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Objective: It is well established that manganese neurotoxicity is associated with clinical symptoms
similar to those of idiopathic Parkinson’s disease. Recent research has shown that the exposure to man-
ganese (MnCl2) leads to induction of iNOS in BV2 microglial cells via iNOS transcriptional up-regula-
tion and activation of both MAPKs and PI3K/Akt signaling pathways. Here, we further investigated the
effect and the action mechanism of MnCl2 on iNOS expression in C6 glioma cells. 

Methods: Western blot analyses demonstrated that treatment with MnCl2 at 250 μM was sufficient to
induce iNOS at both the protein and mRNA levels in C6 cells. 

Results: These studies demonstrated that the induction of iNOS protein and mRNA was visible after 4
h- and 2 h-treatment with MnCl2, respectively. MnCl2 treatment led to strong phosphorylation of JNKs
and ERKs, members of MAP kinases (MAPKs), and Akt, a PI3-kinase (PI3K) downstream effector, in
C6 cells. MnCl2 treatment had no effect on IκB-αin C6 cells. Notably, pretreatment with LY294002 (a
PI3K inhibitor),  which inhibited phosphorylation of Akt by MnCl2, caused strong suppression of MnCl2-
induced iNOS protein and mRNA expression in C6 cells. Moreover, pretreatment with SP600125 (an
inhibitor of JNKs) and PD98050 (an inhibitor of ERKs), which respectively interfered with MnCl2-medi-
ated phosphorylation of JNKs and ERKs, led to the partial suppression of MnCl2-induced iNOS protein.
Interestingly, pretreatment with LY294002 inhibited phosphorylation of not only Akt, but also ERKs and
JNKs, in response to MnCl2. Moreover, there was an effective suppression of MnCl2-mediated phospho-
rylation of AKT by SP600125. 

Conclusion: These results collectively suggest that MnCl2 induces iNOS expression in C6 glioma cells
via activation of PI3K/Akt and JNK-ERK MAPK signaling proteins, whose activations seem to be mutu-
ally interconnected in response to MnCl2.
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서 론

망간은 중추신경계의 정상적인 생화학적 작용과 세포의

작용에 필수 미량원소로서1) 뇌에 분포하는 망간의 80%

는 mitochondrial superoxide dismutase, gluta-

mine synthase, calmodulin-dependent phos-

phatase, calcineurin, pyruvate carboxylase등의 보

조인자로 존재하며2,3,4) 인테그린과의 상호작용에 의해서

신경돌기 생성의 조절에 관여한다5).

망간의 노출원으로는 철강, 용접, 건전지 분극제에 의

한 직업적 노출이 있으며, 최근에는 자동차 연료 첨가제

로 이용되는 methylcyclopentadienyl manganese

tricarbonyl (MMT)에 의한 망간 노출도 문제시 되고

있다6,7). 만성적으로 망간에 노출이 되면 운동기능 감소

증, 근긴장이상, 경직, 진전, 심각한 보행 장애 등의 신

경독성 증상이 나타나며, 이러한 증상은 파킨슨병과 유사

한 것으로 알려져 있다8). 

망간의 신경세포 손상기전은 여러 인자들이 복합적으로

작용하는 것으로 알려져 있으며, 지금까지 잘 알려진 손

상의 기전은 망간이 세포네 사립체에 축척되어 사립체 내

의 칼슘이온의 유입을 증가시켜 세포손상에 관여하며, 도

파민의 자가산화와 망간에 의한 반응성 산소종의 생성자

극, 등의 가설이 제시되고 있다9). 또한 망간 신경독성이

nitric oxide (NO) 산물의 증가로 미세교세포

(microglial cell)와 성상교세포(astrogial cell)의 활성

화를 초래하며, 인접 신경세포의 손상을 일으킨다는 보고

가 있으나10,11) 망간에 의한 신경세포의 손상기전은 아직까

지 확실히 알려진 것은 없다. 

중추신경계에서 대식세포와 같은 면역세포의 기능을 담

당하는 신경교세포는 중추 신경계의 신경보호에 중요한 역

할을 하지만, 뇌 허혈과 신경독성물질에 노출 시 임파구

등의 염증반응세포에 의해 분비된 사이토카인과 같은 물질

에 의해 활성화되어 NO와 그 분해산물(OONO-, NO2,

NO2
—)을 생성하여 신경세포의 사멸을 매개한다12,13). 

