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세포 내 Ca2+ 농도 조절에 중요한 역할을 담당하게 되므로 근육의 수축 및 이완의 

기전을 연구하는데 중요한 지표가 되며, 나아가 이들의 변화는 여러 가지 근육 질

환을 유발하는 원인이 될 수 있을 것이다. 또한 calsequestrin 은 근소포체의 내강 

(lumen)에 존재하는 단백질로서 Ca2+과 결합능력이 커서 Ca2+ 저장에 중요한 역할을 

하므로 세포질 내 Ca2+ 농도를 결정하는 인자가 될 수 있을 것이다. 

   이에 본 연구에서는 원발성 하사근 기능항진의 원인을 연구하기 위하여 근세포

에서 근육의 수축을 결정하는 Ca2+의 조절 기전인 Ca2+의 방출, 저장, 재흡수를 근소

포체를 중심으로 정상 하사근 및 속발성 하사근 기능항진과 비교하였다. 
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II. 재료 및 방법 

 

1. 재료 

     1999 년 4 월부터 1999 년 12 월까지 신촌세브란스병원 안과에서 원발성 혹은 

속발성 하사근 기능항진으로 진단 받은 환자 및 안구 위축으로 안구 제거술을 받은 

환자를 대상으로 하였다. 환자들 중 병력상 안과적 질환으로 치료 받거나 수술 받

은 과거력이 있는 경우는 대상에서 제외하였다. 이중 원발성 하사근 기능항진 환자

가 3 명 (4 안) 이었고 속발성 하사근 기능항진 환자가 9 명 (10 안) 이었으며 대조군

으로 안구 위축 이었던 환자가 4 명 (4 안) 이었다. 하사근 기능항진의 정도는 1+ ~ 

4+ 로 분류하였고 기능적으로 또한 미용상으로 수술이 필요했던 3+ 이상의 환자들

을 대상으로 하였다. 유병기간은 본인이 복시나 머리 기울임과 같은 증상을 느끼거

나 유아들의 경우 부모가 증상을 발견하였을 때로부터 수술 받았을 때까지의 기간

으로 하였다. 환자의 연령은 3 세에서 71 세 였으며 남자가 10 명 여자가 6 명 이었

다. 모든 환자는 전신 마취하에서 하사근 절제술을 시행 받았다. 모두 16 명의 환자

에서 하사근 절제술을 시행하였으나 이중 12 명의 근육에서만 조직을 균질화 

(homogenation) 할 수 있어 이들을 대상으로 하였다 (표 1). 하사근 절제술로 얻어진 

근육은 즉시 액체 질소에 얼려 보관 하였으며, 이후 저온실 (-4°C)에서 근육 조직을 

균질화 하였다.         

 

표 1. 하사근 기능항진 환자들의 임상적 특징에 따른 유형 분류   

 

 

번호 나이

(세) 

성별 하사근 기능항진 정도 

(우/좌) 

유병기간 

 (개월) 

1 22 여 0 - 

2 21 여 0 - 

대조군 

3 6 여 0 - 

4 4 여 3+ / 3+ 21 

5 4 남 3+ / 4+ 36 

원발성 

하사근 

기능항진 6 3.5 남 3+ / 3+ 14 

7 6 남 0  / 3+ 15 속발성 

하사근 8 2.5 남 3+ / 0 22 
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9 4 남 3+ / 0 24 

10 5 여 0  / 4+ 62 

11 3.5 남 3+ / 0 33 

기능항진 

12 3 남 0  / 3+ 13 

 

 

2. 방법 

가. Whole homogenate 준비 

     하사근 기능항진 환자에서 수술시 얻은 하사근을 0.9% 생리식염수 용액에서  

혈액과 결체 조직을 제거한 후 여과지로 수분을 제거하고 무게를 측정하였다. 

Homogenate buffer (20 mM MOPS, 1 M KCl, 1 µM leupeptin, 1 µM pepstatin, 1 µM aprotinine, 

0.1 mM PMSF, 10 µM/ml tripsin inhibitor, 0.3 mM sucrose)에 50mg tissue/ml 정도의 하사

근조직을 넣고 30 초간 3 회 polytron PT probe (Brinkmann Instruments  Co, Westburg, 

NY, U.S.A.)으로 균질화하였다. 균질화된 조직액을 eppendorff tube에 나누어 담아 액

체 질소에 동결시킨 후 -70°C 에 보관하였다. 단백질 농도의 측정은 Bradford 방법 39

에 의해 시행 하였다.  

