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국문요약

 

췌장 관세포 중탄산염 분비에서 칼슘신호의 역할

  췌장 관세포는 100∼140 mM 정도의 중탄산염 (HCO3
-
)을 포함하는 

췌액을 분비한다. 췌액에 고농도로 존재하는 중탄산염은 강산인 위액을 

중화시켜 십이지장이 손상되는 것을 막아준다. 그리고 췌장에서 분비

되는 여러 소화효소와 mucin 등의 단백이 췌액에 잘 녹을 수 있는 

환경을 제공해서 mucin plugging에 의해 췌장관이 막히는 것을 방지

하며, 소화효소 활성화에 의한 췌장관 손상을 막는 기능을 한다.

  췌액 분비는 췌장의 5%를 차지하는 췌장 관세포에 의해 이루어지며, 

중탄산염의 분비에 중요한 역할을 하고 있는 이온수송단백은 췌장 관세포 

내강막에 다량 존재하는 cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator (CFTR)와 Cl
-
/HCO3

-
 exchanger (anion exchanger, AE)이다. 

췌장 관세포에서 이들 이온수송단백을 통한 중탄산염 분비에 대표적인 

신호는 세포내 cAMP 신호와 칼슘신호이다. 최근 cAMP 신호에 의하여 

CFTR과 AE가 활성화됨이 알려졌고 이것이 cAMP 증가에 의한 

중탄산염 분비의 주된 분자생물학적 기전임이 규명되었다. 그러나 

칼슘신호에 의한 중탄산염 분비 기전에 대해서는 아직 알려진 바가 

없다. 따라서 본 연구에서는 CFTR 및 AE가 칼슘신호에 의하여 어떻게 

조절되고, 이것이 중탄산염 분비에 어떠한 역할을 하는지 규명하고자 

하였다.

  본 실험에서는 Wild type CFTR을 발현하는 CAPAN-1 세포주와 

손상된 (ΔF508) CFTR을 발현하는 CFPAC-1 췌장 관세포주를 사용

하였다. 이들  세포주는 퓨린성 수용체 (purinerg ic  receptor, 

P2R)와  protease- activated receptor 2 (PAR2)를 발현하며, P2R과 

PAR2의 활성화는 세포내 칼슘 농도를 증가 시켰다. 고농도 (120mM) 

Cl
-
를 포함하는 관류액을 흘려주다 Cl

-
가 없는 관류액으로 바꾸어 주면, 

AE를 통한 HCO3
- 
증가로 세포내 pH가 증가하는데, 이 때 pH 증가율로 

Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성 정도를 측정하였다. 그리고 전기적 중성 이동인 

Cl
-
/HCO3

-
 교환을 선택적으로 측정하기 위하여 100 mM K

+
을 함유



- 2 -

하는 관류액을 이용하였다. Wild type CFTR을 발현하는 CAPAN-1 

세포에서 PAR2 및 P2R의 활성화는 Cl
-
/HCO3

- 
교환을 크게 증가

시켰지만, 손상된 CFTR을 발현하는 CFPAC-1 세포에서는 칼슘신호에 

의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 변동은 없었다. 그러나 손상된 CFTR을 발현

하는 CFPAC-1 세포에 adenoviral vector를 이용해 Wild type 

CFTR을 발현시킨 결과 P2R 및 PAR2 활성에 의하여 Cl
-
/HCO3

-
 교환이 

크게 증가하였다. 그리고 AE 아형 중 칼슘에 의하여 활성화 되는 아형이 

있는지 살펴보기 위해서 내재적인 CFTR이 없는 HEK-293 세포주에 

각 AE 아형을 발현시켰다. 그 결과 AE4와 Pendrin 그리고 SLC26A6 

에서 칼슘에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가를 관찰할 수 있었다. 

  이상의 결과를 종합하여 볼 때 췌장 관세포에서 CFTR 의존적으로 

칼슘신호가 Cl
-
/HCO3

- 
교환을 증가시키는 것을 알 수 있었으며, 이 

기전은 췌장 관세포 뿐만 아니라 다른 여러 상피세포에서 칼슘신호에 

의한 중탄산염 분비에 있어서도 중요한 분자생물학적 기전으로 작용할 

것이라 생각한다.

핵심되는 말 : 중탄산염, CFTR, anion exchanger, 칼슘             
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췌장 관세포 중탄산염 분비에서 칼슘신호의 역할

<지도 이민구 조교수> 

연세대학교 대학원 의과학사업단

남  궁  완

Ⅰ. 서  론

  췌장 관세포는 100∼140 mM 정도의 중탄산염 (HCO3
-
)이 고농도로 

포함되어 있는 췌액을 분비한다. 췌장 관세포에 의한 고농도 중탄산

염의 분비는 여러 가지 면에서 매우 중요한 역할을 수행하고 있다. 

우선, 강산인 위액을 중화시켜 십이지장이 손상되지 않도록 막아주는 

기능을 하며, 췌장에서 분비되는 여러 소화효소와 mucin 등의 단백이 

췌액에 잘 녹을 수 있는 환경을 제공해서 mucin plugging에 의해  

췌장관이 막히거나, 소화효소 활성에 의해 췌장관이 손상되는 것을 

방지한다.
1,4

  췌액 분비는 췌장의 5%를 차지하는 췌장 관세포에 의해서 이루어

지는데, 이를 가능하게 하는 것은 췌장 관세포에 내강막에 존재하는 

이온수송단백들의 상호작용이다. 특히 고농도 중탄산염의 분비에 

중요한 역할을 하고있는 이온수송단백은 췌장 관세포 내강막에 다량 

존재하는 cystic fibrosis transmembrane conductance regulator 

(CFTR)와 Cl
-
/HCO3

-
 exchanger (anion exchanger, AE)이며, CFTR과 

AE 그리고 Na
+
/H
+
 exchanger (NHE)의 상호작용에 의해 중탄산염의 

분비가 조절된다. 그리고 췌장에서 중탄산염의 분비 조절에 있어 
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CFTR은 AE와 NHE의 활성 조절을 통해 핵심적인 역할을 수행하고 