망간의 신경독성의 작용은 기저핵에 선택적으로 축적되

거나, 신경세포에 직접적인 작용을 하여 성상세포 기능부

전 또는 신경전달물질 불균형을 일으키는데 관련되어 있

다는 연구보고가 있다14,15,16).

망간은 산소자유기에 의해 3가 망간이온(Mn3＋)으로 산

화되어 신경세포에 독작용을 일으키며15) 또한 과산화 이

온, 하이드록시 라디칼, 과산화 수소 등과 같은 반응성

산소종의 생성을 증가시키고, 도파민이나 카테콜아민을

산화시켜 신경세포에 독성을 일으킨다17,18).

NO 생성효소인 nitric oxide synthase (NOS)는 정

상 대식세포에서는 발현되지 않으나 염증이나 각종의 유

해인자에 의한 조직손상이 발생할 경우에 활성화된 대식

세포에서 발현되는 inducible NOS (iNOS), 정상 신경

세포에서 항상 발현되는 neuronal NOS (nNOS) 와 정

상 혈관의 내피세포에서 항상 발현되는 endothelial

NOS (eNOS)등 3가지의 동종효소가 알려져 있다19,20).

nNOS와 eNOS는 항상 세포내에 존재하는 constitu-

tive NOS (cNOS)로 알려져 있으며, Ca2＋에 의존적인

반면, iNOS는 유도 단백질이며 Ca2＋에 비의존적이다20).

iNOS는 nNOS와 eNOS에 비하여 많은 양의 NO를 생

성하며19) 여러 가지 질소화합물을 만들어 세포독성 작용

을 나타내어 세포괴사 뿐만 아니라 세포자멸사를 유도한

다고 알려져 있다19,21).

신경계에 작용하는 brain type의 NOS는 특정신경세

포에 항상 존재하며 신경세포가 자극을 받아서 세포내에

Ca2＋이 증가하게 되면 활성화되어서 소량의 NO를 합성

하게 되며 이 NO가 주위로 확산되어 신경전달의 역할을

하고, 어떤 병적인 상태로 인해 N-methyl-D-aspar-

tate 수용체를 통해 다량의 Ca2＋이 신경세포내 유입되면

많은 양의 NO가 생성되어 신경세포에 손상을 미칠 수

있다22). 

건강한 뇌의 성상세포에서는 iNOS가 발현되지 않으나

허혈성, 외상성, 신경독성, 혹은 염증성 손상으로 설치류

와 인간의 반응성 성상교세포에서 iNOS를 발현한다23-27). 

뇌를 구성하는 조직은 뇌의 핵심적 기능을 신경세포와

신경세포들을 지지해주고 도와주는 교세포(glial cell)로

구분하며, 대부분의 축내 종양은 이들 세포 중 교세포에

서 주로 기원하며 이를 신경아교종(glioma)이라고 한다.

신경교종은 원발성 뇌종양의 약 50%를 차지하고 있으며,

성상세포종은 원발성 뇌종양의 약 25%로 가장 흔히 볼

수 있다. 

교세포 염증반응들이 파킨슨병의 병리과정이나 악화과

정에 관련성이 있으나28) 정확한 기전이 알려져 있지 않으

나, 교세포에서 유도된 NO가 최근 파키슨병의 모델로서

보고되고29,30) 있으므로, 이 연구에서는 쥐의 성상교세포종

세포주인 C6 신경아교종 세포에서 iNOS 발현을 통한 망

간의 세포독성효과와 작용기전에 대해 조사하였다.

재료 및 방법

1. C6 신경아교종 세포주 배양

C6 신경아교종 세포주 배양에 10% heat-inactivated

fetal bovine serum (Hyclone, Utah, USA)과 100

U/mL penicillin, 100 ㎍/mL streptomycin

(Hyclone, Utah, USA)을 첨가한 DMEM (Hyclone,

Utah, USA) 배지를 사용하였으며, 37℃와 5% CO2가

유지된 상태에서 배양하였다. 세포가 100 mm plate 바
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닥에 80% 정도 찼을 때 1×Trypsin-EDTA (Invitrogen

corporation Gibco, NY, USA)로 세포를 떨어뜨린 후

세포를 Hemocytometer로 count하여, 6 well plate에 5

×106 cells/well가 되게 2 mL씩 분주하였다.