 

나. 원발성 및 속발성 하사근 기능항진에서 ryanodine 수용체의 특성 

     Ryanodine 결합력을 측정하기 위한 완충용액 [1 M KCl, 20 mM MOPS (pH7.4), 20 

nM [3H]ryanodine (54.7 Ci/mmol, New England Nuclear Co, MA, U.S.A.), 1 mM EGTA]에 

whole homogenate 2.5 mg 을 넣고 37oC 에서 2 시간 동안 반응시켰다 (전체 결합값; 

total binding value). 환자들의 반응값 중 ryanodine 수용체 외에 결합하여 radioactivity

를 나타내는 것 (non-specific binding)을 배제하기 위한 조건으로 각각 100 배의 non-

labeled ryanodine 을 첨가한 완충용액에 역시 환자들의 whole homogenate 를 같은 양

으로 넣어 근소포체의 ryanodine 수용체를 봉쇄한 후 전체 반응값을 얻을 때와 같은 

조건으로 반응 시켰다 (비특이적 결합값; non-specific binding value). 이후 두 실험조건

을 모두 다음과 같이 반응 시켰다. 100µl PEG solution [30% PEG, 1mM EDTA Tris (pH 

7.4)]을 첨가하고 5분간 실온에 두었다. 이후 15분간 14000 rpm 으로하여 eppendorff 

원심 분리기로 침전시켜 근소포체를 가라 앉힌 후 상등액을 0.4 ml ryanodine binding  

완충액으로 씻어내었다. 이후 100µl Soluen 350을 첨가하여 근소포체의 지질막을 녹

여내고 70oC 에 15분간 놓아둔 뒤 scintillation vial 에 옮겨 4ml picofluor를 첨가하고 
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radioactivity를  측정하였다. 

 

다. 근소포체의 oxalate-supported Ca2+ 재흡수  

     근소포체에 Ca2+을 loading 시키기 위하여 whole homogenate 300 µg 에 반응 혼

합액 [100 mM KCl, 20 mM MOPS (pH6.8), 10 mM NaN3]을 넣고 37°C 에서 4분간 반응

시킨 후 MgATP 5 mM, potassium oxalate 10 mM, 45CaCl2 0.2 mM (104 cpm/nmol; 

Amersham, Arlington height, IL, U.S.A.)을 첨가하여 각각 2, 4, 7 분에 Minipore filter 

(0.45 µm pore size)를 통과시켰다. 여과물을 scintillation vial에 옮겨 4ml picofluor를 첨

가하여 15분간 놓아둔 뒤 radioactivity를  측정하였다. 

 

라. Calsequestrin의 western blot  

     Bio-Rad assay 를 이용하여 Bradford 방법으로 단백질을 정량한 후 50 µg 의 단

백질을 sample buffer와 혼합하여 95oC에서 5분간 끓였다. 8% polyacrylamide gel에서 

전기영동 하여 각각의 단백질을 분리하고 완충액을 이용하여 nitrocellulose 흡착지에 

이전하였다. 5% bovine serum albumin 과 0.1% Tween 20 이 phosphate buffered saline  

(PBS)에 섞인 blocking solution 에 담가 1 시간 동안 실온에서 반응시켰다. 이후 

calsequestrin에 대한 1차 항체 (mouse monoclonal anti-human antibody; 광주과학기술원 

생명과학과 제공)를 실온에서 3시간 반응 시켰다. 0.1% Tween20이 들어있는 PBS 용

액으로 3 차례 세척 하였으며 이차 항체 (Alkaline phosphatase conjugated goat anti 

mouse IgG; Santa Cruz, CA, U.S.A.)를 이용하여 실온에서 1시간 30분간 반응시켰다. 

Signal 은 enhanced chemiluminescence 시약 (Amersham Life Science, Little Chalfont, 

England, U.K.)을 이용하여 가시화 하였다.      

 

마. Sarco-endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 1 (SERCA1)의 western blot  

     Bio-Rad assay를 이용하여 Bradford 방법으로 단백질을 정량한 후 50µg의 단백

질을 sample buffer와 혼합하여 95oC에서 5분간 끓였다. 5% polyacrylamide gel에서 

전기영동 하여 각각의 단백질을 분리하고 완충액을 이용하여 nitrocellulose 흡착지에 

이전하였다. 5% bovine serum albumin과 0.1% Tween 20이 phosphate buffered saline 

(PBS)에 섞인 blocking solution에 담가 1시간 동안 실온에서 반응시켰다. 이후 

SERCA1에 대한 1차 항체 (mouse monoclonal anti human antibody; Transduction 

Laboratories, Lexington, KY, U.S.A.)를 실온에서 3시간 반응시켰다. 0.1% Tween20 이 
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들어있는 PBS 용액으로 3차례 세척하였으며 이차 항체 (Alkaline phosphatase 

conjugated goat anti mouse IgG; Santa Cruz, CA, U.S.A.)를 이용하여 실온에서 1시간 30

분간 반응시켰다. Signal은 enhanced chemiluminescence 시약 (Amersham Life science, 

Little, Chalfont, England, U.K.)을 이용하여 가시화 하였다.      