있다. 즉, secretin 등의 자극에 의한 cAMP 신호에 의해 활성화된 

CFTR은 Cl
-
/HCO3

-
 exchange를 증가시키고, NHE 활성을 억제해서 

중탄산염의 분비를 촉진시킨다. 반대로 비활성화된 CFTR은 Cl
-
/HCO3

-
 

교환을 활성화하지 못하고, NHE 활성을 억제하지 못하기 때문에 

중탄염 분비가 억제된다.
5,6,13,16

  췌장 관세포에서 중탄산염 분비를 증가시키는 대표적인 신호는 

세포내 cAMP와 칼슘신호이다. 지금까지 중탄산염 분비에 대한 

연구는 cAMP에 의한 중탄산염 분비 기전에 대한 것이 대부분이

었다. 최근 중탄산염의 분비에 관세포 내강막에 존재하는 AE와 Cl
-
 

통로 즉, CFTR 뿐만 아니라 Ca
2+
activated chloride channel (CaCC)의 

상호작용이 중요하다는 결과가 보고 되었다.
8
 그러나 이러한 보고는 아직

까지 칼슘에 의한 중탄산염의 분비에 AE와 CFTR 그리고 CaCC가 

어떤 역할을 하고 있는지에 대해서 설명하지 못하고 있다. 따라서 본 

실험에서는 췌장 관세포에서 칼슘신호에 의한 중탄산염 분비에 중요한 

역할을 할 것으로 생각되는 AE와 CFTR 그리고 CaCC의 기능을 규명

하고자 하였다.
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Ⅱ . 재료 및 방법 

1. 실험 재료 및 관류액

  Fura-2-AM과 2´,7´-bis(2-carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein (BCECF- 

AM)은 Molecular Probes (Eugene, OR)로부터 구입하였으며, Synthetic 

peptides (SLIGRL-NH2 and AYPGKF-NH2)는 한국기초과학연구소 

(Seoul, Korea)에서 제작하였다. ATP와 Trypsin을 포함하는 이외의 시약은 

Sigma (St, Louis, Missouri, USA)로부터 구입하였다. 기본관류액은 140 

NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 10 D-Glucose 그리고 10mM HEPES로 

구성되어 있으며, pH는 NaOH를 사용하여 7.4로 맞추었다. HCO3  ̄ 관류액은 

120 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 10 D-Glucose, 5 HEPES 그리고 25 

mM NaHCO3로 구성되어 있으며, pH는 7.4로 맞추었다. Cl¯-free HCO3¯ 

관류액은 120 Na
+
-gluconate, 5 K

+
-gluconate, 1 MgSO4, 1 hemicalcium 

cyclamate, 10 D-Glucose, 5 HEPES 그리고 25 mM NaHCO3로 구성되어 

있으며, pH는 7.4로 맞추었다. 고농도 K
+ 
(100 mM K+), HCO3¯ 관류액은 

HCO3¯ 관류액에서 95 mM NaCl이 95 mM KCl로 대체되었으며, 고농도 

K
+
 (100 mM K

+
), Cl¯-free HCO3¯ 관류액은 Cl¯-free HCO3¯ 관류액에서 

95 mM Na
+
-gluconate가 95 mM K

+
- gluconate로 치환되었다.

2. 세포 배양 및 Transfection

  CAPAN-1, CFPAC-1 및 HEK-293 세포주는 ATCC (American Type 

Culture Collection, Rockville, MD, USA)에서 구입하였으며 각각 RPMI 

1640, IMDM 그리고 DMEM 배양액에 10% FBS 첨가한 후 5% CO2 

incubator에서 배양하였으며, CAPAN-1과 CFPAC-1 세포주는 배양 후 

trypsin/EDTA를 사용해서 세포를 분리하였고 3×10
5
 cells/cm

2
 정도로 

Transwell-Clear Pol membrane (0.4 m pore diameter, Costar)을 사용해서 

만든 permeable supporter 위에서 4∼5 일 정도 키워서 단일층으로 tight 

junction을 이루는 기능적으로 분화된 극성을 가지는 췌장 관세포로 배양

하였다.  WT-CFTR의 transfection은 adenoviral vector를 CFPAC-1 세포 

배양액에 3시간 동안 배양한 후 새로운 배양액으로 갈아준 뒤 2일 후 실험
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하였다. Anion exchanger 아형 clone은 HEK-293 세포를 coverslip 위에서, 

10% FBS가 첨가된 DMEM 배양액과 5% CO2 incubator에서 하루 동안 

배양한 후 LipofectAMINE Reagent (Life Technologies)를 이용해서 

transfection 하였고, transfection 후 48∼72시간 배양 뒤에 실험하였다. 

3. 세포내 칼슘신호 측정 

  단일층으로 tight junction을 이루는 기능적으로 분화된 췌장 관세포에 

칼슘 형광 dye인 Fura 2/AM을 30분간 상온에서 loading하였다. 그 후  

표준 관류액으로 세척한 다음 Fura2가 loading된 세포를 관류 chamber에 

장착한 후 표준관류액을 흘리면서 excitation  355 nm  및 380 nm와 

emission 510 nm에서 Fura 2의 형광을 Delta Ram system (PTI, NJ, 

USA)을 이용해서 측정하였다. 이때 관류액에 ATP 또는 trypsin을 첨가

하여 P2R과 PAR2에 의한 세포내 칼슘농도 증가를 관찰하였다.

4. 세포내 pH 측정 

  배양한 세포를 pH 측정용 형광물질인 BCECF /AM이 4 μM 함유된 

PBS에서 10분간 loading한 후 관류 chamber에 장착한 다음 HCO3
-
가 

존재하는 관류액에서 excitation 477 nm 및 442 nm와 emission 510 nm

에서 BCECF의 형광을 측정하였다.

Cl
-
/HCO3

- 
exchange 활성 측정 : 내강막과 측저막의 관류액을 차별적으로 

흘려 줄 수 있게 만들어져 있는 chamber의 측저막 쪽에는 0mM Cl
-
가 

포함된 HCO3
-
 관류액으로 흘려주었다. 그리고 내강막 쪽에는 145 mM Cl

-
가 

포함된 HCO3
-
 관류액을 흘려주다가 0 mM Cl

-
가 포함된 HCO3

-
 관류액

으로 흘려주면, AE를 통해서 세포내의 Cl
-
가 내강막쪽 관류액으로 나

오고, 내강막쪽 관류액에 있는 HCO3
-
는 세포내로 들어가서 세포내 pH를 

증가시키게 된다. 따라서 Cl
-
/HCO3

- 
교환 활성은 단위시간에 증가되는 pH를 

통해서 알 수 있었다. 그리고 100mM의 K
+
을 포함하는 HCO3

-
 관류액을 사용

하면, Cl
-
통로를 통한 Cl

-
의 분비를 막을 수 있기 때문에 중성적 이온수송

단백을 통한 Cl
-
 수송을 측정할 수 있었다.
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5. 역전사 중합효소 연쇄반응 

  CAPAN-1과 CFPAC-1 세포에 Guanidinium thiocyanate phenol- 

chloroform (Trizol, Gibco BRL, USA) 용액을 처리해서 원심분리 후 

상층액을 얻어 ethanol로 침전시켜 mRNA를 추출하였다. 그리고 추출한 

RNA를 random hexamer와 reverse transcriptase (SuperscriptII; Gibco 

BRL)를 이용하여 역전사를 하였다. 제작된 cDNA와 각 AE 아형 특이적인 

primer와 Taq DNA polymerase (AmpliTaq Gold, Perkin- elmer, 

Norwalk, CT, USA)를 사용하여 PCR을 수행하였다. 사용한 primer의 

염기서열과 예상 PCR product의 크기는 다음과 같았다.