실험에 사용한 시약은 manganese chloride (MnCl2,

Sigma, Missouri, USA)와 저해제 SP600125

(Biomol, PA, USA), PD98059 (Biomol, PA,

USA), LY294002 (Biomol, PA, USA)이다.

2. 단백질 추출

세포를 PBS (phosphate buffered saline, pH 7.4)

로 씻어준 다음 회수하고 세포용해완충액(50 mmol/L

Tris-Cl (pH 7.5), 150 mmol/L NaCl, 1% NP-40,

0.25% Na-deoxycholate, 0.1% SDS), Protease

inhibitor cocktail (1×), 1 mmol/L Na3VO4, 1

mmol/L NaF, 1 mmol/L 2-glycerophosphate)을 혼

합하여 넣고 얼음에서 30분간 둔 후 4 ℃, 12,000 rpm

에서 15분간 원심 분리하여 상층액을 취하였다.

3. Western blot analysis 

Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad, CA,

USA)을 사용하여 추출된 단백질을 정량하여 농도를 구

하였다. 일정량(40 ㎍/lane)의 단백질을 10% SDS-

PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide

gel) 전기영동 후 nitrocellulose membrane (Milipore

Co. Bedford, MA)으로 전기이동을 실시하였다. 그 다

음 membrane을 5% skim milk가 함유된 TBS-T용액

(20 mM Tris (pH7.5), 137 mM NaCl, 0.05%

Tween-20)에 1시간 이상 두어 blocking 한 후 TBS-T

용액으로 1번 수세하고 일차항체를 12시간, 이차항체를

2시간 반응 시킨 후 ECL Western detection

reagents (Amersham Biosciences, Bucking-

hamshire, UK)를 이용하여 특정 단백질의 발현을 검출

하였다. 일차항체는 iNOS (Upstate, NY, USA), β-

actin (Sigma, Missouri, USA), phospho-Akt (p-

Akt, Cell Signaling, MA, USA), phospho-extra-

cellular signal regulated kinases (p-ERKs, Cell

Signaling, MA, USA), phospho-Jun-N-terminal

kinases (p-JNKs, Cell Signaling, MA, USA),

inhibitory kappa B-alpha (IκB-α, Cell Signaling,

MA, USA)을 각각 1:2000으로 희석하여 사용하였으

며, 이차항체로서 Anti-rabbit IgG (Amersham

Biosciences, Buckinghamshire, UK) 또는 Anti-

mouse IgG (Amersham Biosciences, Bucking-

hamshire, UK)를 1:2000으로 희석하여 사용하였다. 

4. Total RNA 분리 및 역전사 중합효소연쇄반응

Total RNA는 Tri Reagent kit (Mrcgene,

Cincinnati, USA)를 이용하여 분리하였다. 분리한

total RNA 3 ㎍을 M-MLV Reverse Transcriptase

5×reaction buffer (Promega, Madison, USA) 6 μ

L, 10 mM dNTP Mix (Promega, Madison, USA)

3 μL, 2,500 U Ribonuclease inhibitor (Promega,

Madison, USA) 0.45 μL, 10,000 U M-MLV

Reverse Transcriptase (Promega, Madison, USA)

