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국문요약
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낭포성 섬유증 (cysticfibrosis)은 백인에서 가장 흔한 생명을 제한
하는 상염색체 열성 유전병으로 세계적으로 약 6만여 명이 이 질병을
앓고 있다.낭포성 섬유증을 가진 사람들은 주로 세균 감염에 의한 폐질환
으로 대부분 30～40세에 생을 마감하며,지금까지 수많은 학자들이 이
질환을 치료하기 위해 유전자 치료 등의 다양한 시도를 했지만 아직까지
치료가 어려운 실정이다.이 질환의 원인은 cysticfibrosistrans-
membraneconductanceregulator(CFTR)의 유전변이에 의한 기능 상실
이며,이러한 CFTR의 유전자 변이는 낭포성 섬유증과 기관지확장증 및
만성 췌장염 등의 호흡기 및 소화기 질병을 유발하며,최근 한국인에서도
CFTR의 유전자 변이가 기관지확장증 및 만성 췌장염 질환과 관련
있음이 밝혀졌다.백인에서 가장 흔한 유전자 변이는 CFTR의 508번째
phenylalanine이 결실된 형태의 CFTR (ΔF508-CFTR)을 가지는
것이다.새로 합성된 ΔF508-CFTR은 비정상 구조를 이루기 때문에
100%가 Endoplasmicreticulum (ER)qualitycontrolsystem에 의해서
분해되어 세포막으로 이동하지 못해서 질병을 유발시킨다.
새로 합성된 모든 ΔF508-CFTR 및 일부 WT-CFTR은 ER에서 ER
내강 및 세포질에 존재하는 다양한 molecularchaperone과 결합하게 된다.
모든 ΔF508-CFTR과 일부 WT-CFTR은 molecularchaperone과 여러
단백질과의 상호작용에 의해서 ubiquitination된 후 ERtransloconpore를
통해 밖으로 나와 26S프로테아좀에 의해 분해되는 과정을 거치게 된다.
이때 일부 CFTR 단백질은 pre-Golgiintermediate나 cis-Golgi
element까지는 이동을 하며,chaperone과 KDEL수용체 등에 의해서
다시 ER로 역수송된 후 분해된다.cis-Golgi까지 이동한 ΔF508-CFTR의 ER
로의 역수송에 가장 주된 역할을 하는 것은 골지체의 pH이다.본 실험에서는
세포내 알칼리화가 이루어지면 골지체의 pH가 상승하게 되어 이로



인해 COPIvesicle에 의한 골지체에서 ER로의 역수송이 억제될 것이고
KDEL 수용체에 의한 ER로의 역수송 역시 억제되는 효과가 있을 것
으로 가정하고,세포내 알칼리화에 따른 ΔF508-CFTR의 세포막 발현에
대한 연구를 통하여 다음과 같은 결과를 얻었다.세포질 및 골지체의
알칼리화는 CHO 세포 및 CFPAC-1세포에서 ΔF508-CFTR의 세포막
발현을 증가시키고 CFTR의 Cl- channel기능을 회복시켰다.그리고
세포질 및 골지체의 알칼리화는 CFTR 단백질의 발현에 영향을 주는
molecularchaperon의 발현량,단백질의 ubiquitination정도 그리고 프로테
아좀의 활성에는 영향을 미치지 않았으며,CFTR 유전자의 발현을 약간
감소시키는 경향이 있었을 뿐 증가시키지 않았다.또한 이러한 현상이 in
vivo에서도 일어나는지 확인하기 위하여 homozygous ΔF508 생쥐에
2% sucrose와 280mM NaHCO3를 포함하는 물을 먹여 가벼운 대사성
알칼리 혈증을 유도한 경우 생후 4개월간의 생존율이 크게 증가하였다.
그리고 NaHCO3를 섭취시킨 Homozygous ΔF508생쥐의 소장 내강막
에서 CFTR의존적인 Isc가 크게 증가하였다.
이상의 결과를 종합하여 볼 때 세포질 및 골지체의 알칼리화는 결과적

으로 ΔF508-CFTR이 ERqualitycontrolsystem을 벗어날 수 있게 해주어
ΔF508-CFTR의 세포막 발현을 돕는 역할을 함을 알 수 있었으며,in
vivomodel에서도 이러한 현상이 일어남을 확인할 수 있었다.또한
이러한 결과를 바탕으로 VacuolarH+-ATPase특이적인 억제제를 사용한
골지체의 알칼리화를 통해서 ΔF508-CFTR이 ER quality control
system을 벗어날 수 있게 해주는 것은 ΔF508-CFTR로 인한 낭포성
섬유증 치료에 새로운 방법이 될 수 있을 것이다.

핵심되는 말 :CFTR,NaHCO3,골지체,ER,알칼리화



세포내 알칼리화에 따른 비정상 구조 CFTR의 세포막 발현 증가

<지도교수 이민구>

연세대학교 대학원 의과학과

남 궁 완

Ⅰ.서론

Cysticfibrosistransmembraneconductanceregulator(CFTR)는
cAMP의존적인 Cl-통로로 다양한 단백질과의 상호작용을 통해 호흡기와
위장의 상피세포에서 HCO3- 분비 및 상피세포 분비액의 분비 조절에
중요한 역할을 하고 있다.하지만 유전변이에 의해 CFTR의 기능이 상실되면
낭포성 섬유증 (cysticfibrosis)을 유발시킨다.세계적으로 약 6만여 명이
이 질병을 앓고 있으며,낭포성 섬유증을 가진 사람들은 주로 세균 감염에
의한 폐질환으로 대부분 30～40세에 생을 마감하게 된다.1,2 이러한
CFTR의 유전자 변이는 낭포성 섬유증과 기관지확장증 및 만성 췌장염
등의 호흡기 및 소화기 질병을 유발하며,최근 한국인에서도 CFTR의
유전자 변이가 기관지확장증 및 만성 췌장염 질환과 관련 있음이 밝혀
졌다.3백인에서 가장 흔한 유전변이는 CFTR의 508번째 phenylalanine
이 결실된 형태의 CFTR (ΔF508-CFTR)을 가지는 것이다.이
ΔF508-CFTR은 정상적인 CFTR의 Cl-통로 기능은 가지고 있지만,새로



합성된 ΔF508-CFTR이 비정상 구조를 이루기 때문에 100%가
Endoplasmicreticulum (ER)qualitycontrolsystem에 의해서 분해
되어 세포막으로 이동하지 못하게 되어 질병이 유발된다.4

지금까지 알려진 CFTR의 분해 과정은 다음과 같다.그림 1에서 처럼
새로 합성된 모든 ΔF508-CFTR 및 일부 WT-CFTR은 ER에서 ER
내강 및 세포질에 존재하는 다양한 molecularchaperone과 결합하게 된다.
대표적으로 calnexin,Hsc70,Hsp40,Hsp70,Hsp90등의 chaperone들이
CFTR과 결합한다고 알려져 있다.5-8 이들 대부분의 molecular
chaperone을 세포에 과발현 시킬 경우 CFTR단백질의 발현양이 급격하게
줄어든다.모든 ΔF508-CFTR과 일부 WT-CFTR은 molecular
chaperone과 여러 단백질과의 상호작용에 의해서 ubiquitination된
후 ERtransloconpore를 통해 밖으로 나와 26S프로테아좀에 의해 분해
되는 과정을 거치게 된다.8이때 대부분의 CFTR단백질은 ERAD에 의해
ER에서 분해되지만,일부 CFTR 단백질은 pre-Golgiintermediate나
cis-Golgielement까지는 이동을 하며,9chaperone과 KDEL수용체 등에
의해서 다시 ER로 역수송된 후 분해된다.cis-Golgi까지 이동한 Δ

F508-CFTR의 ER로의 역수송에 가장 주된 역할을 하는 것은 골지체의 pH이다.
골지체의 pH는 VacuolarH+-ATPase에 의해서 pH 6.3정도의 산성을
유지하게 되며,이러한 산성 환경에서는 ΔF508-CFTR-chaperone
복합체와 KDEL수용체와 결합력이 강하게 되어 KDEL수용체와 복합체를
구성해 다시 ER로 역수송된 후 프로테아좀에 의해 분해되게 된다.10,11

골지체에서 ER로의 역수송은 COPIvesicle에 의해서 이루어 지는데 이때
골지체의 산성 pH가 COPIvesicle형성에 중요한 역할을 한다.산성
pH에서 COPIvesicle은 잘 형성 되지만,pH가 알칼리화 되면
COPIvesicle의 형성이 잘 이루어 지지 않는다.12
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그그그림림림 111...CCCFFFTTTRRR단단단백백백질질질의의의 세세세포포포막막막 발발발현현현 및및및 분분분해해해 과과과정정정