WT-CFTR: sense (5'-GGC ACC ATT AAA GAA AAT ATC ATC TT-3')

       antisense (5'-TAA TTT GGG TAG TGT GAA GGG TTC-3')

           PCR product: 145 base pairs

ΔF508-CFTR: sense (5'-GGC ACC ATT AAA GAA AAT ATC ATT GG-3')

            antisense (5'-TAA TTT GGG TAG TGT GAA GGG TTC-3')

            PCR product: 142 base pairs.

AE1: sense (5'-CCC TAG ACC CTC CCC CAC CAT TCC AC-3') 

     antisense (5'-GCC TTT GCT TCT ACC CCT GCC TGT GC-3')

     PCR product: 319 base pairs

AE2: sense (5'-ATG CCG CCC AAA CAC CAC CCA GAT G-3')

     antisense (5'-CGG CTG TCC CTC GGT GGC GGC TAC A-3')

     PCR product: 317 base pairs

AE3: sense (5'-GGA GTT GGG GGG CTC TGA GGC GAC-3')

     antisense (5'-TCG GAC ACG CCC ATC AGC CCC TCG-3')

     PCR product: 243 base pairs

AE4: sense (5'-AGC GCT TGG ACT GCC TTG GTA TGT-3')

     antisense (5'-AGG GGG AAG ATG ATG GCT GCA GGG GTA GAC-3')

     PCR product: 432 base pairs

DRA: sense (5'-TGC CAC AGC CAA CAG AAA AAT CAA A-3')

      antisense (5'-GGG GGA ATG TCG ACC AGC AGA G-3')

      PCR product: 330 base pairs
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Pendrin: sense (5'-GTT TAC TAG CTG GCC TTA TAT TTG GAC TGT-3')

       antisense (5'-AGG CTA TGG ATT GGC ACT TTG GGA ACG-3')

        PCR product: 484 base pairs

SLC26A6: sense (5'-TAG GGG AGG TTG GGC CAG GGA TGC-3')

          antisense (5'-TGC CGG GAA GTG CCA AAC AGG AAG TAG AT-3')

          PCR product: 456 base pairs

6. 면역형광염색 

  CAPAN-1과 CFPAC-1 세포를 투과성 막에 배양하여 극성이 유지되도록 

한 뒤 methanol (0.5 ml, 10분, -20。C)로 처리하여 고정하고 permeabilization 

시켰다. 그 후 Phosphate-buffered saline (PBS)으로 두 번 세척한 후 

blocking 용액 (5% goat serum, 1% bovine serum albumin, 0.1% gelatin 

in PBS, 상온)에서 1시간 동안 배양한 후 다시 membrane을 PBS로 두 번 

세척하고 CFTR 특이적 일차항체 (anti-human CFTR monoclonal 

antibody, mouse IgG; R&D systems Inc. USA)를 blocking 용액에 1:100 

희석한 용액에서 90분간 배양하였다. 배양 후 PBS로 세 번 세척하고 

이차항체 (anti-mouse goat lgG tagged with Fluorescein; Jackson 

Laboratories, West Grove, PA)를 1:100으로 희석한 용액으로 1시간 배양

한 뒤 PBS로 세 번 세척하고 Mounting media로 cover slip을 슬라이드에 

고정시켜 밤새 말린 다음 Zeiss LSM 510 공초점 현미경로 관찰하였다.
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Ⅲ. 결  과

1. 췌장 관세포주의 칼슘신호 측정

  췌장 관세포 내강막에 존재하는 AE에 의한 내강막의 Cl
-
의존적 중탄산염 

분비 기전에 대해서 연구하기 위하여 우선 췌장 관세포 기원인 CAPAN-1과 

CFPAC-1 세포에 존재하는 칼슘신호 유발 수용체에 대한 실험을 수행

하였다. 췌장 관세포는 다양한 P2R을 내강막과 측저막 모두에 가지고 

있으며,
9,11,14

 PAR2를 측저막에 발현하고 있다.
7,10,12

 P2R 효현제인 

ATP와 PAR2 효현제인 trypsin을 처리한 결과, CAPAN-1과 CFPAC-1 

세포에서 칼슘신호를 유발하는 P2R이 내강막과 측저막에 존재하였고, 

PAR2가 측저막에 발현함을 확인하였다 (그림 1).
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그림 1. 췌장 관세포주에서 P2R과 PAR의 활성이 칼슘신호에 미치는 영향. 분화된 

CAPAN-1과 CFPAC-1 세포에 관류액을 기저막과 측저막으로 나누어 관류하며 Fura-2를 

이용하여 칼슘신호를 측정하였다. a, 췌장 선세포에서 ATP는 biphasic 칼슘 증가를 일으

켰다. b, 내강막과 측저막 모두 ATP에 의해 칼슘 증가가 일어났다. c, Trypsin은 측저막

에서만 칼슘 증가를 일으켰다. d, PAR 수용체 중 PAR2 수용체가 칼슘 증가를 유발하였다. 

a와 d는 CAPAN-1 세포에서 그리고 b,와 c는 CFPAC-1 세포에서 수행하였다. LM: 내강막

(luminal membrane), BLM: 측저막 (basolateral membrane).
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  고농도 (100 μM)의 ATP를 내강막 쪽에 계속 관류할 경우 30∼60초 가량 

짧고 높은 새포내 칼슘 증가를 나타내다 그 후 낮고 지속적인 칼슘 증가를 보이는 

biphasic 칼슘 증가를 일으켰다(그림 1a). CAPAN-1과 CFPAC-1 세포의 

ATP에 의한 칼슘 증가의 EC50 값은 CAPAN-1의 경우 내강막 3.1 μM 측저막 

20.6 μM 그리고 CFPAC-1의 경우 내강막 6.1 μM 측저막 19.9 μM로 두 세포 

모두 내강막 쪽에서 ATP에 대한 높은 친화력을 보였다. 최근들어 PAR 

수용체의 생리적 그리고 병리적 기능이 매우 중요하게 생각되어 지는데, 

CAPAN-1과 CFPAC-1 세포는 PAR 수용체 중 칼슘 증가를 유발하는 수용체로 

PAR2 수용체를 측저막에 발현하고 있었다 (그림 1 c, d). 그러나 PAR1, 

PAR3 그리고 PAR4 수용체의 효현제인 thrombin에 의해서는 내강막과 

측저막 모두에서 칼슘 증가를 유발하지 못하였다 (자료 표시 안함). 