0.3 μL와 50 pmol/μL oligo dT (Bioneer,

Chungbuk, Korea) 1.5 μL를 넣어 총 30 μL로 역전사

(reverse transcription)를 시행하였다. 역전사로 만들

어진 cDNA 1 μL에 10×Reaction buffer (JMR

Holdings, London, UK) 2.5 μL, 10 mM dNTP

Mix (Finnzymes, Espoo, Finland) 0.6 μL, 1,000

U Super-Therm Polymerase (JMR Holdings,

London, UK) 0.2 μL와 rat iNOS, GAPDH의 10

pmol/μL sense와 antisense primer (Bioneer,

Chungbuk, Korea)를 각 0.6 μL 씩 넣어 총 25 μL로

Rat iNOS는 94℃에서 1분간 denaturation, 54℃에

서 1분간 annealing, 72℃에서 1분간 extension 조건

에서 30 cycle을, GAPDH는 94℃에서 30초간 denat-

uration, 57℃에서 30초간 annealing, 72℃에서 30초

간 extension 조건에서 18 cycle을 중합효소연쇄반응

(polymerase chain reaction, PCR) 자동화기계

Gene-Amp PCR system 9600 (Perkin-Elmer,

Foster City, CA)에서 PCR을 실시하였다. 증폭된

PCR 산물은 1.2% agarose gel에 전기영동 하여 크기

를 확인 하였다. Rat iNOS의 primer의 염기 서열은

sense의 경우 5′-CTC CTT CAA AGA GGC AAA

AAT A-3′, antisense의 경우 5′-CAC TTC CTC

CAG GAT-3′이며 증폭된 PCR 산물의 크기는 729 bp

이다. GAPDH의 염기 서열은 sense의 경우 5′-GGT

GAA GGT CGG TGT GAA CG-3′, antisense의 경

우 5′-GGT AGG AAC ACG GAA GGC CA-3′이며

증폭된 PCR 산물의 크기는 703 bp이다.

결 과

1. C6 신경아교종 세포주에서 망간에 의한 iNOS

발현

C6 신경아교종 세포에 MnCl2를 농도별로 처리하여 망

유경임 등∙C6 신경아교종 세포주에서 망간에 의한 Inducible Nitric oxide Synthase 유도
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간에 의해 iNOS가 유도되는지 알아보았다. RT-PCR에

서 MnCl2 농도 100 μM 이상에서 iNOS mRNA의 발

현 증가를 볼 수 있었으며, iNOS 단백질의 발현은

MnCl2 농도 100 μM 이상에서 농도 증가에 따른 iNOS

단백질의 발현 증가를 볼 수 있었다(Fig. 1A).

C6 신경아교종 세포에 MnCl2를 농도 250 μM로 처리하

여 시간에 따른 망간에 의한 iNOS의 발현을 알아보았다.

MnCl2 처리 후 4시간, 8시간, 24시간에서 iNOS mRNA

의 발현을 볼 수 있었으며, MnCl2의 처리 시간이 증가됨

에 따라 iNOS mRNA 유전자의 발현도 증가하는 것을 볼

수 있었다. iNOS 단백질의 경우 MnCl2의 처리 후 4시간,

8시간, 24시간에서 iNOS 단백질의 발현을 볼 수 있었으

며, MnCl2의 처리 시간이 증가됨에 따라 iNOS 단백질의

발현도 증가하는 것을 볼 수 있었다(Fig. 1B). 

2. C6 신경아교종 세포주에서 망간에 의한 신호전

달 단백질의 인산화

iNOS 발현에 연관된 신호 전달 단백질을 알아보기 위

해서 C6 신경아교종 세포주에 MnCl2를 농도 250 μM로

처리하여 시간에 따른 JNKs, ERKs, Akt의 인산화 활

성을 본 결과 JNKs, ERKs, Akt의 시간에 따른 인산

화 활성을 보였다. 반면 MnCl2 처리 시간에 따른 IκB-α

분해는 보이지 않았다. JNKs는 망간 처리 후 4시간과 8

시간에서 강한 인산화 활성을 보였으며, ERK는 30분, 2

시간과 4시간에서 강한 인산화 활성을, Akt는 망간 처리

30분 후에 강한 인산화 활성을 보였다(Fig. 2). 

3. 저해제에 의한 iNOS 발현 억제작용과 신호전달

단백질의 인산화 활성 억제작용

신호 전달 단백질의 저해제로 20 μM SP600125

(JNK 저해제), 50 μM PD98059 (ERK 저해제), 20 μ

M LY294002 (Akt 저해제)를 각각 1시간 전 처리하고

MnCl2를 농도 250 μM로 처리한 후 iNOS 발현과 신호

전달 단백질의 인산화 활성을 본 결과 SP600125,

PD98059, LY294002 모두에서 iNOS mRNA의 발현

과 iNOS 단백질의 발현을 억제 시키는 것을 볼 수 있었

으며, 특히 LY294002에서 가장 강한 억제 작용을 볼 수

있었다(Fig. 3). 한편, 각 신호 전달 단백질의 저해제

(20 μM SP600125, 50 μM PD98059, 20 μM

LY294002)를 1시간 전 처리하고 MnCl2를 농도 250 μ

M로 처리한 후 JNKs, ERKs, Akt의 인산화 활성을

본 결과 SP600125는 JNKs와 Akt의 인산화 활성 억제

Fig. 1. Induction of iNOS by MnCl2 in C6 glioma cells. (A) C6 glioma cell were treated with the indicated concentrations of MnCl2

for 9 hr. Whole cell lysates and total RNA were prepared, and used for iNOS or actin immunoblot and iNOS or GAPDH RT-PCR,
respectively. (B) C6 glioma cells were treated with MnCl2 in the indicated times. At each time, whole cell lysates and total RNA pre-
pared were used for immunoblot and RT-PCR, respectively.

