니라 혈관망이나 면역세포 등에서

발견된다.
8,9)

은 주로 중추신경계 특히 대뇌에서CB1

발견되며 의 경우는 면역세포에서 발견된다, CB2 .10)

그러나 최근에는 미세아교세포나 말초신경신경 말단

부위 등에서 소량으로 발견되고 있다.
2)

이CB1

활성화되면 이나 와 같은 신경전달물질의dopamine GABA

분비를 감소시켜 운동과 기억과정에 영향을 미치게

된다.
11)

이와 같은 신경작용의 조절에 관한 보고들과 함께 최근

신경세포의 방어 작용에 관한 연구가 있어 왔다.12)

카나비노이드는 흥분성신경독성(neuronal excitotoxicity)나

외상성 뇌손상 허혈성 손상과 같은 신경세포 파괴,
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Synthetic cannabinoid receptor agonist, WIN55.212.2 may provide neuroprotection in damages of central nervous
system, including hypoxia and ischemic diseases. Here I investigated the neuroprotective function of synthetic
cannabinoid receptor agonist (WIN55.212.2) on death induced by chronic hypoxic damages in the primary cultured
cortical neurons and tested the hypothesis that WIN55.212.2 modulates the caspase 3 activation, as key features induced
by chronic hypoxia. WIN55.212.2 inhibits hypoxia-induced the activation of caspase 3 expression. Also it induces AKT
phosphorylation in chronic hypoxia but not ERK phosphorylation. These data support that WIN would have a
neuroprotective function in chronic hypoxia through the AKT intracellular signaling pathway. Also it suggested that
WIN55.212.2 may be candidate for treatment of chronic hypoxia.
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상태에 대해 방어할 수 있는 기능을 가지고 있다고

알려져 있다.13,14) 신경방어작용은 다양한 기전을 통해

이루어 진다 글루타메이트 신경전달 과정을 억제하거나. ,

항산화작용을 억제하고 또는 아교세포의 기능을,

조절하거나 미세혈관을 조절하는 과정을 통해 신경세포

방어작용을 하게 된다.5,13)

신생아에 있어 출산 중 오랫동안 산도에 머무르는 난

산의 경우 만성저산소 환경에 노출될 수 있다 이때 정신.

지체 인식 기능 저(mental retardation), (cognitive function)

하와 간질성 발작 등의 운동 장애 등이(epileptic seizures)

흔히 나타난다.15) 저산소증에 의한 세포 사멸은 복합적

인 기전을 통해 나타나는데 흥분성 아미노산 분비 세포, ,

자멸사 의 시작 등의 과정들이 포함된다(apoptosis) .
16)

이

러한 다양한 과정들은 성인에 있어 나타나는 허혈성 뇌

손상과 유사한 형태를 보여 준다 뇌세포의 손상은 나이.

에 따라 다르게 나타난다 특히 성인의 뇌조직에 비해 신.

생아의 경우 그 손상이 훨씬 심하게 나타난다.17)

최근 저산소 환경에서 일으나는 신경독성을 방어하는

방법으로 카나비노이드 합성물질을 이용하는 연구가 이

루어지고 있다 그러나 대부분의 연구는 저산소 허혈성. -

뇌손상을 대상으로 이루어 져왔다 이에 저자는 만성저.

산소 환경에서 카나비노이드 합성 물질이 신경독성을 막

을 수 있다는 가설을 확인하고자 한다 나아가 그. caspase

의 활성을 연구하여 세포내 신호전달 과정을 확인하였

다.

재료 및 방법

대뇌 피질 신경 세포의 일차배양1. (primary cortical

neuronal cultures)

임신 일 된 생쥐의 자궁에서 배자를 추출하고15 ,

배자의 종뇌 로 부터 등(telencephalon) Sestan (1999)
18)
이

서술한 방법에 의해 신경세포를 분리하였다 분리된.

세포들을 과 이상poly-L-ornithine laminin( Sigma Co.,

으로 코팅된 에서 배양을USA) plastic petri dish

시작하였다 배양액은 에. neurobasal media sodium

pyrovate solution, Fetal Bovine Serum, L-glutamine

이상solution, B-27 supplement, Pen/strep solution( GIBCO

를 조합하여 제조하였다 세포들은 일 간Co., USA) . 7

저산소 환경에 노출시켰다 이때 완전히 밀폐된.

저산소통 에서 배양하였으며 저산소(hypoxic chamber) ,

가스의 조성은 N2 93%, O2 5% CO2 로 하였다 저산소2% .