2. 칼슘에 의한 췌장 관세포 내강막 Cl-/HCO3
- 교환 변화

  CAPAN-1과 CFPAC-1 세포를 투과성 막에서 3∼4일간의 배양을 통해 

 

 

ATP 100 µM (LM)

ba
0 mM Cl- (LM)

7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

pH
i

c

CAPAN-1 CFPAC-1

ATP 100 µM (LM)
0 mM Cl- (LM)

7.1

7.2

7.3

7.4

7.52 min

pH
i

 

 

0 mM Cl- (BLM) 0 mM Cl- (BLM)

0.00

0.04

0.08

0.12

0.16

Control ATP
(LM)

Trypsin
(BLM)

CAPAN-1

ATP
(LM)

Trypsin
(BLM)

CFPAC-1

Control

H
C

O
3-

In
flu

x 
(∆

pH
/m

in
)

그림 2. 생리적 관류액에서 칼슘에 의한 관세포 내강막 Cl-/HCO3
- 교환 변화. 단일 세포

층으로 분화된 CAPAN-1과 CFPAC-1 세포에서 관류액을 기저막과 측저막으로 나누어 

관류하며 BCECF를 사용해서 pH 변화를 측정하였다. CAPAN-1과 CFPAC-1 세포 

모두 내강막 ATP에 의해 AE 활성이 감소하였으며 (a, b), 또한 측저막 trypsin에 의해서도 

AE 활성이 현저히 감소하였다 (c). ꠇ: 표준오차, LM: 내강막, BLM: 측저막.
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분화된 단일 세포층으로 만든 후 mini-Ussing chamber를 이용하여 관류액을 

내강막과 측저막으로 나누어 관류하며 Cl
-
/HCO3

-
 교환 변화를 측정하였다.

15
 

우선 측저막 쪽에 Cl¯가 없는 HCO3¯ 관류액을 계속 흘려주고, 내강막 쪽에 

HCO3¯ 관류액을 흘려주다가 Cl¯-free HCO3¯ 관류액으로 바꾸어 흘려주어 

세포내의 Cl¯가 밖으로 나오고, 내강막 쪽의 HCO3¯가 세포내로 들어가 

세포내의 pH를 높이는 정도로 Cl
-
/HCO3

-
 교환 변동을 측정하였다.

16
 이 때 모든 

관류액은 5% CO2로 포화시켜서 수용액에 HCO3¯가 일정하게 유지되도록 하

였다. CAPAN-1과 CFPAC-1 세포의 기초 pH는 각각 7.11±0.06과 

7.23±0.05이었으며, 측저막 쪽의 Cl
-
/HCO3

-
 교환은 매우 미약하여 내강막 

Cl
-
/HCO3

-
 교환 변화 측정에 거의 영향을 주지 않았다. 생리적인 관류액 

상황 하에서 ATP와 trypsin에 의한 CAPAN-1과 CFPAC-1 세포의 

Cl
-
/HCO3

-
 변동은 현저히 감소하였다 (그림 2). 이러한 ATP와 trypsin에 의한 
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그림 3.  고농도 K+ 관류액에서 칼슘에 의한 관세포 내강막 Cl-/HCO3
- 교환 변화. 고농도 

K+, (100mM K+) 관류액으로 electrogenic 또는 K+-coupled pathway를 통한 Cl- 이동을 

막은 후 ATP와 trypsin에 의한 Cl-/HCO3
- 교환 변화를 측정하였다. CAPAN-1 세포의 경우 

ATP와 trypsin에 의해 Cl-/HCO3
- 교환이 현저히 증가하였으며(a, b), CFPAC-1 세포에서는 

변화가 없었다(c). ꠇ: 표준오차, LM: 내강막, BLM: 측저막.
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Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성 감소는 CAPAN-1과 CFPAC-1 세포의 내강막에 다량 

존재하는 CaCC가 ATP와 trypsin에 의한 세포내 칼슘 증가에 의해 활성화

되어 세포내 Cl¯를 세포 밖으로 이동시켜 AE를 통해 이동할 Cl¯가 줄었기 

때문이라 생각되었다. 따라서 이와 같은 가정 하에 CaCC와 CFTR을 통한 

electrogenic Cl¯ 이동을 억제한 100mM K
+
을 포함하는 HCO3  ̄ 관류액 상황 

하에서 Cl
-
/HCO3

-
 교환을 측정하였다. 그 결과 ΔF508-CFTR을 발현하는 

CFPAC-1 세포에서는 ATP와 trypsin에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환에 변화가 

없었고, WT-CFTR을 발현하는 CAPAN-1 세포에서만 Cl
-
/HCO3

-
 교환이 

증가하였다 (그림 3). 

3. BAPTA에 의한 칼슘 억제가 Cl-/HCO3
- 교환에 미치는 영향

d

a CAPAN-1 (H89) 

ATP 100 µM (LM) 0 mM Cl- (LM)
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bCAPAN-1 (BAPTA) 

pH
i

ATP 100 µM (LM) 0 mM Cl- (LM)

pH
i

100 mM K+ (LM)

0 mM Cl- (BLM)
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(∆
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0.0
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0.2
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0.4
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0.6
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**c
CAPAN-1 

Con-
trol

ATP
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trol
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그림 4.  BAPTA와 H-89가 칼슘에 의한 관세포 내강막 Cl-/HCO3
- 교환에 미치는 영향.  