 

3. 통계학적 분석 

     모든 측정값은 평균 ± 표준 오차로 표시하였으며, 세 군간의 비교는 Kruscal-

Wallis test를 시행하였고, 두 군끼리의 비교는 Wilcoxon rank sum test로 하여 P 값이 

0.05 미만인 경우에 통계학적으로 유의한 것으로 판정하였다. 
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III. 결과 

 

1. Ryanodine 결합력 측정 

     하사근 조직의 whole homogenate에서 ryanodine 수용체의 결합력을 측정하였다. 

[3H]로 표시된 ryanodine 일정량 (166nM)이 whole homogenate 의 모든 ryanodine 

receptor 와 결합할 수 있는 조건을 만들어 주었고 이때 나타난 radioactivity 를 전체 

결합값 (total binding value)으로 나타내었다. 위의 조건에 근소포체의 ryanodine 수용

체 이외의 곳에 결합한 것을 배제하기 위해 표시되지 않은 과량의 ryanodine 25µM

으로 근소포체의 ryanodine 수용체를 봉쇄한 후 그 밖의 곳에 결합한 [3H]ryanodine 

의 radioactivity를 비특이적 결합값 (non-specific binding value)으로 나타내었다. 즉 실

제 근소포체의 ryanodine 수용체에 결합한 값은 위의 두 값의 차로 결정할 수 있으

며 이를 ryanodine 특이적 결합값 (specific binding value)으로 나타내었다 (표 2). 얻어

진 radioactivity 값인 cpm 값을 표준곡선 (standard curve)을 이용하여 얻은 상수 

(y=ax+b; y 축은 cpm 값, x 축은 ryanodine 농도값)를 이용하여 ryanodine 농도 (단

위;fmole)로 환산 하였으며 이를 mg 단백질 당 결합한 [3H]ryanodine 의 농도로 보정

하였다. 각 group 의 평균값과 표준 오차를 구하였다 (표 3). 대조군에서 단위 단백질 

당 결합한 ryanodine 수용체가 가장 높게 나타났으며 속발성 하사근 기능항진이 원

발성 하사근 기능 항진에 비해 높은 결과를 나타내었다. 원발성 하사근 기능항진에

서 ryanodine 수용체와 ryanodine 과의 특이적 결합은 대조군에 비해 유의하게 낮은 

것으로 보아 원발성 하사근 기능항진에서 ryanodine 수용체의 활성도가 대조군에 비

해 낮음을 알 수 있었다.  

         

 

표 2. 하사근 근소포체에서 ryanodine과 결합한 수용체의 방사능 (radioactivity)치* 

실험군 실험안 수 Total 
binding 

Nonspecific 
binding 

Specific binding 

대조군 3 1693±223 814±71 879±161 
원발성 하사근 기능항진 6 1428±284 838±107 590±188§ 
속발성 하사근 기능항진 6 1616±157 956±195 660±224 
*단위는 cpm 이며 값은 평균 ± 표준오차 임. 
§대조군에 비해 통계학적 의의 있는 차이가 있음(p<0.05). 
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표 3. 하사근 근소포체의 ryanodine 수용체의 농도 

실험군 실험안의 수 [3H] Ryanodine binding*  

대조군 3 51.11 ± 13.34 

원발성 하사근 기능항진 6 27.29 ± 15.58† 

속발성 하사근 기능항진 6 43.65 ± 18.48 

*단위는 fmole/mg protein 이고 그 값은 평균 ± 표준 오차임. 
† 대조군에 비해 통계학적으로 의의 있는 차이가 있음 (p<0.05). 
 
  

 

그림 1. 하사근 기능항진 유형에 따른 근육 내 ryanodine 수용체 결합력 변화. Group1, 2, 3 은 

각각 대조군, 원발성 하사근 기능항진군, 속발성 하사근 기능항진군을 나타내며, 대조군에 

비하여 원발성 하사근 기능항진군에서 의의 있게 수용체 결합이 감소되어 있음을 보여줌 

(p<0.05). 속발성 하사근 기능항진은 대조군보다 낮은 결합력을 보였으나 통계학적으로 의의 

있는 차이는 없었음 (p>0.05).   