환경에서 배양한 세포들은 synthetic cannabinoid receptor

인 을 의 농도로agonist WIN(Sigma Co., USA) 50mM

투여하여 시간 동안 배양하였다24 .

2. Western blotting

배양된 신경세포를 에 세척하고 단백질을ice-cold PBS

추출하여 분석을 시행하였다 를 위immunoblotting . Lysate

한 로는buffer modified RIPA buffer (50mM Tris-HCl,

pH7.4, 1% NP-40, 0.25% Na-deoxycholate, 150mM NaCl,

1mM EDTA, 1mM PMSF, 1g/ml Aprotinin, leupeptin,

1mM Na3VO4 를 사용하였다, 1mM NaF) .

일차항체로는 anti-cleaved caspase-3, anti-pERK,

이상anti-AKT, anti-pAKT ( Cell signaling technology,

USA, 1:1000), anti-ERK2 (Santa Cruz Biotechnology,

를 사용하였다 면역 반응을 감지하기 위USA, 1:10,000) .

하여 를 사용하Supersignal detection reagent (Pierce Co.)

였으며 에 노출시킨 후 평판스, Hyperfilm (Kodak, USA) ,

캐너를 이용하여 현상된 의 디지털 영상을 얻었다, film .

스캔한 밴드의 농도를 정량적으로 분석하기 위하여,

을 사용하였다BioMax program .

결 과

은 활성화된 의 발현을 억제한다WIN caspase 3 .

만성저산소 환경에서 의 투여가 만성저산소WIN

환경에서 배양된 신경신경세포의 자멸사를 억제한다는

것은 확인하였다 이 신경세포의 자멸사 억제에. WIN

관여하는 경로와 기전을 확인하기 위하여 의caspase 3

발현을 관찰하였다.

분석에서 만성 저산소 환경에서 배양된Western blotting

신경세포에서 활성화된 의 발현이 증가하였다caspase 3 .

이는 미토콘드리아 파괴에 의한 자멸사가 증가하였다는

것을 보여주는 것이다 그러나 을 투여한. WIN

신경세포에서 의 발현이 감소하였다capase 3 (Fig. 1).

이러한 결과는 만성 저산소 환경에 의한 세포

자멸사는 가 관여하는 미토콘드리아 경로를caspase 3

통하여 이루어 지며 은 신경세포에서 의, WIN caspase 3

활성화를 감소시키면서 세포의 자멸사를 억제하는

것이라고 생각한다.
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Fig. 1. WIN inhibits hypoxia-induced activation of caspase 3.
Upper panel: Representative Western blots for cleaved caspase
3 in lysates of primary cerebral neuronal cultures in the
presence or absence of WIN (normalized for ERK2
expression). Lower panel: Quantitation of cleaved caspase3
expression in primary cerebral neurons as described above.
Note that there are changes in cleaved caspase 3 expressions
on in hypoxic cultures with administration of WIN.

은 경로를 통해 활성화된 의 발현을WIN AKT caspase 3

억제한다.

의 투여에 의한 발현의 감소한 것을 통해 만WIN PARP

성 저산소증에 노출된 겉질신경세포를 세포자멸사로부터

막아주는 것을 확인하였다 이에 그 기전 및 세포내 신호

전달 과정을 확인하기 위하여 와 의 인산화의ERK AKT

변화를 를 통해 관찰하였다 먼저western blot analysis .

의 인산화 정도를 확인한 결과 저산소 환경이 신경세AKT

포에서의 의 인산화를 감소시켰다 그러나 를 투AKT . WIN

여한 경우 의 발현이 현저하게 증가하였다pAKT (Fig. 2).

Fig. 2. WIN induces AKT phosphorylation in primary cultured
neurons. Upper panel: Representative Western blots for pAKT in
lysates of primary cerebral neuronalcultures in the presence or
absence of WIN (normalized for AKT expression). Lower panel:
Quantitation of pAKT expression in primary cerebral neurons as
described above. Note that there are changes in pAKT
expressions on in hypoxic cultures with administration of WIN.

또한 의 인산화를 확인하기 위하여 발현을ERK pERK

확인하였으나 모든 실험군에서 의 발현을, pERK

뚜렷하게 관찰할 수 없었다 의 발현은 각 실험군. pERK

사이에서도 차이가 없었다 이러한 결과는 만성(Fig. 3).

저산소 환경에 의한 세포자멸사에 대한 의 신경세포WIN

방어는 의 인산화에 의한 것 보다 인산화에ERK AKT

의한 것임을 확인할 수 있었다.