Calcium chelator인 BAPTA-AM (a, 50 μM로 30분 전처치)과 PKA 억제제인 H-89 (b, 30 

μM 로 1시간 전처치)를 사용하여 CAPAN-1 세포에서 ATP로 인한 Cl-/HCO3
- 교환 변화를 

측정하였다. BAPTA-AM은 ATP로 인한 Cl-/HCO3
- 교환 활성을 효과적으로 봉쇄하였으며, 

H-89는 ATP의 효과를 봉쇄하지 못했다 (c). CAPAN-1 세포에서 ATP를 2분간 전처치한 

경우 ATP에 의한 Cl-/HCO3
- 교환 활성 증가는 없었다 (d). **p<0.01, ꠇ: 표준오차, LM: 

내강막 , BLM: 측저막.
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  고농도 K
+
, HCO3  ̄ 관류액에서 보여진 ATP와 trypsin에 의한 CAPAN-1 세포 

내강막 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가가 칼슘 의존적인 반응인지를 살펴보기 위해서 

칼슘 chelator인 BAPTA-AM (50 μM)을 30분간 전처치한 후 고농도 K
+
, HCO3¯ 

관류액에서 ATP와 trypsin에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 변동을 측정하였다. 그 결과 

ATP와 trypsin에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가가 억제되었다 (그림 4a). BAPTA에 

의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 억제가 칼슘 때문인지 아니면 P2R과 PAR2 수용체가 Gs 

단백을 활성화시켜 내인성 cAMP/PKA pathway를 증가시켜 일어나는 반응인지를 

알아보기 위해서 PKA 억제제인 H-89 (30 μM )를 한 시간 전처치한 후 50

nM의 H-89를 포함하는 관류액으로 Cl
-
/HCO3

-
 교환 변화를 측정하였다. 그 

결과 ATP와 trypsin에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가를 억제하지 못하였다 (그림 4b). 

따라서 ATP와 trypsin에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성은 칼슘 의존적인 현상이며, 

이는 CAPAN-1 세포에서 ATP를 2분간 전처치해서 낮은 칼슘 농도를 나타낼 때 

Cl
-
/HCO3

-
 교환 변동을 측정하였을 때 Cl

-
/HCO3

-
 교환이 증가하지 않는 것과 

잘 부합하였다 (그림 4d).

0 moi Ad-CFTR 30 moi Ad-CFTR

200 moi Ad-CFTR CAPAN-1

d

a b

c e 500
400

300

200

100
bp

M ∆F WT ∆F WT ∆F WT

CAPAN-1 CFPAC-1 CFPAC-1+
Ad-CFTR

그림 5. Wild type CFTR을 발현하는 adenoviral vector (Ad-CFTR) transfection에 

의한 CFPAC-1 세포에서의 CFTR 발현. Ad-CFTR을 200 moi로  ΔF508 - CFTR을 발현

하는 CFPAC-1 세포에 transfection한 결과 wild type과 ΔF508 - CFTR mRNA를 모두 발현하는 

것을 관찰하였다 (e). CFTR에 대한  immunoblotting은 Ad-CFTR transfection 48시간 

후에 수행하였으며, R-domain에 특이적인 mouse 단일클론 항체를 사용하였다. 각 형광염색 

사진은 Zeiss LSM510 공초점 현미경을 이용하여 동일한 image acquisition 상황에서 촬영되었다 

(a∼d). Ad-CFTR 200moi를 transfection한 CFPAC-1 세포는 CAPAN-1 세포보다 1.4배 많은 

형광을 띠었다 (c, d).
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4. W ild  type  -  CFTR  발현이 CFPAC-1 세포에서 칼슘에 의한 

Cl-/HCO3
- 교환에 미치는 영향

   CAPAN-1 세포에서 보이는 ATP와 trypsin에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성 

증가가 CFPAC-1 세포에서는 나타나지 않았는데 그 이유가 CFTR 때문인지를 

알아보기 위하여 CFPAC-1 세포에 WT-CFTR을 발현하는 adenoviral vector 

(Ad-CFTR)를 transfection해서 실험하였다. 먼저 Ad-CFTR이 CFPAC-1 세포

에서 정상적으로 발현하는지를 살펴보기 위해서 RT-PCR과 면역형광염색을 

수행하였다. Ad-CFTR을 200 moi로 CFPAC-1 세포에 transfection한 후 24

시간 뒤에 총 mRNA를 얻어 cDNA를 합성하고 PCR을 수행한 결과, Ad- 

CFTR을 transfection한 CFPAC-1 세포에서 WT-CFTR과 ΔF508 - CFTR 

transcript가 모두 발현되었다 (그림 5e). 또한 CFTR R-domain에 특이적인 

mouse 단일클론 항체를 사용하여 Ad-CFTR을 30 그리고 200 moi로
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O
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그림 6. Wild type CFTR의 발현에 의한 CFPAC-1 세포의 내강막 Cl-/HCO3
- 교환 

증가. Ad-CFTR transfection에 의해서 ATP 자극에 의한 CFPAC-1 세포 내강막 Cl-/HCO3
- 

교환이 증가하였으며, Ad-CFTR 200 moi로 transfection한 경우 Cl-/HCO3
- 교환이 증가하였다

(b, c). *p<0.5, **p<0.01, ꠇ: 표준오차, LM: 내강막, BLM: 측저막.
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CFPAC-1 세포에 transfection한 후 48 시간 뒤에 면역형광염색을 수행한 결과 넣어준 

Ad-CFTR의 양에 비례하여 CFTR의 발현양이 증가하는 양상을 보였다. 

Ad-CFTR 200moi를 transfection한 CFPAC-1 세포는 CAPAN-1 세포보다 1.4배 

많은 형광을 띠어 CAPAN-1 세포보다 약간 많은 양의 CFTR을 발현함을 

관찰하였다 (그림 5). 이로써 실험에 사용한 Ad-CFTR이 정상적으로 CFPAC-1 

세포에서 발현함을 확인하였다. ΔF508-CFTR을 발현하는 CFPAC-1 세포에 

WT-CFTR을 발현하는 Ad-CFTR을 transfection한 후 고농도 K
+
, HCO3¯ 

관류액에서 Cl
-
/HCO3

-
 교환을 측정한 결과 ATP 자극에 의해서 CFPAC-1 세포 

내강막 Cl
-
/HCO3

-
 교환이 크게 증가하였다 (그림 6). 따라서 칼슘에 

의한 췌장 관세포 내강막 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가에 CFTR이 매우 중요한 

역할을 하고 있음을 알 수 있었다. 하지만 CAPAN-1과 CFPAC-1 세포가 

가지고 있는 AE의 아형이 다를 것이고, 칼슘과 CFTR에 의해서 활성이 조절

되는 AE 아형이 존재할 수도 있기 때문에, 이러한 현상을 구체적으로 설명

하기 위해서 CFTR 뿐만 아니라 각 세포가 가지고 있는 AE 아형과 각 

아형의 칼슘신호에 대한 반응을 살펴보았다.