  

2. Ca2+의 근소포체 내로 재흡수 

     근소포체 내로 Ca2+이 재흡수 되는 것을 보기 위해 준비한 환자들 각각의 

whole homogenate 에 반응액과 함께 MgATP 와  45CaCl2 를 넣어 반응 시켰다. 각각 2

분, 4 분, 7 분 되는 시점에서 여과시켰고 이를 통해 근소포체는 여과되지 못하고 걸

러지게 되며 여과된 용액에는 근소포체로 흡수 되지 못한 45Ca2+이 존재 하게 된다. 

이것의 방사능을 측정한 후 여과되기 전의 방사능 값인 전체 방사능 값과의 차이를 

구하였다. 이들 cpm 값은 standard curve 에서 구하여진 상수를 통하여 45Ca2+의 농도
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로 환산하였고 각각의 환자들에 있어 각각 여과 시점인 2 분, 4 분, 7 분에 따른 

45Ca2+ 흡수량과 (표 4), 흡수 속도를 계산하였다 (표 5). 대조군의 흡수 속도가 가장 

빨랐고 다음이 속발성 하사근 기능항진군이었으며, 원발성 하사근 기능항진군의 흡

수 속도가 가장 느림을 알 수 있었다. 세 군간에 통계학적으로 차이를 알아보기 위

해 Kruscal-Wallis 검사를 하여 알아본 결과 세 군간에 의미 있는 차이가 있었다 

(p<0.05). 즉 정상 대조군에서 가장 빠르게 근소포체로의 Ca2+ 흡수가 일어나며, 원

발성 하사근 기능항진에서는 가장 느리게 Ca2+ 흡수가 일어남을 알 수 있었는데 이

로써 원발성 하사근 기능항진의 근세포 내에는 정상보다 높은 농도의 Ca2+이 존재

할 가능성이 있음을 알 수 있으며 따라서 이로 인해 과도한 수축을 야기할 수 있을 

것으로 생각된다. 속발성 하사근 기능항진의 경우 발병 이전에는 정상이었던 하사

근이 길항근의 마비로 인해 이차적으로 기능항진을 일으킨 것으로 근육의 적응 과

정에 의해 원발성 하사근 기능항진과 정상의 중간 상태를 나타낸 것으로 생각된다.     

 

표 4. 하사근 근소포체의 Ca2+ 흡수량 

Oxalate-supported 45Ca2+ 흡수* 실험군 실험안수 

2분 4분 7분 

대조군 3 80.8±17.8 208.0±32.5 313.7±30.9 

원발성 하사근 기능항진 6 33.8±13.2 74.4±7.4  123.5±21.5
§ 

속발성 하사근 기능항진 6 68.9±24.4 136.9±37.0 175±21.7§ 

* 단위는 nmol/mg protein 이며 그 값은 평균 ± 표준오차로 나타냄. 
§대조군에 대해 각각 통계학적으로 의의 있는 차이가 있음 (p<0.05) . 

 

 

표 5. 하사근 근소포체의 Ca2+ 흡수율 

실험군 실험안의 수 45Ca2+ 흡수속도*  

대조군 3 46.23 ± 5.07 

원발성 하사근 기능항진 6 17.83 ± 2.87† 

속발성 하사근 기능항진 6 27.72 ± 4.85§ 

* 단위는 nmole/mg protein/min 이며 그 값은 평균 ± 표준 오차임. 
† § 대조군에 비해 각각 통계학적으로 의의 있는 차이가 있으며, 원발성 하사근 기능항진군과 속발성 
하사근 기능항진군 사이에도 통계학적으로 의의 있는 차이가 있음 ( p< 0.05).  
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그림 2. Oxalate-supported Ca2+ 재흡수율 변화. 막대 그래프에서 Group1, 2, 3 은 각각 대조군, 원

발성 하사근 기능항진군, 속발성 하사근 기능항진군을 나타내며, 속도 기울기에서 λ점은 대

조군, τ점은 원발성 하사근 기능항진, ν점은 속발성 하사근 기능항진의 Ca2+ 흡수량을 나타냄. 

세 군간에 각각 통계학적으로 의의 있는 차이를 보이며 (p<0.05), 빠르기는 대조군 > 속발성 

하사근 기능항진군 > 원발성 하사근 기능항진군의 순임.   

 

 

3. Calsequestrin의 western blot. 

     근소포체 내의 Ca2+ 저장소인 calsequestrin 의 양을 비교하여 근소포체 내의 

Ca2+ 저장 능력이 대조군과 실험군 간에 차이가 있는지를 알아보고자 하였다. 