지금까지 낭포성 섬유증의 치료를 위해 많은 연구가 진행되어 왔으며,
현재 세포 차원에서 ΔF508-CFTR의 세포막 발현을 증가시키는 세 가지
방법이 알려져 있다.첫째 glycerol등의 chemicalchaperone을 세포에
처리해서 ΔF508-CFTR의 세포막 발현을 증가시키는 방법,13둘째 30℃
이하의 온도에서 세포를 배양하는 방법,14셋째 thapsigargin을 이용해 ER
calciumpump를 억제하여 ERchaperone의 기능을 막는 것이 그 것이다.15

하지만 이들 방법은 세포 차원에서는 효과가 있으나 실제 환자의 치료에
적용하기에는 여러 가지 제약이 따르고 있다.
본 실험에서는 세포내 알칼리화가 이루어지면 골지체의 pH가 상승
하게 되어 이로 인해 COPIvesicle에 의한 골지체에서 ER로의 역수송이
억제되고 KDEL수용체에 의한 ER로의 역수송 역시 억제되는 효과가
있을 것으로 가정하였다.이와 같은 가정 하에 세포내 알칼리화가
ΔF508-CFTR의 세포막 발현에 어떠한 영향을 미치는지에 대한



연구를 수행하였다.ΔF508-CFTR을 발현하는 세포주로 사람의 췌장
선세포에서 유래된 CFPAC-1을 사용하였으며,WT과 ΔF508-CFTR을
과발현 시키기 위해서 CFTR을 발현하지 않는 CHO 세포에 pCMV
vector를 이용해서 CFTR유전자 도입을 수행하였다.CFTR단백질 발
현은 CFTR특이적인 M3A7항체를 이용하였으며,골지체의 pH 변화를
측정하기 위해서 pH indicator역할을 하는 YFP에 Golgiresidental
sequence가 붙은 chimeric단백질을 발현시키는 pEYFP-Golgiplasmid를
사용하였다.세포내 알칼리화에 의한 ΔF508-CFTR의 세포막 발현
현상이 invivo에서도 일어나는지 확인하기 위해서 ΔF508동형 접합체
생쥐에 280mM NaHCO3를 함유하는 음료수를 먹여 가벼운 알칼리
혈증을 유발시켰다.16

세포내 알칼리화는 세포 수준에서 ΔF508-CFTR의 세포막 발현을
증가시키고 CFTR의 Cl- 통로 기능을 회복시켰다.하지만 CFTR
단백질의 발현에 영향을 주는 molecularchaperon의 발현량,단백질의
ubiquitination정도 그리고 프로테아좀의 활성에는 영향을 미치지 않았다.
또한 이러한 현상이 invivo에서도 일어나는지 확인한 결과 2% sucrose와
280mM NaHCO3를 포함하는 물을 먹여 가벼운 알칼리 혈증을 유도한
결과 ΔF508동형 접합체 생쥐의 생후 4개월간의 생존율이 크게 증가
하였다.그리고 NaHCO3를 섭취시킨 ΔF508동형 접합체 생쥐의 소장
내강막에서 CFTR 의존적인 Isc가 WildType생쥐 측정값의 약 21%
정도로 나타나 CFTR의 기능이 일부 회복되었음을 관찰하였다.
이상의 결과를 종합하여 볼 때 세포질 및 골지체의 알칼리화는 결과적
으로 ER로의 역수송 억제를 통해 ΔF508-CFTR이 ER quality
controlsystem을 벗어날 수 있게 해주었으며,이를 통해 ΔF508-
CFTR의 세포막 발현을 돕는 기능을 함을 알 수 있었으며,invivo
model에서도 이러한 현상이 일어남을 확인할 수 있었다.



Ⅱ.재료 및 방법

111...실실실험험험 재재재료료료 및및및 관관관류류류액액액
 N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinolinium bromide(MQAE),

Pluronic 그리고 2́,7́-bis(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein
(BCECF-AM)은 MolecularProbes (Eugene,OR)로부터 구입하였다.
CFTR 특이적인 M3A7과 24-1일차항체는 각각 Upstate(LakePlacid,
NY)와 R&D system (Minneapolis,MN)에서 구입하였다.Hsp70과
Hsc70에 특이적인 일차항체는 SantaCruzBiotechnology(SantaCruz,
CA)로부터 구입하였다.BafilomycinA1은 Alexis(SanDiego,CA)에서
구입하였으며,그 외의 시약은 Sigma(St,Louis,Missouri,USA)로부터
구입하였다.기본 관류액은 140NaCl,5KCl,1MgCl2,1CaCl2,10
D-Glucose그리고 10mM HEPES로 구성되어 있으며,pH는 NaOH를 사
용하여 7.4로 맞추었다.HCO3̄ 관류액은 120NaCl,5KCl,1MgCl2,1
CaCl2,10D-Glucose,5HEPES그리고 25mM NaHCO3로 구성되어 있
으며, pH는 7.4로 맞추었다. Cl̄-free HCO3̄ 관류액은 120
Na+-gluconate,5K+-gluconate,1MgSO4,1hemicalcium cyclamate,
10D-Glucose,5HEPES 그리고 25mM NaHCO3로 구성되어 있으며,
pH는 7.4로 맞추었다.

222...세세세포포포 배배배양양양 및및및 TTTrrraaannnsssfffeeeccctttiiiooonnn
CFPAC-1및 CHO-K1세포주는 ATCC (American TypeCulture

Collection,Rockville,MD,USA)에서 구입하였으며 각각 IMDM과
RPMI1640배양액에 10% FBS와 penicillin(50units/ml)/streptomycin
(50ug/ml)을 첨가한 후 5% CO2incubator에서 배양하였다.CFPAC-1세



포주는 배양 후 trypsin/EDTA를 사용해서 세포를 분리하였고
3×105 cells/cm2로 Transwell-Clear Polmembrane (0.4m pore
diameter,Costar)을 사용해서 만든 permeablesupporter위에서 4～5일
정도 키워서 단일층으로 tightjunction을 이루는 기능적으로 분화된 췌장
관세포로 배양하였다.WT-CFTR과 ΔF508-CFTR의 발현은 CHO 세포에
WT-CFTR과 ΔF508-CFTR 유전자를 포함하고 있는 pCMV plasmid를
LipofectAMINE Reagent(LifeTechnologies)를 이용해 transfection하
였고,transfection후 24～48시간 동안 배양한 후 실험하였다.ΔF508-
CFTR유전자를 포함하고 있는 pCMV plasmid는 PCRmutangenesis방
법으로 만들어 졌으며,사용한 primer는 다음과 같다.sense:5́-CCA
TTA AAGAAA ATA TCA TTGGTGTTT CCT ATGATGAAT
ATA G-3́,antisense:5́-CTA TAT TCA TCA TAG GAA ACA
CCA ATGATA TTTTCTTTA ATGG-3́.

333...CCClll이이이온온온의의의 세세세포포포막막막 투투투과과과도도도 측측측정정정
cAMP의존적인 Cl이온의 세포막 투과는 주로 CFTR에 의한 것으로

Cl-quenching형광 dye인 MQAE에 의해 측정되었다.우선 ΔF508-
CFTR을 발현하는 CFPAC-1세포를 coverslip위에서 48시간 동안 배
양한 후 상온에서 40μM Cl-quenchingdye인 MQAE를 포함하는 PBS
에서 30분간 배양 후 다시 ice위에서 40분간 배양한다.MQAE dye가
loading된 세포를 관류 chamber에 장착한 후 excitation 350 nm와
emission455nm에서 나오는 MQAE형광 변화를 측정한다.Cl-분비측
정 원리는 다음과 같다.약 145mM Cl-가 포함된 관류액을 흘려주다가 0
mM Cl-와 145mM의 NO3-가 포함된 관류액 흘려주면,세포내에 있는
Cl-가 세포 밖으로 분비되게 되고 분비된 Cl- 대신 NO3-가 세포내로
들어감으로써 보다 빠르게 Cl-의 이동을 측정할 수 있었다.