5. 췌장 관세포주에 존재하는 anion exchanger 아형 검색 

  CAPAN-1과 CFPAC-1 세포에 존재하는 AE 아형을 검색하기 위해서 

지금까지 알려진 높은 Cl
-
/HCO3

-
 교환 기능을 가지고 있는 SLC4 family에 

속하는 AE1, AE2, AE3, AE4 그리고 SLC26 family에 속하는 DRA

(SLC26A3), Pendrin(SLC26A4, PDS), SLC26A6 (PAT1)을 대상으로 

RT-PCR을 수행하였다.
24-27
 그 결과 CAPAN-1 세포는 AE1∼4, Pendrin 

그리고 SLC26A6를 발현하였고, CFPAC-1 세포는 AE2∼4, Pendrin 그리고 

SLC26A6를 발현하였다 (그림 7). CAPAN-1과 CFPAC-1 세포 모두에서 

DRA의 발현은 없었으며 양성 대조군인 T-84 cell에서 DRA가 발현함을 

확인하였다.
28
 CAPAN-1 세포에서만 발현하는 AE 아형은 AE1이 있었다. 

6.  AE 유전자 발현 세포주에서 칼슘신호에 의한 Cl-/HCO3
- 교환 변동

  CAPAN-1과 CFPAC-1 세포에서 발현하고 있는 anion exchanger 아형 

AE1∼4, Pendrin 그리고 SLC26A6를 human embryonic kidney 세포인 
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HEK-293 세포에 LipofectAMINE Reagent를 사용하여 각 clone을 

transient transfection한 후 48∼72시간 후에 Cl
-
/HCO3

-
 교환을 측정하였다. 

이 때 HEK-293 세포를 6 well plate에 cover-slip을 넣고 그 위에 같은 

수를 붙여서 하루 동안 배양하였다. 그 후 각 clone을 1㎍씩  transfection

하였다. Cl
-
/HCO3

-
 교환 측정은 HCO3  ̄ 관류액을 사용하여 이루어졌으며, 

HEK-293 세포 자체는 내재적 CFTR 활성에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성이 

거의 없으며, ATP 자극에 의해서 CAPAN-1과 CFPAC-1 세포와 같이 

짧고 높은 칼슘 증가를 나타냈다. 따라서 HEK- 293 세포를 이용한 시스템을 

사용해서 CFTR을 배제한 칼슘에 의한 각 AE 아형의 Cl
-
/HCO3

-
 교환 

변화를 측정할 수 있었다. HEK-293 세포에 각 AE 아형을 transfection한 

결과 ATP 자극에 의해서 AE1, AE2 그리고 AE3에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 

활성의 증가는 basal Cl
-
/HCO3

-
 교환에 비해 유의할만한 변화를 보이지

CFT
R(W

T)

200 bp▶
300 bp▶
400 bp▶

CFT
R(∆F)
AE1
AE2
AE3
AE4

400 bp▶
300 bp▶
200 bp▶

CFT
R(W

T)
CFT

R(∆F)
AE1
AE2
AE3
AE4

CFPAC-1CAPAN-1

CAPAN-1 CFPAC-1 T-84
b

a

300 bp▶
400 bp▶
500 bp▶

DRA

DRA

DRA

Pen
dr

in

Pen
dr

in

SLC
26

A6

SLC
26

A6

그림 7. CAPAN-1과 CFPAC-1 세포에서 발현하는 AE 아형. CAPAN-1과 CFPAC-1 

세포로부터 얻은 cDNA를 이용해 RT-PCR을 수행한 결과 CAPAN-1 세포는 AE1∼4, 

Pendrin 그리고 SLC26A6를 발현하였고, CFPAC-1 세포는 AE2∼4, Pendrin 그리고 

SLC26A6를 발현하였다 (a, b). 
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않았다. 그러나 AE4, Pendrin 그리고 SLC26A6은 ATP 자극에 의해서 

Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성의 증가를 나타내었다 (그림 8). 물론 모든 AE 아형

에서 basal Cl
-
/HCO3

-
 교환은 Mock vector를 transfection한 HEK-293 

세포의 basal Cl
-
/HCO3

-
 교환보다 3∼6 배 정도 증가하였다(그림 8b).
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그림 8. 각 AE 아형이 칼슘에 의한 Cl-/HCO3
- 교환에 미치는 영향. CAPAN-1과 

CFPAC-1 세포에서 발현하는 anion exchanger 아형을 HEK-293 세포에 transient 

transfection 후 48∼72 시간 뒤에 Cl-/HCO3
- 교환 활성을 측정하였다 (a). AE4, Pendrin 

그리고 SLC26A6가 ATP 자극에 의해 HEK-293 세포의 Cl-/HCO3
- 교환 활성을 증가시켰다 

(b).  *p<0.5, **p<0.01, ꠇ: 표준오차.
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특히 CAPAN-1 세포에서만 발현하고 있는 AE1의 경우, CAPAN-1 세포

에서 보이는 칼슘에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가를 가장 잘 설명할 수 있는 

anion exchanger 아형으로 기대했었다. 하지만 실제 ATP에 의한 

Cl
-
/HCO3

-
 교환 변화를 측정한 결과 칼슘에 의한 Cl

-
/HCO3

-
 교환 

증가는 없었다. 따라서 지금까지의 결과를 살펴볼 때 CAPAN-1 세포에서 

관찰되는 칼슘에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성 증가는 CFTR에 의한 조절일 

가능성이 크다고 생각할 수 있었다. 그림 7에서 보여주진 않았지만, 

HEK - 293 세포에 anion exchanger를 transient transfection한 방법으로 

WT-CFTR을 발현하는 PCMV-CFTR을 transfection한  후  ATP에 

의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 변화를 관찰한 결과 basal Cl

-
/HCO3

-
 교환에 비해 3배 

정도 증가하였다.
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Ⅳ. 고  찰

  췌장 관세포는 최고 140 mM의 중탄산염이 고농도로 포함되어 있는 췌액을 

분비하며, 중탄산염의 분비는 mucin plugging에 의해  췌장관이 막히거나, 

소화효소 활성에 의해 췌장관이 손상되는 것을 방지한다. 현재 이러한 고

농도 중탄산염 분비 기전에는 크게 두 가지 기전이 중요할 것이라고 생각

되고 있다. 첫째 CF 환자에서 보여지는 심한 췌액의 중탄산염 결핍 현상을 

통해 CFTR이 중탄산염 분비에 중요한 역할을 할 것이라는 것과,
2,3
 둘째 

췌장 관세포 내강막 AE가 췌장 중탄산염 분비에 있어 적어도 70∼80mM의 

중탄산염 분비를 가능하게 할 수 있다는 것이 그 것이다.
13
 이는 최근 보고 

되고 있는 CFTR 발현 의존적인 Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성에 대한 연구와 