Calsequestrin 은 약 65KD 의 분자량을 가지는 단백질로서 western blot 결과 세 군 모

두에서 같은 양으로 표현 되었다 (그림 3).  

 

그림 3. 기능이 항진된 하사근에서 calsequestrin 발현. C, P, S 는 각각 대조군, 원발성 하사근 
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기능항진군, 속발성 하사근 기능항진군을 나타내며 세 군간에 calsequestrin 의 양적 차이는 

없는 것으로 표현됨.   

4. SERCA1의 western blot 

     Ca2+의 재흡수가 저하된 원인이 근소포체에 존재하는 Ca2+ pump (sarco-

endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase; SERCA)의 부족으로 인한 것인지를 알아보기 위하

여 속근에 관한 동종 효소인 SERCA1의 단백질을 western blot으로 정량하여 보았다. 

약 120KD 의 분자량을 가지는 단백질로 세 군 모두에서 같은 양으로 표현되었다 

(그림 4).         

 

 

그림 4. 기능이 항진된 하사근에서 SERCA1 발현. C, P, S는 각각 대조군, 원발성 하사근 기능

항진군, 속발성 하사근 기능항진군을 나타내며 세 군간에 SERCA 단백질 표현정도에 유의한 

차이가 없음. 
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IV. 고 찰   

   하사근 기능항진 중 원발성 하사근 기능항진의 원인에 대해 이제까지 밝혀진 것

은 해부학적 변이나 속발성 하사근 기능항진과 같은 전자 현미경적 소견에 의해 양

안의 상사근 혹은 상직근의 마비에 의할 것이라는 가정이다. 그러나 서론에서 기술

한 바와 같이 하사근 기능항진은 마비성 사시의 특징을 갖지 않으며 근육 자체의 

수축력에 이상이 있을 것으로 생각된다. 근육의 수축 기전에 중심적 역할을 하는 

것은 Ca2+이고 이를 조절하는 기능은 근소포체가 담당한다.   

    근소포체는 근세포 내 특화된 막 구조로 Ca2+의 격리 (sequestration) 및 방출에 

관여한다. 방출된 Ca2+을 근소포체로 격리 시키는 데는 Ca2+ pump 인 Ca2+-ATPase 가 

작용하며 Ca2+의 방출은 신경근 접합에서 시작된 활동전위가 근소포체로 전달되면

서 근소포체의 ryanodine 수용체가 열리면서 이루어진다.14-20, 40  

    Ryanodine 수용체는 식물성 alkaloid ryanodine과 특이적으로 결합하는 데서 명명

된 구조로 포유류에서 3 종류의 isoform 이 발견되었으며 RyR1 이 주로 골격근에 표

현되는 것으로 보고되었다. 약 560KD 의 무게를 가지며 클로버 잎 모양의 구조에 

중심부에 1~2nm 직경의 구멍을 가지고 있고 세포질쪽에 위치한 구조가 근소포체 막

을 중심으로 약 4° 정도 회전하며 channel 이 열리고 이리로  Ca2+이 이동한다고 알

려져 있다.27-28, 41 Ryanodine을 통한 흥분-수축 기전에는 두 가지 기전이 존재 한다고 

보고되었으며 첫째가 direct coupling model로 근세포막이 탈분극 되면 dihydropyridine 

receptor (DHPR)가 구조적 변화를 일으키고 이것이 ryanodine 수용체에 전해져서 근

소포체로부터 Ca2+의 방출이 일어나는 것이며 골격근에서 주로 나타난다.  이 경우 

DHPR 은 Ca2+의 이동 통로라기보다는 흥분전위를 감지하는 작용을 하게 되며 

ryanodine 수용체와 밀접한 접촉을 하여 ryanodine 수용체의 형태학적 변화를 유도하

고 이로써 channel 이 열리게 되는 기전으로 보고 되고 있다. 두번째가 Ca2+에 의한 

Ca2+ 방출 (Ca2+ induced Ca2+ release;CICR) 기전으로 주로 심장근육에서 일어난다.37,42 

Ryanodine 수용체의 기능이나 밀도가 변하는 것은 어떤 질병 상태를 의미하며 이에 

대한 연구들이 이루어져 왔다. 대표적인 연구 방법이 방사성 동위 원소인 [3H]을 

ryanodine 에 부착하여 수용체와의 결합을 보는 방법이다. 즉 [3H]ryanodine 과 결합한 

수용체는 열리고 Ca2+이 방출된다는 가정하에 시행하는 방법으로 이때 최대한 결합 
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가능한 농도 Bmax 값과 해리 상수 KD 값을 구하여 수용체의 밀도 및 기능적 상태를 