444...세세세포포포내내내 pppHHH 측측측정정정
세포를 coverslip과 permeablesupporter위에서 배양한 뒤 pH 측정용
형광물질인 BCECF/AM이 4 μM 함유된 PBS에서 10분간 loading한 후
관류 chamber에 장착했다.세포를 관류 chamber에 장착한 후 HCO3-가
존재하는 관류액에서 excitation477nm 및 442nm와 emission510nm
에서 BCECF의 형광의 비율을 관측하여 세포내 pH 변화를 측정하였다.
Cl-/HCO3-exchange활성 측정은 다음과 같은 방법으로 이루어 졌다.내
강막과 측저막의 관류액을 차별적으로 흘려 줄 수 있게 만들어져 있는
chamber의 측저막 쪽에는 0mM Cl-가 포함된 HCO3-관류액으로 흘려주
었다.그리고 내강막 쪽에는 130mM Cl-가 포함된 HCO3-관류액을 흘려
주다가 0mM Cl-가 포함된 HCO3- 관류액으로 흘려주면,Cl-/HCO3-

exchanger를 통해서 세포내의 Cl-가 내강막쪽 관류액으로 나오고,내
강막쪽 관류액에 있는 HCO3-는 세포내로 들어가서 세포내 pH를 증가시
키게 된다.따라서 Cl-/HCO3-교환 활성은 단위시간에 증가되는 세포내 pH
변화로 측정할 수 있었다.

555...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottt
세포를 Phosphate-buffered saline(PBS)용액으로 세 번 씻은 후
lysisbuffer(50mM Tris-HCl(pH 7.4),1% NP-40,0.25% sodium
deoxycholate,150mM NaCl,1mM EDTA,completeproteaseinhibitor
mixture(RocheAppliedScinence,Mannheim,Germany))를 넣고 얼음
위에서 10분간 반응시켰다.10분 후 sample을 얻어서 sonication한 후 4
℃에서 13000rpm으로 15분간 원심 분리하여 상층액을 분리하고 Bio-Rad
assaykit을 사용하여 단백질을 정량하였다.50～120ug의 단백질을 6
% acrylamidegel에서 전기 영동하여 분리한 후 nitrocellulose막으
로 전이했다.단백질이 전이된 nitrocellulose막을 3% non-fatmilk,0.1
% Tween20이 함유된 PBS로 상온에서 한 시간 동안 blocking한 후



각 단백질에 특이적인 일차항체를 이용하여 4℃에서 12시간 반응시
켰다.반응이 끝난 후 증류수를 이용하여 두 번 씻고 이차항체를
이용하여 상온에서 한 시간 동안 반응시켰다.한 시간 후 0.05% Tween
20이 함유된 PBS로 10분간 씻어준 뒤 ECL solutionkit를 사용하여
현상하였다.

666...NNN---ggglllyyycccooosssiiidddaaassseee처처처리리리
CFTR은 N-linkedglycosylation된 단백질이기 때문에 N-glycosidase를

처리하면 N-linked carbohydrates가 분리된다.CFTR의 N-linked
carbohydrates를 분해하기 위해서 N-glycosidase F (New England
Bioblabs)를 이용하였다.17,18 먼저 CFTR을 발현시킨 CHO 세포에서
lysisbuffer로 단백질을 분리한 후 5% SDS와 1% β-mercaptoethanol을
포함하는 buffer로 만들어 37℃에서 10분간 배양해서 단백질의 삼차
구조를 풀었다.그 후 N-glycosidase를 넣어 37℃에서 2시간 동안의
배양을 통해 N-linkedcarbohydrates분해하였다.

777...PPPaaatttccchhh---ccclllaaammmpppttteeeccchhhnnniiiqqquuueee을을을 이이이용용용한한한 CCCFFFTTTRRR의의의 CCClll---전전전류류류 측측측정정정
CHO 세포에 Wildtype과 ΔF508-CFTR을 transfection한 후 5% CO2

incubator에서 24시간 배양한 뒤 2% CO2incubator에서 12～18시간
동안 배양한 세포를 trypsin/EDTA를 이용해서 단위 세포 상태로 분리
한 후 patch-clamp 관류 chamber에 세포를 고정시킨 후 wholecell
patch-clamp technique을 사용해서 CFTR의 Cl- 전류를 측정하였다.
pipette용액은 145 mM KCl,5 mM NaCl,1mM EGTA,1mM
MgCl2,0.4mM CaCl2,2mM Mg-ATP,10mM HEPES로 구성되었으며,
pH는 7.4로 조정하였다.Bath용액은 150mM NaCl,5mM KCl,1
mM CaCl2,2mM MgCl2,5mM glucose,10mM HEPES로 구성되었



으며,pH는 7.4로 조정하였다.모든 실험은 22～25℃에서 진행되었으며,
pipette의 저항은 3～5MΩ 이었다.CFTR특이적인 Cl-전류는 5 μM
forskolin과 100μM IBMX자극에 의해 생성된 전류를 통하여 측정하였다.
Holdingpotential은 -30mV이었으며,Cl-전류는 AxoScope8.1system과
Digidata1322A AC/DC변환기에 의해서 기록되었다.

888...골골골지지지체체체 pppHHH 측측측정정정
골지체의 pH는 pEYFP-GolgiVector(BD Biosciences,CA)를 이용

하여 측정하였다.pEYFP-GolgiVector는 pH 변화에 따라 형광이 변하는
YFP와 골지체에 상주하는 단백질 일부가 결합된 단백질을 발현하며,이를
통해 골지체 특이적인 pH를 측정할 수 있게 해준다.CHO 세포에
pEYFP-GolgiVector를 발현시킨 뒤 ZeissLSM510confocal형광 현미경을
이용해 골지체에 발현하고 있는 YFP를 excitation480nm에서 그리고
emission530nm에서 형광을 측정한다.confocal형광현미경에 장착된
세포에 중성 배양액과 염기성 배양액을 차례로 흘려주면서 형광을 측정
하였고,145mM KCl,10mM HEPES,5 μM nigericin그리고 5 μM
monensin로 구성된 pH 5.1,5.8,6.5그리고 7.2의 pH 적정 용액을 흘려
주어 측정한 형광을 기준으로 형광 정도를 pH로 변환시켜 골지체의 pH를
측정하였다.

999...프프프로로로테테테아아아좀좀좀 활활활성성성 측측측정정정
프로테아좀의 활성을 측정하기 위해서 UbG76V-GFP를19,20사용하였다.

UbG76V-GFP는 프로테아좀의 기질로 작용하는데 프로테아좀의 기능이
억제되면 GFP의 형광이 증가하게 된다.이를 이용하여 프로테아좀의 활성
정도를 측정할 수 있었다.우선 CHO 세포에 UbG76V-GFP를 발현시킨 후
세포를 2% CO2incubator에서 배양하거나 bafilomycinA를 처리한 경우



5% CO2incubator에서 배양했을 때 각각의 GFP의 형광을 ZeissLSM510
confocal형광 현미경을 사용해서 측정하였다.GFP형광은 excitation480
nm에서 그리고 emission510nm에서 측정하였다.

111000...RRReeeaaalllTTTiiimmmeeePPPCCCRRR
CHO세포에 Wildtype과 ΔF508-CFTR유전자를 발현시킨 뒤 24시간

뒤에 2% CO2incubator와 5% CO2incubator에서 12시간 동안 배양
했다.그 후 세포를 PBS로 두 번 씻은 뒤 Trizol(Invitrogen,CA)을 사용
하여 totalRNA를 추출 하고 random hexa-primer와 Oligo-dTprimer를
사용하여 RNaseH-reversetranscriptase(Invitrogen,CA)역전사효소로
역전사를 수행하여 cDNA를 합성했다.합성된 cDNA를 template로 하여
QuantiTectSYBR Green PCR Kit(QIAGEN,CA,USA)와 Rotor
Gene2072D (CorbettResearch,Australia)RealTimePCR 기계를
사용하여 RealTimePCR을 수행하였다.β-actinmRNA 발현 정도를
Internalcontrol로 사용하였다.사용한 primer의 염기서열 및 PCR 산
물의 크기는 다음과 같다.CFTR,sense:5’-GCT TCT TTG GTT
GTGCTGTGGC-3’,antisense:5’-AGT GTCGGCTACTCCCAC
GTA AAT G-3’(150bp);β-actin,sense:5’-GAC CCA GAT CAT
GTT TGA GAC C-3’,antisense:5’-CTC GTA GAT GGG CAC
AGT GTG-3’(145bp).

111111...iiinnnvvviiivvvooo동동동물물물 실실실험험험
Homozygous ΔF508생쥐에 가벼운 대사성 알칼리 혈증을 유도하기

위해서 2% sucrose와 280mM NaHCO3를16포함하는 물 이외에 다른
물은 주지 않았다.NaHCO3를 포함하는 물을 제외한 나머지 고형 음식물은
표준 음식물을 먹도록 하였다.본 실험에서는 수돗물을 먹인 군,2%



sucrose를 포함하는 물을 먹인 군,2% sucrose와 0.9% NaCl을 포함하는
물을 먹인 군 그리고 2% sucrose와 280mM NaHCO3를 포함하는 물을
먹인 군으로 나누어 생후 4개월간의 생존율을 관찰하였다.그리고 생후
4개월까지 생존한 생쥐의 소장 (십이지장 부위)을 적출하여 10 μM
forskolin과 100 μM IBMX 자극에 의한 CFTR 의존적인 shortcircuit
current(Isc)를 측정하였다.