CFTR 의존적 중탄산염 분비가 췌장관 가지의 patency 유지에 중요한 

기능을 하고 있다는 일련의 연구 성과와 잘 부합한다.
2,3,17

  지금까지 CFTR 의존적 중탄산염 분비에 대한 많은 연구들은 secretin 

또는 vasoactive intestinal peptide (VIP) 등에 의한 세포내 cAMP 증가가 

CFTR과 Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성에 어떠한 영향을 미치는지에 대해서 주로 

설명하고 있다. 최근 cholecystokinin (CCK)과 acetylcholine 같이 세포내 

칼슘을 증가시킬 수 있는 약물이 췌액과 중탄산염 분비를 증가시킨다는 

보고는 있었지만,
1,18,30
 칼슘에 의한 중탄산염 분비에 대한 분자기전에 

대해서는 거의 알려진 바가 없다. 따라서 본 실험은 칼슘 효현제에 의한 

췌장 관세포 내강막 중탄산염 분비에 대한 분자기전을 밝힌데 그 의의가 

있다고 하겠다.

  실험에 사용한 CAPAN-1과 CFPAC-1 세포는 permeable supporter에서 

3∼4일간의 배양을 통해 내강막과 측저막으로 완전히 분화된 상태였기 

때문에 실제 췌장 관세포에서 일어나는 현상을 보다 잘 나타낼 수 있는 

실험 모델이었다. 이들 췌장 관세포주 모두에서 PAR2 수용체가 측저막에만 

발현하고 있었다는 것이 실험에 사용한 세포가 완전히 분화된 세포였음을 

보여준다 (그림 1).
7
 KCl을 5 mM 포함하는 HCO3¯ 관류액에서 ATP와 

trypsin에 의해서 감소한 내강막 Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성은 오히려 ATP와 

trypsin 자극에 의한 칼슘 증가가 내강막 Cl
-
/HCO3

-
 교환 활성을 감소시켜 

중탄산염 분비를 억제하는 것처럼 보였다 (그림 2). 하지만 이 결과는 
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Cl
-
/HCO3

-
 교환을 측정한 방법이 실재 췌장 관세포에 일어나는 중탄산염 

분비 방향과는 반대로 Cl
-
는 세포 안에서 밖으로 그리고 HCO3

-
는 세포 밖에서 

안으로 이동하였기에 나타난 현상으로 설명할 수 있다. 즉, Cl
-
/HCO3

-
 

교환 측정 당시 Cl
-
가 세포 안쪽에 고농도로 존재하고 세포 외부에는 

Cl
-
가 전혀 존재하지 않기 때문에 칼슘 증가에 의해서 CaCC가 활성화되어 

AE를 통해 이동할 Cl
-
가 대부분이 CaCC를 통해 이동했기 때문이다.

8
 

그러나 실제 췌장 관세포에서 AE를 통한 Cl
-
는 세포 밖에서 안으로 그리고 

HCO3
-
는 세포 안에서 밖으로 이동하기 때문에 칼슘에 의한 CaCC의 활성은 

중탄산염 분비를 촉진할 수 있다. 본 실험에서는 CFTR이나 CaCC를 

통한 전기생성적인 Cl
-
이동을 막은 후 전기중성적인 Cl

-
/HCO3¯ 교환만을 

측정하기 위해서 100 mM KCl를 포함하는 HCO3  ̄ 관류액을 사용하였다. 

이때 WT-CFTR을 발현하는 CAPAN-1 세포에서 ATP 자극에 의한 

Cl
-
/HCO3

-
 교환은 basal Cl

-
/HCO3

-
 교환보다 164% 증가하였고, ΔF508- 

CFTR을 발현하는 CFPAC-1 세포에서는 Cl
-
/HCO3

-
 교환은 basal Cl

-
/HCO3

-
 

교환에 비해서 27% 증가하였다 (그림 3). CAPAN-1 세포에서 나타난 ATP 

자극에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가가 ATP와 trypsin에 의해 증가된 세포내 

칼슘 때문이지를 확인하기 위해 칼슘 chelator BAPTA를 처리하였다. 그 

결과 ATP와 trypsin에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가가 억제되었다. 또한 Gs 

단백을 활성화에 의한 내재적인 cAMP/PKA pathway를 증가시켜 일어나는 

반응인지를 알아보기 위해서 PKA 억제제인 H-89를 처리한 결과 Cl
-
/HCO3

-
 

교환 증가를 거의 억제하지 못하였다.
19
 이로써 CAPAN-1 세포에서 보여지는 

ATP와 trypsin에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가는 칼슘에 의해 크게 영향 받음을 

확인 할 수 있었다 (그림 4). 그리고 CAPAN-1과 CFPAC-1 세포에서 보여진 

ATP 자극에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 변화가 CFTR 때문인지 알아보기 위해 

CFPAC-1 세포에 Ad-CFTR을 transfection한 결과 200 moi에서 basal 

Cl
-
/HCO3

-
 교환보다 246% 증가하였다 (그림 6). Ad-CFTR 200 moi를 

transfection한 CFPAC-1 세포는 면역형광염색 결과 CAPAN-1 세포보다 1.4배 

많은 형광을 띠었는데 이 결과는 칼슘에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가 결과와도 잘 

일치했다 (CAPAN-1: 164%, Ad-CFTR CFPAC-1: 246%). 이상의 결과로 볼 때 

췌장 관세포 내강막에서 칼슘에 의한 중탄산염 분비에 있어 CFTR이 중요한 

역할을 하고 있음을 알 수 있었다.
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  중탄산염 분비에 있어 CFTR과 같이 중요한 역할을 하고 있는 단백의 하나로 

anion exchanger (AE)가 있다. 따라서 AE 아형이 각각의 세포에 어떻게 발현하고 

있는지와 세포내 칼슘 증가에 의해 각 AE 아형의 Cl
-
/HCO3

-
 교환이 어떻게 변화

되는지를 살펴보아야만 칼슘에 의한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가 기전을 올바로 이해할 