A B

Fig. 2. Activation of JNK, ERK, Akt, but not NF-κB by MnCl2

in C6  glioma cells. C6 glioma cells were treated with or with-
out MnCl2 for the indicated times. At each time, whole cell
lysates were prepared and used for p-JNKs, p-ERKs, p-Akt, Iκ
B-αor actin immunoblot using respective antibodies. p-JNKs,
phospho-JNKs; p-ERKs, phospho-ERKs; p-Akt, phospho-Akt.

MnCl2 (μM)

lκB-α

p-JNKs

p-ERKs

p-AKT

Actin

MnCl2 (μM)
Time (hr)

MnCl2 (250 μM)
Time (hr)
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를 보였으며, PD98059는 ERKs의 인산화 활성 억제를,

LY294002는 JNKs, ERKs, Akt 모두에서 인산화 활

성 억제를 보였다(Fig. 4). 

고 찰

망간은 중추신경계에서 mitochondrial superoxide

dismutase4) glutamine synthase2) phospho-

enolpyruvate carboxylkinase31) 등 효소의 정상적인

기능에 중요한 역할을 하는 필수 원소로 알려져 있다32).

그러나 망간에 의해 만성적으로 노출이 되면 신경독성을

일으키며, 이러한 신경독성은 망간이 미세교세포나 성상

교세포와 같은 교세포를 활성화하여 NO 생성을 증가시

켜 일어난다는 보고가 있다10,11).

흥분독성의 손상에 따른 교세포에서의 iNOS의 생성은

glutamate와 interferon-γ, tumor necrosis factor-α

(TNF-α), interleukin-1β와 같은 염증성 사이토카인이

관여하여 나타난다는 보고가 있으며33,34) 이러한 요소는 망

간중독증의 손상 기전과 관련되어 있을 것으로 추측된다.

왜냐하면 망간에 노출되면 성상교세포 내 미토콘드리아의

기능이상과 glutamate 생성의 증가와 관련되어 흥분독

성의 손상을 일으키기 때문이다35,36).

이 연구에서는 쥐의 성상교세포종 세포주인 C6 신경아

교종 세포에 망간을 처리하여 iNOS의 발현을 통한 망간

의 세포독성효과와 작용기전에 대해서 알아보았다.

C6 신경아교종 세포주에서 망간에 의해 iNOS

mRNA 및 iNOS 단백질이 발현되었으며, 이 결과로 보

아 망간에 의해 iNOS의 mRNA와 단백질 발현이 증가

된다는 것을 확인 할 수 있었다. 망간에 의한 iNOS의 발

현이 JNK-ERK MAPK와 PI3K/Akt 신호 경로의 활

성화와 관련되어 있는 것을 확인 할 수 있었다. 최근

Bae 등32)의 연구에서 BV2 미세교 세포주에 망간 처리

시 iNOS mRNA와 단백질이 발현되었으며, JNK-

ERK MAPK와 PI3K/Akt 신호 경로에서의 활성화가

iNOS의 발현과 깊은 관련이 있다고 보고되었다. 이 결

과는 교세포에서의 망간에 의한 iNOS 발현은 여러 신호

전달 단백질의 활성화에 의해 일어나는 것을 알 수 있다.

Barhoumi 등1)은 망간이 미토콘드리아의 반응성 산소

종의 증가와 NF-κB의 활성에 의해 C6 신경아교종 세포

주에서 lipopolysaccharide (LPS)가 유도하는 iNOS의

발현을 증가시킨다고 보고 하였으며, 망간이 JNK-ERK

MAPK의 인산화를 증가시킨다고 보고하였는데, 이러한

결과는 이번 연구 결과와 동일하였다. 망간에 의해 IκB-α

의 인산화가 증가되며, LPS에 의한 IκB-α의 인산화의

증가는 2시간에서 최대를 보이며, 망간과 LPS에 의한 Iκ

B-α의 인산화가 LPS 단독 처리 시 보다 더 많은 증가를

초래한다고 보고 하였다. 이번 연구에서는 망간에 의한 I

κB-α의 인산화 및 분해는 일어나지 않았다.