각각 평가할 수 있다. Bmax 값과 KD 값은 동위원소가 부착된 ryanodine 의 농도를 달

리하여 단위 단백질 당 결합하는 ryanodine 수용체의 값을 구하는 방법이다. 그러나 

본 연구에서는 외안근인 하사근이 그 특성상 전체 근육의 길이 (약 40mm, 폭이 약

10mm 의 크기) 중 치료 목적인 근절제술로  얻을 수 있었던 양은 약 8~10mm 길이

로 환자 개개인의 검체의 양 자체가 약 20g 내외로 많이 얻을 수가 없어 Bmax 값과 

KD 값은 구하기가 어려웠으며 일정한 농도의 [3H]ryanodine 을 첨가했을 때 결합 가

능한 ryanodine 수용체의 값을 얻어 기능적 상태인 수용체 친화력 정도를 평가할 수 

있었다. 그 결과 원발성 하사근 기능항진에서는 수축력이 정상보다 크기 때문에 근

세포 내 Ca2+의 농도가 높고 이는 근소포체로부터의 Ca2+ 방출이 많기 때문일 것이

라는 가정과 달리 오히려 Ca2+의 방출에 관여하는 ryanodine 수용체의 친화력이 원

발성 하사근 기능항진에서 대조군보다 통계적으로 유의하게 적게 관찰되었다. 이는 

Ca2+의 방출이 대조군에 비해 상대적으로 적게 될 수 있음을 시사하는 소견으로서, 

Ca2+-ATPase 활성도의 저하로 근소포체 내의 Ca2+의 저장이 적어져 이로 인해 방출 

가능한 Ca2+이 적어지고 따라서 ryanodine 수용체의 양이나 기능이 저하될 수 있다

고 생각된다. 다른 연구자들의 보고에 의하면 심장의 허혈이나 심부전, 심근 비대 

등에서 Ca2+-ATPase 의 활성도가 저하되고 이에 따라 세포 내 Ca2+의 농도가 증가 

하며 이때 ryanodine 수용체의 밀도가 저하되고, 몇몇의 경우 mRNA 의 표현도 감소

하는 down regulation 이 생긴다고 하며 본 연구의 결과는 이들의 소견과도 상응 한

다고 볼 수 있다.43-44     

     Oxalate 를 이용한 Ca2+의 재흡수 측정은 근소포체로 Ca2+의 격리 정도를 측정

하는 방법이며 간접적으로 ryanodine 수용체의 기능을 평가하는 방법이기도 하다. 

즉 고농도의 ryanodine 을 첨가하여 ryanodine 수용체를 봉쇄하고 Ca2+의 수동적 방출

을 막은 상태의 Ca2+ 흡수와 ryanodine 수용체를 봉쇄하지 않은 상태의 Ca2+ 흡수를 

측정하여 그 차이를 봄으로써 ryanodine 수용체의 기능을 보기도 하는데 본 연구에

서는 ryanodine 수용체를 봉쇄한 상태에서의 순수한 Ca2+ 흡수 정도를 측정하고 속

도를 계산하여 비교하였다. 속도는 세 군간에 유의한 차이를 나타내었으며 원발성 

하사근 기능항진에서 가장 느리고 속발성 하사근 기능항진이 중간 속도를 나타내었

으며 대조군에서 가장 빠른 속도를 나타내었다. 이는 원발성 하사근 기능항진에서 

근세포 내 Ca2+ 농도가 높을 것이라는 가정에 부합하는 결과로 Ca2+이 빠르게 근소
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포체 내로 격리 (sequestration)되지 못하고 세포질 내에 잔류함을 나타낸다. 역시 같

은 임상 양상을 나타내는 속발성 하사근 기능항진도 대조군에 비해 느린 Ca2+ 흡수 

속도를 나타내었으며 이는 정상이었던 하사근이 길항근의 마비로 인해 상대적 기능

항진을 갖게 됨에 따른 과도기적 현상으로 생각된다.  