111222...생생생쥐쥐쥐 소소소변변변의의의 HHHCCCOOO333---양양양 측측측정정정 및및및 pppHHH 측측측정정정
CO2,HCO3-SIGMA DiagnosticsKit(132-A)를 사용해서 소변 속에
함유된 HCO3-양을 측정하였다.CO2samplestartreagen를 37℃로 만든
후 spectrophotometer를 340 ㎚로 맞추어 37 ℃로 유지시킨다.CO2
samplestartreagen1㎖을 tube에 넣고 생쥐로부터 소변 5㎕를 얻어
즉시 넣어 잘 섞은 뒤 37℃에서 5분간 배양한다.배양 후 340nm에서
spectrophotometer를 이용해서 O.D.값을 얻었고 20,40,42,44,46,48
mM NaHCO3를 이용해서 HCO3-에 대한 standard를 잡아 생쥐 소변에
함유된 HCO3- 농도를 측정하였다.그리고 생쥐 소변의 pH 측정은
생쥐의 소변을 받은 즉시 Glass Micro-pH Combination Electrode
(9802BN,Thermoelectronco.,MA)를 이용해서 측정하였다.

111333...SSShhhooorrrttt---ccciiirrrcccuuuiiitttcccuuurrrrrreeennnttt측측측정정정
생쥐를 밤 동안 물을 제외한 먹이를 일절 주지 않은 다음 생쥐의 소장

(십이지장 부위)을 적출하였다.적출한 소장을 ClassicTissueUssing
Chamber(Warnerinstruments,Handen,CT)에 장착한 다음 37℃를
유지하는 25mM NaHCO3가 함유된 관류액에서 10～20분간 안정화시킨
다음 10 μM forskolin과 100 μM IBMX를 넣어 cAMP자극을 유도해
CFTR 의존적인 shortcircuitcurrent(Isc)를 측정하였다.이 때 소장



조직은 0mV로 전압을 고정하였고 변화하는 전류는 PowerLabdata
acquisitionsystem (AD Instruments)을 이용하여 측정하였다.
111444...면면면역역역형형형광광광염염염색색색
생쥐의 대장 조직을 OCT compound를 이용해서 액체 질소로 얼려

-70℃에 보관한 후 microtome을 이용해서 조직을 4㎛ 두께로 잘라서
slide glass에 붙였다.조직을 -20℃ methanol로 10분간 고정하고
permeabilization을 시킨 후 PBS로 두 번 세척한 다음 blocking용액 (5
% goatserum,1% bovineserum albumin,0.1% gelatininPBS)으로
상온에서 1시간 동안 배양하였다.그 후 조직을 PBS로 두 번 세척
한 후 CFTR특이적 일차항체 (24-1)를 blocking용액에 1:100으로 희
석한 뒤 90분 동안 상온에서 배양하였다.배양한 다음 PBS로 조직을
세 번 세척하고 이차항체를 1:100으로 blocking용액에 희석해서 상온에서
1시간 동안 배양하였다.그 다음 PBS로 세 번 세척한 뒤 물기를 잘
제거한 후 Mounting media로 coverslip을 조직이 붙어 있는 slide
glass에 고정시켜 밤새 건조시킨 다음 ZeissLSM510confocal형광현미경
으로 관찰하였다.



Ⅲ.결과

111...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 CCCFFFPPPAAACCC---111세세세포포포의의의 CCClll---///NNNOOO333--- eeexxxccchhhaaannngggeee
활활활성성성 변변변화화화

ΔF508-CFTR을 발현하는 사람의 췌장 관세포주인 CFPAC-1세포를
이용하여 세포내 알칼리화에 따른 CFPAC-1세포의 Cl-통로의 활성 변화를
Cl-quenchingdye인 MQAE를 사용하여 측정하였다.CFPAC-1세포를
알칼리화 시키기 위해서 2% CO2 incubator에서 12시간 배양하였다.
CFPAC-1세포의 경우 2% CO2incubator에서 배양하면 세포내 pH가
7.15±0.11에서 7.66±0.06으로 상승하게 된다.그리고 골지체의 pH는
약 6.2정도로 산성을 유지하는데 이는 VacuolarH+-ATPase가 골지체에
많이 존재하기 때문이다.따라서 골지체만의 pH를 올리기 위해 5% CO2
incubator에서 VacuolarH+-ATPase억제제인 bafilomycinA를2112시간
동안 처리하였다.그 후 MQAEdye를 세포에 loading한 뒤 CFTR의존적인
Cl- 통로의 활성 변화를 측정하기 위해서 5 μM forskolin과 100 μM
IBMX로 세포를 자극한 후에 세포내 cAMP 증가에 의한 Cl-/NO3-

exchange 활성 변화를 측정하였다. 그림 2에서 알 수 있듯이
CFPAC-1 세포를 2% CO2 incubator에서 배양한 결과 5% CO2
incubator에서 배양한 세포보다 Cl-/NO3-exchange활성이 크게 증가되었다.
bafilomycinA를 처리한 세포의 경우 넣어준 bafilomycinA의 용량에
비례하여 Cl-/NO3-exchange활성이 증가하였다.
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그그그림림림 222...CCCFFFPPPAAACCC---111세세세포포포에에에서서서 CCClll---///NNNOOO333---eeexxxccchhhaaannngggeee활활활성성성 측측측정정정
cAMP자극에 의한 Cl-/NO3-exchange활성을 Cl-quenchingdye인 MQAE를 사용

하여 측정하였다.a.CFPAC-1세포를 2% CO2 incubator에서 12시간 배양한 후
cAMP자극을 주어 Cl-/NO3-exchange활성 변화를 측정하였다.b.BafilomycinA를
12시간 동안 처리한 후 cAMP자극을 주어 Cl-/NO3-exchange활성 변화를 측정하
였다.c.cAMP자극을 준 후 10초 후에 증가된 MQAE형광의 평균값.*p<0.05.

222...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 CCCFFFPPPAAACCC---111 세세세포포포의의의 내내내강강강막막막 CCClll---///HHHCCCOOO333---

eeexxxccchhhaaannngggeee활활활성성성 변변변화화화

세포막에 CFTR을 발현하는 세포의 경우 Forskolin을 처리해서 CFTR을
활성화 시키면 Cl-/HCO3- exchange활성이 크게 증가한다.22,23 세포내
알칼리화에 의해 CFPAC-1세포에서 ΔF508-CFTR이 세포막으로 발현할
수 있는지 알아보기 위해 CFPAC-1세포를 permeablesupporter위에서
배양해 분화시킨 뒤 pH dye인 BCECF를 이용하여 Cl-/HCO3-exchange
활성 정도를 측정하였다.24분화된 CFPAC-1세포를 2% CO2incubator에서



12시간 배양한 후 BCECFdye를 loading한 뒤 Cl-/HCO3-exchange활성
변화를 측정하였다.그림 3에서와 같이 miniussingchambersystem을
사용하여 CFPAC-1세포 내강막의 Cl-/HCO3- exchange를 측정한 결과
CFPAC-1 세포를 2% CO2 incubator에서 배양하였을 때 5% CO2
incubator에서 배양한 세포에서보다 Cl-/HCO3- exchange활성이 증가
하였다.