Shinoda 등37)은 C6 신경아교종 세포에 LPS, TNF-

α, LPS와 TNF-α를 처리하여 NO 생성을 본 결과

TNF-α만 처리 하였을 때는 NO 생성을 볼 수 없으며,

LPS, LPS와 TNF-α를 처리 하였을 때 iNOS mRNA

발현이 증가 한다고 보고 하였다.

유경임 등∙C6 신경아교종 세포주에서 망간에 의한 Inducible Nitric oxide Synthase 유도

Fig. 3. Effects of SP600125, PD98059 or LY294002 on
MnCl2-induced iNOS expression in C6 glioma cells. (A) C6
glioma cells pretreated for 1 hr with SP600125 (20 μM),
PD98059 (50 μM) or LY294002 (20 μM) were treated with
MnCl2 for 9 hr. Whole cell lysates prepared were analyzed by
immunoblot to detect iNOS or actin. (B) C6 glioma cells pre-
treated for 1 hr with SP600125, PD98059 or LY294002 were
treated with MnCl2 for 9 hr. Total RNAs were prepared and
analyzed for iNOS or GAPDH RT-PCR. N, no inhibitor; SP,
SP600125 (JNK inhibitor); PD, PD98059 (ERK inhibitor); LY,
LY294002 (Akt inhibitor).

A

B

Fig. 4. Effects of SP600125, PD98059 or LY294002 on activa-
tion of JNK, ERK or Akt by MnCl2 in C6 glioma cells. C6
glioma cells pretreated for 1 hr with SP600125 (20 μM),
PD98059 (50 μM) or LY294002 (20 μM) were treated with
MnCl2 for 4 hr. Whole cell lysates prepared were analyzed by
immunoblot to detect p-JNKs, p-ERKs, p-Akt or actin.

Mnal2 (250 μM)

Mnal2 (250 μM)



신경세포에 독성작용을 일으키는 NO는 NOS의 저해

제에 의한 억제작용으로 NO의 분비를 감소하여 망간 신

경독성 치료제로 활용할 수 있을 것으로 생각된다.

iNOS 단백질과 JNK-ERK MAPK와 PI3K/Akt 신호

단백질에서 JNK 저해제, ERK 저해제, PI3K/Akt 저

해제에 의한 억제 작용을 본 결과 PI3K/Akt 저해제가

iNOS 발현을 강하게 억제하는 것으로 나타났으며,

JNK 저해제, ERK 저해제에서도 iNOS 발현을 억제하

였다. JNK-ERK MAPK와 PI3K/Akt 신호 단백질에

서 P-JNKs는 JNK 저해제와 PI3K/Akt 저해제에서,

P-ERKs는 ERK 저해제와 PI3K/Akt 저해제에서, P-

Akt는 JNK 저해제와 PI3K/Akt 저해제에서 강한 억제

작용을 볼 수 있었다. 이 결과에서 PI3K/Akt 저해제가

망간에 의한 iNOS의 발현과 신호 전달 단백질의 인산화

증가에 강한 억제를 한다는 것을 알 수 있다.

Bae 등32)의 연구보고에 의하면 BV2 미세교 세포주에

서 망간에 의해 발현된 iNOS mRNA와 단백질이 JNK

저해제, ERK 저해제, PI3K/Akt 저해제에 의해 JNK

저해제, ERK 저해제, PI3K/Akt 저해제 모두에서 억제

작용을 나타낸다고 보고하고 있으며, 이 연구의 결과와

비슷한 기전을 나타낸다는 것을 알 수 있다. 이러한 연구

결과는 망간이 신경세포를 지지해주고 도와주는 역할을

하는 교세포인 미세교세포 뿐 만 아니라 신경아교종세포

의 활성화를 통하여 신경독성 물질인 NO를 매개로 하여

신경독성을 일으킨다는 것을 알 수 있었다. 그러나 쥐의

뇌 교세포 일차배양에서는 망간이 iNOS 발현을 유도하

지 않았다는 연구보고38)는 이번 연구와는 상반된 결과로

서 망간은 모든 교세포에서 iNOS를 통하여 독성효과를

나타내는 것이 아니며, 망간은 다양한 경로를 통해 교세

포 염증작용을 조절하는 것으로 생각된다.