     Ca2+의 흡수 속도가 저하된 원인을 알아보기 위하여 가장 중요한 요인인 Ca2+ 

pump 양을 측정하여 보았다. Ca2+ pump는 에너지인 ATP를 이용하여 근소포체 내로 

Ca2+을 흡수하여 격리하는 역할을 하며, 근이영양증이나 Brody 씨 병에서 활성도가 

저하되는 것으로 보고 되고 있다.45,46 근육과 관련된 질병의 병인의 한 원인으로  

Ca2+ pump의 역할이 대두되고 있으며 안과적 영역에서의 Ca2+ pump에 관한 연구는 

수정체 상피세포에서 산화 혹은 열 처리 시 그 활성도에 변화가 있다는 보고 47 가 

있었을 뿐 안근육 질환에서의 역할은 보고된 바가 없다. 눈의 외안근은 발달 단계

상 신생아 눈의 Ca2+ pump 는 지근 (slow muscle)에 관여하는 동종 효소 (sarco-

endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase, slow isoform SERCA2)가 주를 이루지만 이후 점차 

속근 (fast muscle) 성분으로 대치 되는 것으로 보고되어있다.48 본 연구에서는 이에 

따라 sarco-endoplasmic reticulum Ca2+-ATPase의 fast twitch isoform 인 SERCA1에 대해 

western blot을 하여 정량 하였다. 세 군간에 양적인 차이는 관찰되지 않았으므로 하

사근 기능항진의 Ca2+ 재흡수 감소가 Ca2+ pump 의 양적인 감소에서 기인하는 것은 

아님을 알 수 있었다. 그러므로 이는 정상과 같은 양이라도 SERCA1 의 기능적 이

상이 관계되거나 혹은 SERCA 의 조절 단백질인 phospholamban 의 이상 등을 그 원

인으로 생각해 볼 수 있으며 그밖에 ATP phosphorylation 이 감소된 경우와 같은 조

건들을 생각해 볼 수 있으므로 추후 여기에 관한 연구가 필요할 것으로 사료된다.  

     Calsequestrin 은 근소포체강 내에서 Ca2+과 결합하고 있는 단백질로서 주 기능

은 Ca2+의 저장을 증가 시키는 것이며 주로 근소포체의 접합부 (junctional 

sarcoplasmic reticulum)에 고정되어 있고 ryanodine 수용체 근처에 위치하고 있으며 단

백질이 음전하를 띠고 있어 양전하를 띠는 triadin 및 ryanodine 수용체와의 상호작용

을 하며 그밖에 근소포체에 존재하는 junctin 이나 Ca2+-ATPase 와도 연관된다고 보

고되고 있다.49,50 본 연구에서는 이와 같이 다양한 기능을 가지는 calsequestrin 단백

질을 western blot 으로 정량 하였으나 대조군과 하사근 기능항진 간에 차이를 보이

지 않았다. 이는 근소포체에서의 Ca2+ 저장 능력이 양적으로는 대조군과 다르지 않

음을 시사한다. 그러나 calsequestrin 을 통한 근소포체의 Ca2+ 저장 능력이 기능적으
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로는 장애가 있을 가능성이 있으며 이에 관한 연구가 진행되어야 할 것이다. 

     본 연구는 현재까지 해부학적 조직학적 비교에 그쳤던 하사근 기능항진의 기

전을 분자 생리학적으로 접근하여 비교 관찰 하였다는 것에 의미가 큰 것으로 생각

된다. 첫 단계로서 Ca2+의 방출에 관여하는 ryanodine 수용체, Ca2+의 흡수 속도와 이

에 관계된 SERCA 및 Ca2+의 저장에 관하여 일차적으로 비교하였으며 특히 근소포

체로의 Ca2+ 재흡수 지연이 원발성 하사근 기능항진에서 나타나는 결과를 얻었다. 

따라서 근소포체로의 Ca2+ 이동 변화로 인한 근세포 내 Ca2+ 농도 변화가 원발성 하

사근 기능항진의 원인이 되는 요인들 중 중요한 위치를 차지할 것으로 생각된다.  

      이상과 같은 연구 결과들을 바탕으로 앞으로는 지연된 Ca2+의 재흡수가 세포 

내 Ca2+ 농도 상승과 관련이 있는지를 밝혀야 할 것으로 생각된다. 이를 위해 근세

포 내 Ca2+ 농도의 측정이나 근육의 수축력 측정 등이 필요할 것으로 생각되며, 

SERCA에 대한 mRNA, cDNA 분석 등이 이루어져 기능적 이상 여부를 밝혀 보아야 

할 것으로 생각된다. 또한 본 실험에서 ryanodine 수용체의 결합력을 측정한 결과 

원발성 하사근 기능항진에서 대조군과의 차이를 보였는데 결합력 저하의 원인 역시 

조절 단백질들의 분석 등을 통해 밝혀야 할 것으로 생각된다.  
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V. 결 론  

     원발성 및 속발성 하사근 기능항진 환자들의 근육에서 근세포 내 근소포체를 

통한 Ca2+의 이동과 근소포체 내의 Ca2+ 저장 단백질 및 근소포체로의 Ca2+ 재흡수

에 관계된 단백질을 정상 대조군과 비교하여 관찰한 결과 다음과 같은 결론을 얻었

다. 