그그그림림림 333...CCCFFFPPPAAACCC---111세세세포포포의의의 내내내강강강막막막 CCClll---///HHHCCCOOO333---eeexxxccchhhaaannngggeee활활활성성성 측측측정정정
CFPAC-1세포를 분화시킨 후 BCECF형광 물질을 이용해서 Cl-/HCO3-exchanger에

의해 변하는 세포내 pHi를 측정하였다.a.5% CO2 incubator에서 12시간 배양한
CFPAC-1세포와 b.2% CO2incubator에서 12시간 동안 처리한 CFPAC-1세포에
cAMP 자극을 주기 전과 준 후의 Cl-/HCO3- exchange활성 변화를 측정하였다.c.
cAMP자극을 주기 전과 준 후에 증가된 pH의 평균값.**p<0.01.
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333...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 WWWiiillldddtttyyypppeee과과과 ΔΔΔΔFFF555000888---CCCFFFTTTRRR 단단단백백백질질질의의의
발발발현현현량량량 변변변화화화
Wildtype(WT)-CFTR과 ΔF508-CFTR을 CHO 세포에 발현시킨 후

세포를 5% CO2incubator에서 배양한 것과 2% CO2incubator에서 배
양한 것 그리고 VacuolarH+-ATPase억제제인 bafilomycinA를 처리한
군으로 분류한 후 CFTR 특이적인 일차항체 (M3A7)를 사용하여 CFTR
단백질의 발현 양상을 관찰하였다.CFTR은 그림 4a에서와 같이 3개의
band로 나타난다.각각의 CFTR band는 glycosylation이 안된 bandA,
coreglycosylation이 된 bandB그리고 maturecomplexglycosylation된
bandC를 나타낸다.BandB는 ER에서 coreglycosylation된 형태이고
bandC는 ER을 벗어나 골지체에서 matureglycosylation과정을 거친
형태의 것으로 세포막에 존재하는 CFTR단백질로 간주할 수 있다.17,18그림
4a에서 처럼 WT-CFTR의 경우 bafilomycinA를 처리한 군과 2%
CO2 incubator에서 배양한 군에서 모두 bandB가 증가하였다.반면 Δ

F508-CFTR의 경우 그림 4b에서처럼 5% CO2incubator에서 배양한 것
에서는 보이지 않던 matureglycosylation된 bandC가 bafilomycinA를
처리한 군과 2% CO2 incubator에서 배양한 군에서 관찰되었다.
WT-CFTR에서 보이는 bandC가 glycosylation에 의해 나타나는 것인지를
확인하기 위해 그림 4a에서 보듯이 N-glycosidase를 처리하였다.
N-glycosidase처리에 의해 bandB와 C가 사라졌고 bandA만이 관찰
되었다.이는 bandB와 C가 CFTR 단백질의 glycosylation된 형태라는
것을 의미한다.그림 4b에서 보듯이 ΔF508-CFTR을 발현하는 CHO세포를
2% CO2incubator에서 배양한 후 cycloheximide(CHX)를 처리하면,반
감기가 짧은 bandB는 빠르게 감소하며,반감기가 긴 bandC가 확연하게
구별되는 것을 확인할 수 있었다.



그그그림림림 444...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 의의의한한한 WWWiiillldddtttyyypppeee과과과 ΔΔΔΔFFF555000888---CCCFFFTTTRRR 단단단백백백질질질 발발발현현현 변변변화화화
a.Wildtype(WT)-CFTR을 CHO세포에 발현시킨 후 세포를 5% CO2incubator에서

배양한 것과 2% CO2incubator에서 배양한 것 그리고 bafilomycinA (BA)를 처리한
군으로 나누어 CFTR단백질 발현 양상을 관찰하였다.BandC가 mutureglycosylation된
CFTR인지 확인하기 위해서 Peptide:N-Glycosidase (PNG)를 처리해서 CFTR의
N-glycosylation을 제거하였다.b.Δ508-CFTR을 CHO세포에 발현시킨 후 세포를
5% CO2 incubator에서 배양한 것과 2% CO2 incubator에서 배양한 것 그리고
bafilomycinA(BA)를 처리한 군으로 나누어 CFTR단백질 발현 양상을 관찰하였다.또한
cycloheximide(CHX)를 처리하여 새로운 단백질 합성을 억제한 후 시간에
따른 Δ508-CFTR의 단백질 발현 변화를 관찰하였다.

444...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 WWWiiillldddtttyyypppeee과과과 ΔΔΔΔFFF555000888---CCCFFFTTTRRR의의의 CCClll---전전전류류류
변변변화화화
WT과 ΔF508-CFTR을 CHO 세포에 발현시킨 후 세포를 2% CO2

incubator에서 12시간 배양한 뒤 wholecellpatchclamptechnique을
사용하여 CFTR의 Cl-전류를 측정하였다.CFTR의 Cl-전류는 forskolin과
IBMX에 의한 cAMP자극에 의해 유도되었다.WT-CFTR의 경우 2%
CO2incubator에서 배양하였을 때 5% CO2incubator에서 배양한 세포
에서 보다 Cl-전류가 약간 증가하였다.ΔF508-CFTR의 경우 5% CO2
incubator에서 배양하였을 때 나타나지 않았던 Cl-전류가 측정되었으며,

a b
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그림 5e에서 보듯이 CFTR특이적인 직선형의 I/V curve를 나타냈다.
이는 CHO 세포에서 세포내 알칼리화를 통해 ΔF508-CFTR이 세포막에
발현하였음을 뜻한다.
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그그그림림림 555...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 CCCFFFTTTRRR의의의 CCClll---cccuuurrrrrreeennnttt변변변화화화
a.WT-CFTR과 c.ΔF508-CFTR을 CHO 세포에 발현시킨 후 세포를 2% CO2

incubator에서 12 시간 배양한 뒤 whole cellpatch clamp technique을 사용하여
forskolin자극에 의한 CFTR의 Cl- 전류를 측정하였다.b.WT-CFTR과 d.ΔF508-
CFTR에 의한 전류를 세포 표면적 비로 나누어 도표화 하였다.e.ΔF508-CFTR을
발현하는 CHO세포에서 CFTRCl-통로의 I/V curve를 기록하였다.*p<0.05.



555...알알알칼칼칼리리리성성성 배배배양양양액액액과과과 BBBaaafffiiilllooommmyyyccciiinnnAAA에에에 의의의한한한 세세세포포포질질질 및및및 골골골지지지체체체의의의
pppHHH 변변변화화화
2% CO2incubator에서의 배양에 의한 배양액의 알칼리화와 bafilomycin
A 처리에 의한 골지체와 세포질의 pH 변화를 BCECFdye와 pEYFP-
Golgiplasmid를 사용하여 확인하였다.pEYFP-Golgiplasmid는 pH
indicator 역할을 하는 YFP에 Golgi residental sequence가 붙은
chimeric단백질을 발현시켜 골지체의 pH를 측정할 수 있게 한다.그림 6
에서 알 수 있듯이 골지체의 pH는 알칼리성 배양액과 bafilomycinA에 의해서
모두 pH 6.2에서 pH 7.0근처로 상승하였지만,세포질의 pH는 오직
알칼리성 배양액에 의해서만 증가하였고 bafilomycinA에 의해서는 pH
변화가 없었다.
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그그그림림림 666...골골골지지지체체체 및및및 세세세포포포질질질의의의 pppHHH 측측측정정정
a.CHO세포에 pEYFP-Golgiplasmid를 발현시킨 후 알칼리성 배양액과 b.

bafilomycin A (BA)에 의한 골지체의 pH 변화를 측정하였다.c.CHO세포에서
BCECF 형광 물질을 사용해 알칼리성 배양액과 d.bafilomycinA에 의한 세포질의
pH 변화를 측정하였다



666...시시시간간간에에에 따따따른른른 알알알칼칼칼리리리성성성 배배배양양양액액액과과과 BBBaaafffiiilllooommmyyyccciiinnnAAA에에에 의의의한한한 세세세포포포질질질 및및및
골골골지지지체체체의의의 pppHHH 변변변화화화 및및및 ΔΔΔΔFFF555000888---CCCFFFTTTRRR단단단백백백질질질의의의 발발발현현현 조조조절절절
CHO세포에서 2% CO2incubator에서의 배양과 bafilomycinA처리에

의한 시간에 따른 세포질의 pH 변화를 BCECF dye와 pEYFP-Golgi
plasmid를 사용하여 측정하였다.2% CO2incubator에서 배양할 경우 12
시간이 경과하여도 세포질의 pH는 그림 7a에서처럼 알칼리를 유지하고
있었다.그리고 그림 7c,d에서처럼 골지체의 pH역시 12시간 경과 후에도
지속적으로 알칼리를 유지하고 있음을 확인하였다.ΔF508-CFTR을 발현
하는 CHO세포를 2% CO2incubator에서 배양할 경우 1시간 후부터 CFTR
발현량이 크게 증가하였으며,12시간 후에도 발현량을 유지하였다.
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그그그림림림 777...시시시간간간에에에 따따따른른른 세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 의의의한한한 세세세포포포질질질 및및및 골골골지지지체체체의의의 pppHHH 변변변화화화 및및및
ΔΔΔΔFFF555000888---CCCFFFTTTRRR단단단백백백질질질의의의 발발발현현현 변변변화화화
a.CHO 세포를 2% CO2incubator에서 지속적으로 배양하면서 BCECF를 사용하여

시간에 따른 세포질의 pH 변화를 측정하였다.b.ΔF508-CFTR을 발현하는 CHO 세포를
2% CO2incubator에서 지속적으로 배양하면서 시간에 따른 ΔF508-CFTR의 발현 변화를
관찰하였다.c,d.2% CO2incubator에서의 배양과 bafilomycinA처리한 후 시간에 따른
골지체의 pH 변화를 pEYFP-Golgiplasmid를 사용하여 측정하였다.