고 찰

저자의 실험을 통해 카나비노이드는 만성 저산소

환경에 의해 활성화된 를 억제 하였다caspase 3 . Caspase

의 활성화를 억제하는 경로를 확인하기 위하여3 ERK

와 모두 실험한 결과 주로 의pathway AKT pathway , AKT

인산화를 유도 함으로써 를 활성화는 것으로caspase 3

생각된다 결과적으로 의 활성화를 통해 세포의. caspase 3

자멸사 를 억제하는 것으로 생각된다(apoptosis) .

비치명적 만성 저산소증 는(Chronic sublethal hypoxia)

흡연 등 일반적으로 접할 수 있는 환경에서 일어날 수

있다 뇌허혈 등과 같은 급성저산소증에 비해 그 증상이.

뚜렷하게 나타나지 않으나 만성적으로 노출되면 다양한,

증상이 나타날 수 있다 만성저산소증은 신경세포의.

죽음과 를 유도하는 것으로 알려져 있다 그apoptosis .

동안 저산소증 환경이 세포사멸을 유발하는 기전에 대해

Fig. 3. WIN induces ERK phosphorylation in primary
cultured neurons. Upper panel: Representative Western blots
for pERK in lysates of primary cerebral neuronalcultures in
the presence or absence of WIN (normalized for ERK2
expression). Lower panel: Quantitation of pERK expression
in primary cerebral neurons as described above. Note that
there are no changes in pERK expressions on in hypoxic
cultures with administration of WIN.
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많은 연구가 있었다 저산소 환경은. hypoxic-inducible

를 통하여 다양한 세포 내 신호 전달과정을factor(HIF)

활성화하고 를 유도한다apoptosis .19)

그 동안 만성 저산소환경이 를 유발하는 세포apoptosis

내 기전으로 경로를 통하여 이루어 진다는caspase

사실이 보고되었다.20,21) 그 를 활성화하는capsase 3

경로로서 와 가 알려져ERK pathway AKT pathway

있으며 만성 저산소 환경에서는 가주로, AKT pathway

관여한다고 알려져 있다.19) 저자의 실험에서도 AKT

를 통해 자멸사가 이루어지는 것으로pathway

확인되었다 또한 이번 실험에서 을 투여하였을 때. WIN

의 활성화가 억제되고 의 인산화가 증가한caspase 3 AKT

것은 에 의한 신경세포 방어기전이 경로를 통해WIN AKT

일어난다는 것을 제시하는 것이다.

카나비노이드의 장기간 사용은 뇌 기능의 전반적인

장애가 일어난다고 알려져 있다 많은 역학 연구에.

의하면 마리화나의 빈번한 사용은 인식장애를 일으키며,

주의력 장애 기억 장애 등이 나타난다, .22-24) 심지어 대량

사용자의 경우 뇌혈관성 질환의 위험까지 증가한다고

하였다 이러한 역학 연구와 같이 동물 실험 결과도.

유사하게 나타났다.24-26) 마리화나의 정신계 성분인

을 장기간 투여한 쥐에서 학습tetra-hypocannabinol

장애가 나타났다.27) 카나비노이드의 장기 투여가 쥐의

해마에 손상시키고 심지어 형태학적인 변화까지

초래한다고 보고하였다.
28)

이때 해마의 신경세포의

사멸이 증가하고 피라미드 신경세포의 연접밀도가

감소하거나 돌기의 길이가 감소하는 등의 변화가,

일어난다고 하였다.
29)

배양한 해마 신경세포에서도 세포

사멸이 증가한다고 하였다..30)

그러나 이와 반대로 과 같은 합성 카나비노이드의WIN

투여는 신경세포 방어를 유도하는 것으로 알려져 있다.

특히 허혈성 실험에서 신경세포 방어에 대한 증거는

매우 뚜렷하다 해마에서도 신경세포 방어가.

관찰되었다고 보고되었다.
31)

또한 경색 실험에서도 이들

합성 카나비노이드를 투여한 경우 뇌경색 부위의 크기가

감소했다고 보고되었다.13)

아직 카나비노이드의 투여에 의한 자멸사 감소에 있어

그 세포내 신호 전달에 관한 연구는 매우 부족하다.

저자의 연구를 통해 카나비노이드가 신경 방어 기전이

있음을 세포내 신호 전달 체계를 통해 확인할 수 있었다.

저자의 실험 결과는 카나비노이드가 만성 저산소 환경에

의한 뇌손상에 있어 치료제의 하나가 될 수 있음을

제시하는 것이다.
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