 

1. 근소포체에서 Ca2+의 방출은 정상 대조군과 속발성 하사근 기능항진 사이에는 유

의한 차이가 없었으며, 원발성 하사근 기능항진은 정상 대조군에 비해 유의하게 

저하 되어 있었다.  

 

2. 근소포체로의 Ca2+ 흡수 속도는 정상 대조군, 원발성 하사근 기능항진, 속발성 하

사근 기능항진 세 군간에 유의한 차이가 관찰되었으며, 정상 대조군 > 속발성 하

사근 기능항진 > 원발성 하사근 기능항진의 순으로 원발성 하사근 기능항진에서 

가장 낮은 속도를 나타내었다. 

 

3. 근소포체내 Ca2+ 저장소인 calsequestrin의 양은 세 군간에 유의한 차이가 없었다. 

 

4. 근소포체로의 Ca2+ 흡수에 관계된 단백질인 SERCA1 의 양적인 차이는 세 군에서 

관찰되지 않았다.          

   

      이상의 결과로 하사근 기능항진에서 근소포체를 통한 Ca2+의 이동이 정상과 

다르게 나타나는 것을 관찰할 수 있었다. 특히 원발성 하사근 기능항진의 경우 근

육의 과도한 수축이 일어나는 원인이 Ca2+ 흡수 속도의 저하가 중요한 원인으로 작

용할 것으로 생각되며 고농도의 Ca2+이 세포 내 유지되게 됨에 따라 Ca2+의 방출 통

로인 ryanodine수용체가 적응(down regulation) 과정을 거쳐 양적인 감소가 일어 났을 

것으로 사료된다.   .       
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Abstract 

Calcium uptake and release in the sarcoplasmic reticulum of  

overacting inferior oblique muscle  

 

Hee Seon Kim 

 

Department of Medicine 

The Graduate School, Yonsei University 

 

(Directed by Professor Jong Bok Lee) 

 

     Overaction of the inferior oblique muscle is manifested by elevation of the adducted eye. 

From the clinical point of view, there are two types of overaction of inferior oblique muscles. 

The primary type is of unknown cause, whereas the secondary type is usually related to the 

palsy of the ipsilateral superior oblique or contralateral superior rectus. 

     The sarcoplasmic reticulum in muscle is specialized intracellular membrane system which 

rapidly sequesters and releases calcium. Release of calcium from sarcoplasmic reticulum is 

through ryanodine receptor, a Ca2+ release channel. Sequestration of the released Ca2+ into the 

sarcoplasmic reticulum is mediated by SERCA or Ca2+ pump in the sarcoplasmic reticulum. 

     This study was undertaken to determine and compare the characteristics of Ca2+ 

movements through sarcoplasmic reticulum of inferior oblique muscles in the various 

conditions including primary, secondary inferior oblique overaction and control groups. Among 

the 15 samples gathered through inferior oblique myectomy, 6 were from primary inferior 

oblique muscle overaction, 6 from secondary inferior oblique muscle overaction, and the 

remaining 3 were from the enucleated eyes as controls. Ryanodine binding assays were 

performed to determine the function of calcium release channel and sarcoplasmic reticulum 

Ca2+ uptake rates were measured to evaluate the calcium sequestration. Calcium storage sites in 

sarcoplasmic reticulum, calsequestrins and sarcoendoplasmic reticulum Ca2+-ATPases were 

quantified using western blotting. 

     The results were as follows: 

1. Ryanodine bindings were further decreased in primary inferior oblique overaction group 

compared to control group with statistical significance (p<0.05). 

2. Sarcoplasmic reticulum calcium uptake rates of primary inferior oblique overaction group 
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were significantly slower than secondary overaction and control groups. The orders of the 

uptake rates were control > secondary overaction > primary overaction. 

3. In western blot analysis for quantification of calsequestrins and SERCA, no significant 

difference was found among the 3 groups. 

     These findings demonstrate that the sarcoplasmic reticulum Ca2+ uptake is reduced in 

primary inferior oblique overaction compared with secondary inferior oblique overaction and 

control. This suggests that increased intracelluar Ca2+ concentration by reduced sarcoplasmic 

reticulum Ca2+ uptake may be a pathogenesis of primary inferior oblique overaction.    

Key Words: inferior oblique overaction, sarcoplasmic reticulum, ryanodine receptor, Ca2+ 

uptake rate, calsequestrin, sarcoendoplasmic reticulum Ca2+-ATPase 
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