777...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 mmmooollleeecccuuulllaaarrrccchhhaaapppeeerrrooonnneee과과과 uuubbbiiiqqquuuiiitttiiinnnaaatttiiiooonnn된된된
단단단백백백질질질의의의 변변변화화화
Hsp70과 Hsc70 등의 molecularchaperone과 ubiquitination의

조절은 CFTR의 분해 및 발현에 있어서 중요한 역할을 하고 있다고
알려져 있다.따라서 세포내 알칼리화가 molecular chaperone과
ubiquitination에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위해서 Hsp70과
Hsc70특이적인 일차항체와 ubiquitination된 단백질 특이적인 일차항체를
사용해서 단백질의 변화를 관찰하였다.그림 8a에서 보듯이 CHO세포를
2% CO2incubator에서 배양하거나 bafilomycinA를 처리하여도 세포내
Hsp70과 Hsc70의 발현량에는 변화가 없었다.ubiquitination된 단백질의
양상도 그림 7b에서 보듯이 세포를 2% CO2incubator에서 배양하거나
bafilomycinA를 처리하여도 아무런 변화를 보이지 않았다.
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그그그림림림 888...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 mmmooollleeecccuuulllaaarrrccchhhaaapppeeerrrooonnneee의의의 발발발현현현량량량 변변변화화화와와와
uuubbbiiiqqquuuiiitttiiinnnaaatttiiiooonnn된된된 단단단백백백질질질의의의 변변변화화화
a.CHO세포를 2% CO2incubator에서 배양한 군과 bafilomycinA를 처리한 군에서

Hsp70과 Hsc70의 세포내 발현량 변화를 알아보기 위해 Hsp70과 Hsc70특이적인 일차
항체를 이용하여 westernblot을 수행하였다.b.또한 단백질의 ubiquitination정도를
알아보기 위해서 ubiquitination된 단백질 특이적인 일차항체를 이용하여 westernblot을
수행하였다.



888...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 프프프로로로테테테아아아좀좀좀 활활활성성성 변변변화화화
F508-CFTR은 모두 ubiquitination된 후 프로테아좀에 의해서 분해된다.
따라서 세포내 알칼리화가 프로테아좀의 활성에 어떠한 영향을 미치는지
살펴보기 위해서 UbG76V-GFP를17사용하였다.UbG76V-GFP는 프로테아좀의
기질로 작용하는데 프로테아좀의 기능이 억제되면 GFP의 형광이 증가하게
된다.UbG76V-GFP가 정상적으로 작용하는 관찰하기 위해서 프로테아좀
억제제인 lactacystin을 처리하였다.그림9에서 알 수 있듯이 2% CO2
incubator에서 배양하거나 bafilomycin A를 처리한 경우 5% CO2
incubator에서 배양했을 때와 GFP의 형광 정도의 차이가 나타나지 않았다.
그리고 GFP형광의 증가는 오직 그림 8b에서 보듯이 lactacystin을 넣어
프로테아좀 활성을 억제하였을 때만 나타났다.
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a b c d

그그그림림림 999...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 프프프로로로테테테아아아좀좀좀 활활활성성성 변변변화화화 측측측정정정
프로테아좀의 활성을 측정하기 위해 CHO 세포에 UbG76V-GFP를 발현시킨 후 a.5%

CO2incubator에서 배양한 군과 b.프로테아좀 억제제인 lactacystin을 처리한 군,c.2%
CO2incubator에서 배양한 군 그리고 d.bafilomycinA를 처리한 군에서 confocal
현미경을 이용하여 동일조건에서 UbG76V-GFP의 형광을 측정하였다.



999...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 WWWTTT과과과 ΔΔΔΔFFF555000888---CCCFFFTTTRRR의의의 mmmRRRNNNAAA 발발발현현현량량량
변변변화화화
세포내 알칼리화가 CFTR유전자의 발현에 영향을 미치는지 확인하기

위해서 Real-TimePolymeraseChain Reaction을 이용해서 WT과
ΔF508-CFTR의 mRNA 발현량의 변화를 살펴보았다.β-actinmRNA
발현 정도를 대조군으로 사용하였으며,상대적인 CFTRmRNA발현 정도를
β-actinmRNA 발현량으로 표준화하였다.그림 10에서 보듯이 2%
CO2 incubator에서 세포를 배양한 경우 WT과 ΔF508-CFTR의
mRNA 발현 정도가 약간 감소하는 경향을 보였지만 통계적 의미는
없었다.이로써 세포내 알칼리화에 의한 CFTR 단백질의 발현 증가가
CFTR유전자의 발현 증가에 의한 것이 아니라는 것을 확인하였다.
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그그그림림림 111000...세세세포포포내내내 알알알칼칼칼리리리화화화에에에 따따따른른른 CCCFFFTTTRRR유유유전전전자자자의의의 발발발현현현 변변변화화화
CHO 세포에 WT-CFTR과 ΔF508-CFTR 유전자를 발현시킨 후 각각 5% CO2

incubator와 2% CO2incubator에서 12시간 배양한 다음 cDNA 합성 후 WT과
ΔF508-CFTR 특이적인 primer를 사용하여 Real-TimePCR을 수행하였다.β-actin
mRNA 발현량을 기준으로 CFTRmRNA의 발현량을 표준화하였다.



111000...NNNaaaHHHCCCOOO333 섭섭섭취취취에에에 따따따른른른 ΔΔΔΔFFF555000888동동동형형형 접접접합합합체체체 생생생쥐쥐쥐 소소소변변변의의의 pppHHH 및및및
HHHCCCOOO333---농농농도도도의의의 변변변화화화
invivo에서도 세포단위에서 일어나는 세포내 알칼리화에 따른 ΔF508-

CFTR의 세포막 발현이 일어나는지 확인하기 위해서 ΔF508동형
접합체 생쥐에 가벼운 대사성 알칼리 혈증을 유도하기 위해 2%
sucrose와 280mM NaHCO3를 포함하는 물을 식수 대신 먹였다.16대조군
으로 수돗물을 먹인 군,2% sucrose를 포함하는 물을 먹인 군,2%
sucrose와 0.9% NaCl을 포함하는 물을 먹인 군으로 나누어 실험하였다.
생쥐 소변의 pH 측정은 생쥐의 소변을 받은 즉시 GlassMicro-pH
CombinationElectrode(9802BN,Thermoelectronco.,MA)를 이용해서
측정하였다.그리고 CO2,HCO3- SIGMA DiagnosticsKit(132-A)를
사용해서 소변 속에 함유된 HCO3-양을 측정하였다.그 결과 그림 11에서
보듯이 NaHCO3를 섭취시킨 군에서 pH와 HCO3-농도가 다른 군에 비해
크게 증가하였다.

그그그림림림 111111...NNNaaaHHHCCCOOO333섭섭섭취취취에에에 따따따른른른 생생생쥐쥐쥐 소소소변변변의의의 pppHHH 및및및 HHHCCCOOO333---농농농도도도의의의 변변변화화화
a.각 군 생쥐의 소변을 받은 즉시 GlassMicro-pH CombinationElectrode를 이용

해서 측정하였다.b.각 군 생쥐의 소변을 받은 즉시 CO2,HCO3-SIGMA Diagnostics
Kit를 사용해서 소변 속에 함유된 HCO3-양을 측정하였다.

pH

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

B
ic

ar
bo

na
te

 
co

nc
en

tr
at

io
n 

(m
M

)

0

10

20

30

40

a b

W
ater

Sucrose

Sucrose +

NaCl

Sucrose +

NaHCO
3

W
ater

Sucrose
Sucrose +

NaCl

Sucrose +

NaHCO
3



111111...대대대사사사성성성 알알알칼칼칼리리리 혈혈혈증증증 유유유도도도 따따따른른른 ΔΔΔΔFFF555000888동동동형형형 접접접합합합체체체 생생생쥐쥐쥐의의의 생생생존존존율율율
및및및 CCCFFFTTTRRR의의의존존존적적적인인인 CCClll---전전전류류류 변변변화화화