이 실험의 결과를 요약하면 망간은 C6 신경아교종 세

포주에서 iNOS mRNA와 단백질의 발현을 유도하며,

JNK-ERK MAPK와 PI3K/Akt 신호 경로의 인산화

를 활성화 하였다. 그러나 JNK 저해제, ERK 저해제,

Akt 저해제는 망간에 의한 iNOS 발현을 억제 하였다.

흥미로운 점은 PI3K/Akt의 저해제 LY 처리에 따른 망

간에 의한 iNOS mRNA와 단백질의 발현 억제 및 여러

신호전달 단백질의 활성 억제 작용이 나타난 것이다. 

결론적으로 C6 신경아교종 세포주에서 망간에 의해 유

도되는 iNOS 발현은 JNK-ERK MAPK와 PI3K/Akt

신호 경로에 의해서 이루어지며, 망간 자극에 의한

iNOS 발현은 전사의 준위로 조절된다. 앞으로 iNOS 발

현을 억제하는 저해제에 대한 실험이 더 필요하며 과발현

된 iNOS의 저해가 망간 신경독성의 치료에 중요한 치료

법의 표적이 될 것으로 생각된다.

이 연구에서는 신경아교종 세포에 망간을 2~4시간 처

리함으로써 망간의 만성독성효과인 신경독성을 설명하는

데 제한점이 될 수 있으므로 망간의 농도를 저 농도로 장

시간 처리함으로써, 망간의 만성독성에 대한 효과를 밝혀

야 하며, 또한 NO 를 직접 측정하여 망간의 세포독성효

과와 작용기전을 설명하여야 할 것으로 생각된다. 

요 약

목적: 망간 신경독성은 파킨슨병의 임상 증상이 유사하

다고 알려져 있다. 최근 연구에 따르면 망간의 노출은

iNOS 전사의 상향조절과 MAPKs와 PI3K/Akt 신호경

로의 활성에 의해 BV2 미세교 세포주에서 iNOS 생성을

유도한다는 보고가 있다. 이 연구에서는 신경아교종 세포

주에서 iNOS의 발현에 망간의 세포독성효과와 작용 기

전에 대해 조사하였다. 

방법: C6 신경아교종 세포주에 망간 처리 2시간과 4시

간 후 iNOS 단백질과 mRNA의 발현을 측정하였다. 

결과: C6 신경아교종 세포주에 망간을 처리하여 신호

전달 단백질의 활성화를 본 결과 JNKs, ERKs, the

PI3-kinase (PI3K) downstream effector Akt의 강

한 인산화를 볼 수 있었다. 반면 망간 처리 시간에 따른

IκB-α분해는 보이지 않았다. JNK 저해제, ERK 저해

제, PI3K/Akt 저해제를 전 처리 후 iNOS 단백질의 발

현과 JNK-ERK MAPK와 PI3K/Akt 신호 단백질의

활성화 억제 작용을 본 결과 PI3K/Akt 저해제가 iNOS

발현을 강하게 억제하는 것으로 나탔으며, JNK 저해제,

ERK 저해제에서도 약한 iNOS 발현의 억제작용을 볼

수 있었다. JNK-ERK MAPK와 PI3K/Akt 신호 단백

질에서 p-JNKs는 JNK 저해제와 PI3K/Akt 저해제에

서 억제작용을 나타냈으며, p-ERKs는 ERK 저해제와

PI3K/Akt 저해제에서 나타냈으며, p-Akt는 JNK 저

해제와 PI3K/Akt 저해제에서 강한 억제작용을 볼 수 있

었다. 이 결과에서 PI3K/Akt 저해제가 망간에 의한

iNOS의 발현과 여러 신호 전달 단백질의 활성화에 강한

억제작용을 한다는 것을 알 수 있다.

결론: 이 실험의 결과로 미루어 보아 C6 신경아교종

세포주에서 망간에 의해 유도되는 iNOS 발현은 JNK-

ERK MAPK와 PI3K/Akt 신호 경로에 의해서 이루어

지는 것으로 생각된다.
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