ΔF508동형 접합체 생쥐는 생후 2개월 안에 50%가 주로 장폐색에
의해서 사망하게 된다.이는 ΔF508-CFTR이 구조이상으로 ER
qualitycontrolsystem을 빠져나와 세포막에 발현하지 못해서 일어나는
현상이다.세포내 알칼리화에 따른 ΔF508-CFTR의 세포막 발현이 in
vivo에서 일어나는지 확인하기 위해 지속적으로 280mM NaHCO3를
포함하는 음료를 식수 대신 섭취시켜 가벼운 대사성 알칼리 혈증을
유발 시켰다.만일 세포내 알칼리화가 생쥐의 ΔF508-CFTR을 세포막
으로 발현시킬 수 있다면 ΔF508동형 접합체 생쥐의 생존율을 높일
수 있을 것이다.본 실험에서는 수돗물을 먹인 군,2% sucrose를 포함
하는 물을 먹인 군,2% sucrose와 0.9% NaCl을 포함하는 물을 먹인 군
그리고 2% sucrose와 280mM NaHCO3를 포함하는 물을 먹인 군으로
나누어 생후 4개월간의 생존율을 관찰하였다.그리고 생후 4개월까지
생존한 생쥐의 소장(십이지장 부위)을 적출하여 forskolin과 IBMX에
의해 활성화되고 DPC에 의해 억제되는 CFTR 의존적인 shortcircuit
current(Isc)를 측정하였다.그림 12a에서 보듯이 2% sucrose와
280mM NaHCO3를 포함하는 물을 먹인 ΔF508동형 접합체 생쥐의
생존율이 다른 군에 비해 크게 증가하였다.그리고 생쥐의 소장에서
CFTR의존적인 Isc를 측정한 결과,2% sucrose와 280mM NaHCO3를
포함하는 물을 먹인 군에서만 WT-CFTR을 발현하는 생쥐의 소장에서
측정한 CFTR 의존적 Isc의 약 21% 정도가 기록되었다.이는 ΔF508-
CFTR이 소장의 내강막에 발현하여 CFTR의 기능을 수행하고 있음을
의미하고 있다.



그그그림림림 111222...대대대사사사성성성 알알알칼칼칼리리리 혈혈혈증증증 유유유도도도 따따따른른른 ΔΔΔΔFFF555000888동동동형형형 접접접합합합체체체 생생생쥐쥐쥐의의의 생생생존존존율율율 및및및
소소소장장장에에에서서서의의의 CCCFFFTTTRRR의의의존존존적적적인인인 CCClll---전전전류류류 측측측정정정
a.ΔF508동형 접합체 생쥐에 수돗물을 먹인 군,2% sucrose를 포함하는 물을 먹인

군,2% sucrose와 0.9% NaCl을 포함하는 물을 먹인 군 그리고 2% sucrose와 280
mM NaHCO3를 포함하는 물을 먹인 군으로 나누어 생후 4개월간의 생존율을 관찰
하였다.b.각 군의 ΔF508동형 접합체 생쥐의 소장을 적출한 후 forskolin과 IBMX에
의해 활성화되고 DPC에 의해 억제되는 CFTR의존적인 shortcircuitcurrent(Isc)를
측정하였다.**p<0.01.

111222...ΔΔΔΔFFF555000888동동동형형형 접접접합합합체체체 생생생쥐쥐쥐의의의 대대대장장장에에에서서서 CCCFFFTTTRRR단단단백백백질질질의의의 발발발현현현
WT-CFTR을 발현하는 생쥐의 대장과 ΔF508동형 접합체 생쥐에

수돗물을 먹인 군 그리고 2% sucrose와 280mM NaHCO3를 포함하는
물을 먹인 군에서 각각 대장을 적출한 후 생쥐의 대장 조직을 OCT
compound를 이용해서 액체 질소로 얼려 -70℃에 보관한 후 micro
tome을 이용해서 조직을 4㎛ 두께로 잘라서 slideglass에 붙인 뒤
CFTR특이적인 일차항체 (24-1)를 이용하여 면역형광염색을 수행하였다.
그 결과 그림 13에서 화살표 표시한 부위에서 볼 수 있듯이 WT-CFTR을
발현하는 생쥐에서는 많은 양의 CFTR이 발현한 것을 알 수 있었으며,
수돗물을 먹인 ΔF508동형 접합체 생쥐에서는 발현하지 않는 CFTR이
NaHCO3를 준 생쥐의 대장에서는 많은 양이 세포막에 발현하는 것을
확인하였다.
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그그그림림림 111333...생생생쥐쥐쥐의의의 대대대장장장에에에서서서 CCCFFFTTTRRR단단단백백백질질질의의의 발발발현현현 변변변화화화
WT-CFTR을 발현하는 생쥐의 대장과 ΔF508동형 접합체 생쥐에 수돗물을 먹인

군 그리고 2% sucrose와 280mM NaHCO3를 포함하는 물을 먹인 군에서 각각 대장을
적출한 후 생쥐의 대장 조직을 OCT compound를 이용해서 액체 질소로 얼려 -70℃
에 보관한 후 조직을 4㎛ 두께로 잘라서 slideglass에 붙인 뒤 CFTR특이적인 일차
항체 (24-1)를 이용하여 면역형광염색을 수행하였다.



Ⅳ.고찰

ΔF508-CFTR은 비정상 구조를 이루기 때문에 ER quality control
system에 의해서 모두 분해된다.이런 ΔF508-CFTR은 Cl-통로 기능을
가지고 있지만,25세포막에 발현할 수 없기 때문에 낭포성 섬유증을
유발시킨다.본 연구에서는 세포질 및 골지체의 pH를 알칼리화 시킬
경우 ΔF508-CFTR의 세포막 발현이 증가하는 것과 ΔF508-CFTR의
기능이 회복되는 것을 제시하였다. ΔF508-CFTR을 발현하는
CFPAC-1 세포와 CHO 세포를 알칼리성 배양액에서 배양하거나
bafilomycin A를 처리했을 경우 CFTR 의존적인 음이온 수송기능이
크게 증가하였다.그리고 ΔF508-CFTR을 발현하는 CHO 세포를 2%
CO2 incubator에서 배양하거나 bafilomycin A를 처리해서 골지체의
pH를 알칼리화 했을 경우 세포막에 발현하고 있는 matureglycosylation된
형태의 CFTR인 bandCCFTR이 관찰되었다.이런 일련의 실험을 종합하여
볼 때 2% CO2incubator에서 배양하거나 bafilomycinA를 처리했을 때
나타난 ΔF508-CFTR의 세포막 발현 증가는 골지체 내강의 pH 증가가
가장 중요한 요인일 것이라는 것을 짐작할 수 있게 한다.또한 본
연구에서 무엇보다 중요한 결과는 지속적으로 NaHCO3를 섭취시킨
ΔF508동형 접합체 생쥐의 경우 생존율이 증가하고 소장에서 CFTR
의존적 Isc가 나타난 것이다.
ER에서 새로 합성된 단백질 중 많은 수가 정확한 구조를 이루지

못하기 때문에 비정상 단백질의 발현을 억제하는 ERqualitycontrol은
세포 기능의 정상화에 매우 중요한 역할을 하고 있다.만일 유전자
변이에 의해 중요한 기능을 하는 단백질이 정상 구조를 이루지 못할
경우 낭포성 섬유증 (CFTR)뿐만 아니라 Class2가족성 고콜레
스테롤혈증 (LDL receptor)이나 요붕증 (Aquaporin-2)등과 같이



단백질이 ER에서 벗어날 수 없기 때문에 질병을 유발하기도 한다.26,27

특히 CFTR의 경우 WT-CFTR도 ERAD에 의해서 45～80%가 분해될
정도로 발현 조절이 까다롭다.ΔF508-CFTR의 경우 대부분은 ER에서
ERAD에 의해 분해되지만 일부는 pre-Golgiintermediate와 cis-Golgi에서
발견되기도 한다. 하지만 Trans-Golgi Network (TGN)에서는
WT-CFTR과 달리 발견되지 않는다.9정확한 구조를 이루지 못한 단백질
들은 골지체까지 오더라도 molecularchaperone,KDEL수용체 등에 의해서
ER로 역수송 되며,골지체의 산성 pH는 COPIvesicle형성을 돕고,
KDEL과 KDEL수용체의 결합력을 강화시켜 ER로의 역수송 촉진한다.11,12

따라서 본 실험에서 세포질 또는 골지체의 pH를 높였을 때 비정상 구조
CFTR단백질의 ER로의 역수송이 억제되었을 것이다.
그림 6에서 알 수 있듯이 2% CO2 incubator에서 배양 하거나
bafilomycin A를 처리할 경우 골지체 내강의 pH는 알칼리성 배양액과
bafilomycinA에 의해서 모두 pH 6.2에서 pH 7.0근처로 상승하지만,
세포질의 pH는 오직 알칼리성 배양액에 의해서만 증가하고
bafilomycin A에 의해서는 pH 변화가 없었다. 이러한 현상은
bafilomycinA가 골지체에 존재하는 VacuolarH+-ATPase를 특이적으로
억제한다는 것을 의미하며, 2% CO2 incubator에서의 배양이나
bafilomycinA처리에 의해 공통적으로 골지체의 pH가 변한 것을 생각할
때 골지체의 pH 상승이 세포내 알칼리화에 의한 ΔF508-CFTR의 세포막
발현에 중요한 역할을 하고 있음을 알 수 있다.또한 bafilomycinA는
lysosome과 같이 내강이 산성을 띠는 세포내 소기관의 pH 역시 알칼리화
시킬 수 있다.특히 lysosome에 존재하는 여러 효소들은 산성에서 활성이
높은데 세포내 알칼리화에 의해 pH가 상승할 경우 분해효소 등의 활성이
떨어지게 된다.하지만 CFTR의 경우 lysosome이 아닌 프로테아좀에 의
해서 분해되기 때문에 크게 고려하지 않아도 될 것이다.

ΔF508동형 접합체 생쥐는 생후 2개월 안에 주로 장폐색에 의해서



50%가 사망하게 된다.본 실험에서 ΔF508동형 접합체 생쥐에 지속적
으로 280mM NaHCO3를 포함하는 음료를 식수 대신 섭취시켜 가벼운
대사성 알칼리 혈증을 유발 시킨 결과 생존율이 크게 증가하였다.또한
0.9% NaCl을 섭취시킨 군에서도 초반 생존율이 크게 증가하는 현상이
관찰되었다.앞서 말한바와 같이 ΔF508동형 접합체 생쥐는 주로 장폐색에
의해서 사망하게 되는데,NaHCO3나 NaCl을 섭취시킨 경우 많은 양의
물을 먹기 때문에 장폐색을 완화시키는 역할을 할 수 있으며,0.9%
NaCl을 섭취시킨 군에서 초반 생존율이 크게 증가한 것은 이런 이유일
가능성이 크다.1주일간 NaHCO3를 먹인 ΔF508동형 접합체 생쥐 동맥
혈액의 pH는 7.41±0.01에서 7.51±0.02(n=4)로 약간 증가하는데 이러한
혈액의 pH 증가는 ΔF508-CFTR의 발현에 일부 도움을 줄 수 있을 것
이다.낭포성 섬유증에 있어서 TGN의 과산성화는 undersialylation
결핍과 P.aurenosan의 결합 증가에 의한 폐질환 발생에 원인
이 된다는 보고가 있는데,28 NaHCO3를 섭취시켜 가벼운 대사성 알
칼리 혈증을 유발하면 TGN의 과산성화를 억제해 P.aurenosan의
결합에 의한 염증 발생을 줄일 수 있을 것이다.또한 CFTR은 상피
세포의 Cl-/HCO3- exchange를 통한 HCO3- 분비에 중요한 역할을
하고 있으며,낭포성 섬유증에서는 HCO3-분비 결핍이 발생해 증상을
악화시킨다.29-31따라서 본 실험에서처럼 많은 양의 NaHCO3를 섭취
시킨 경우 상피세포의 HCO3-분비를 보다 원활하게 해서 HCO3-분비
결핍에 의한 증상 완화에 도움이 될 수도 있을 것이다.
본 연구에서는 골지체 내강을 포함하는 세포내 알칼리화에 의한 ΔF508-

CFTR의 세포막 발현 증가와 CFTR의 기능 회복을 보여.ΔF508-CFTR의
세포막 발현을 증가시키는 새로운 방법을 소개할 수 있었다.지금까지
ΔF508-CFTR의 세포막 발현을 증가시키는 세 가지 방법이 알려져 있다.첫째
glycerol등의 chemicalchaperone을 세포에 처리해서 ΔF508-CFTR의
세포막 발현을 증가시키는 방법,13 둘째 30℃이하의 저온에서 세포를



배양하는 방법,14셋째 thapsigargin을 이용해 ERcalcium pump를 억제하여
ERchaperone의 기능을 막는 것이 그 것이다.15하지만 이들 방법은 세포
차원에서는 효과가 있으나 실제 환자의 치료에 적용하기에는 여러 가지 제약이
따르고 있다.위 실험결과에는 없지만 본 실험에서 ΔF508-CFTR을 발현
하는 CHO세포를 27℃의 알칼리성 배양액에 배양했을 때 중성에서 배양한
세포에서 보다 ΔF508-CFTR의 세포막 발현 (bandC)이 증가하는 것을
확인하였다.ΔF508-CFTR의 세포막 발현을 증가시키는 각각의 방법은
사람에 적용하기에는 여러 제약이 따르지만 적절한 조합과 보다 좋은
방법적 개선을 통한 조건을 찾는다면 앞으로 좋은 결과가 있을 것으로
예상된다.



Ⅴ.결론
본 연구에서는 세포내 알칼리화가 ΔF508-CFTR의 세포막 발현에

어떠한 영향을 미치는지에 대한 연구를 통하여 다음과 같은 결론을
얻었다.

1.세포질 및 골지체의 알칼리화는 CHO 세포 및 CFPAC-1세포에서
ΔF508-CFTR의 세포막 발현을 증가시키고 CFTR의 Cl- channel
기능을 회복시킨다.

2.세포질 및 골지체의 알칼리화는 CFTR 단백질의 발현에 영향을 주는
molecularchaperon의 발현량,단백질의 ubiquitination정도 그리고
프로테아좀의 활성에는 영향을 미치지 않는다.

3.세포질 및 골지체의 알칼리화는 CFTR유전자의 발현을 약간 감소시키는
경향이 있었을 뿐 증가시키지 않는다.

4.ΔF508동형 접합체 생쥐에 NaHCO3를 섭취시켜 가벼운 대사성
알칼리 혈증을 유도한 경우 생후 4개월간의 생존율이 크게 증가
한다.

5.ΔF508동형 접합체 생쥐에 NaHCO3를 섭취시켜 가벼운 대사성
알칼리 혈증을 유도하면,소장의 CFTR 의존적인 Isc가 WildType
생쥐의 약 21% 정도로 그 기능을 회복한다.

이상의 결과를 종합하여 볼 때 세포질 및 골지체의 알칼리화는 결과적
으로 ΔF508-CFTR이 ER qualitycontrolsystem을 벗어날 수 있게
해주어 ΔF508-CFTR의 세포막 발현을 돕는 역할을 함을 알 수 있으며,
invivomodel에서도 이러한 현상이 일어남을 확인할 수 있다.또한
이러한 결과를 바탕으로 VacuolarH+-ATPase특이적인 억제제를
사용한 골지체의 알칼리화를 통해서 ΔF508-CFTR이 ER quality
controlsystem을 벗어날 수 있게 해준다면 ΔF508-CFTR로 인한
낭포성 섬유증 치료에 새로운 방법이 될 수 있을 것이다.
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AAAbbbssstttrrraaacccttt

IntracellularAlkalizationIncreasestheMembraneExpressionof
MisfoldedCFTR

WanNAMKUNG
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(DirectedbyProfessorMinGooLEE)

Themostcommon form ofthedisease-causing cysticfibrosis
transmembraneconductanceregulator(CFTR)mutation,ΔF508,leads
to a misfolded protein which undergoes endoplasmic reticulum
(ER)-associated degradation (ERAD).Retrievalofmisfolded protein
from cis-Golgiorpre-Golgiintermediatecompartmentsisacritical
factorinERretentionandERAD ofΔF508CFTRprotein.Therefore,
theinhibitionofretrogradeGolgi-to-ER trafficbythealkalinization
ofGolgilumenmaypermitfunctionalΔF508proteintoreachthecell
surface.We examined the effects ofalkaline treatments on the
misfolded CFTR-induced defectsin cellsand in micewith ΔF508
CFTR.InCFPAC-1cellswhichendogenouslyexpress ΔF508CFTR
andCHO cellsinwhich ΔF508CFTR isheterologously expressed,
intracellular alkalinization by reducing CO2 concentrations in the
CO2-incubationchamberortheintra-Golgialkalizationbybafilomycin



A1treatmentsincreasedthemembraneexpressionof ΔF508CFTR
andCFTR-dependentaniontransport.Ofnote,chronicadministration
ofthe weak base NaHCO3 increased the long term survivalof
homozygous ΔF508CFTR miceandinducedCFTR-dependentshort
circuitcurrentsintheintestinalepithelium.Theaboveresultsimply
thattheescapeofERAD by alkalinization ofGolgiorpre-Golgi
intermediatecompartmentscanbeapotentialtherapeutictargetfor
misfoldedCFTR-associateddiseases.

KeyWords:CFTR,NaHCO3,Golgi,ER,Alkalinization
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