수 있기 때문에 AE 아형에 대한 실험을 수행하였다. 그 결과 CAPAN-1 세포는 

AE1∼4, Pendrin 그리고 SLC26A6를 발현했고, CFPAC-1 세포는 AE2∼4, 

Pendrin 그리고 SLC26A6를 발현하였다 (그림 7). AE 아형 중 AE1만이 

CAPAN-1 세포에 특이적으로 발현하고 있었는데, ATP에 의한 칼슘 증가는 

AE1의 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가에 거의 영향을 주지 못하였다. 단지 각 세포에 

모두 발현하고 있는 AE4, Pendrin 그리고 SLC26A6만이 ATP에 의한 칼슘 

증가에 의해 Cl
-
/HCO3

-
 교환이 증가하였다. 따라서 이들 아형들이 세포내 

칼슘 신호에 의해 그 활성이 조절되는 AE일 가능성이 크며, 이들이 CFTR 

존재시 단백 발현이 증가하거나 혹은 활성이 증가되는지는 후속 연구에서 

밝혀야 할 것으로 생각된다.

  본 실험의 결과는 비단 췌장 관세포 뿐만 아니라 다른 상피세포에서의 

중탄산염 분비 기전에도 적용될 것으로 생각된다. 즉, CF 환자의 경우 

중탄산염 분비 결핍으로 인해 산성이고 고장성인 땀을 분비하는데,
20
 땀샘

에서 땀 분비 신호는 cAMP가 아닌 콜린성 수용체에 의한 칼슘신호가 주요 

기전이다. 그런데 CFTR은 cAMP에 의해 활성화되는 Cl
- 
통로로 알려져 

왔기 때문에 이러한 현상을 설명하기가 힘들었다.
21,22
 하지만 본 실험 결과 

세포내 칼슘 증가에 의한 중탄산염 분비에 있어서 CFTR이 핵심적인 역할을 

수행하고 있음을 생각해 볼 때 위의 현상을 설명하는데 도움이 될 수 

있을 것이다. 그리고 CCK와 acetylcholine에 의한 중탄산염 분비 증가에 

있어 본 실험 결과는 그 기전을 적절히 설명할 수 있다. 즉, 콜린성 

수용체의 자극에 의해 췌장 관세포의 칼슘 증가뿐만 아니라 췌장 선세포의 

zymogen granule이 세포 외로 유출되면서 zymogen granule 속에 포함되어 

있는 고농도의 ATP에 의해 췌장 관세포 내강막의 P2R이 활성화되어 칼슘 

신호가 일어나고 이는 중탄산염 분비룰 더욱 촉진시킬 수 있을 것이다.
11,29
 

또한 최근 들어 주목을 받고 있는 PAR2 수용체의 생리적 역할을 생각해

볼  수  있다. 췌장염 등에 의해 mast cell이 활성화되면 mast cell에서 분비

되는 tryptase나 췌장 선세포에서 분비되는 auto-activated trypsin은 
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PAR2를 활성화할 수 있다. 이러한 PAR2의 활성 역시 췌장 관세포 

내강막의 중탄산염 분비를 증가시킬 수 있으며, 이는 췌장염에 있어 일시적인 

방어기전으로 작용할 수 있다.
7,23

  이상의 결과를 종합하여 볼 때 췌장 관세포에서 CFTR 의존적으로 칼슘

신호가 Cl
-
/HCO3

- 
교환을 증가시키는 것을 알 수 있었으며, 이 기전은 

췌장 관세포 뿐만 아니라 다른 여러 상피세포에서 칼슘신호에 의한 중탄산염 

분비에 있어서도 중요한 분자생물학적 기전으로 작용할 것이라 생각한다.
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Ⅴ. 결  론

  본 연구에서는 췌장 관세포 중탄산염 분비에 있어서 칼슘 신호가 어떠한 

역할을 하는지에 대한 실험을 통하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. CAPAN-1과 CFPAC-1 세포에서 칼슘신호를 유발하는 P2R 수용체는 내강막  

  과 측저막 모두에 발현하였고, PAR2 수용체는 측저막에만 발현하였다.

2. 고농도 K
+ 
함유 관류액에서 ATP와 trypsin에 의한 Cl

-
/HCO3

-
 교환 변화를  

  측정한 결과 CAPAN-1 세포는 ATP와 trypsin에 의해 Cl
-
/HCO3

-
   

  교환이 현저히 증가하였으며, CFPAC-1 세포는 변화가 없었다.

3. CAPAN-1 세포를 Calcium chelator인 BAPTA 처리 후 ATP로 인한  

  Cl
-
/HCO3

-
 교환 변화를 측정한 결과 Cl

-
/HCO3

-
 교환 증가가 효과적으로  

  억제되었고, PKA 억제제인 H-89는 ATP로 인한 Cl
-
/HCO3

-
 교환 증가를  

  억제하지 못하였다.

4. CFPAC-1 세포에 Ad-CFTR transfection한 결과 ATP 자극에 의한 내강막  

   Cl
-
/HCO3

-
 교환이 증가하였으며, Ad-CFTR 200 moi로 transfection 한 경우  

  basal Cl
-
/HCO3

-
 교환보다 246% 증가하였다.

5. CAPAN-1과 CFPAC-1 세포에 발현하고 있는 AE 아형을 RT-PCR을

 통해서 확인하였으며, 그 결과 CAPAN-1 세포는 AE1∼4, Pendrin   

  그리고 SLC26A6를 발현하였고, CFPAC-1 세포는 AE2∼4, Pendrin 그리고  

   SLC26A6를발현하였다.

6. AE1∼4, Pendrin 그리고 SLC26A6를 HEK-293 세포에 transient transfection  

  후 칼슘신호에 의한 AE 활성 변화를 측정한 결과 AE4, Pendrin 그리고    

   SLC26A6에서만 ATP 자극에 의해 Cl
-
/HCO3

-
 교환이 증가하였다.

  

  이상의 결과를 종합하여 볼 때 췌장 관세포에서 CFTR 의존적으로 칼슘

신호가 Cl
-
/HCO3

- 
교환을 증가시키는 것을 알 수 있었으며, 이 기전은 

췌장 관세포 뿐만 아니라 다른 여러 상피세포에서 칼슘신호에 의한 중탄산염 

분비에 있어서도 중요한 분자생물학적 기전으로 작용할 것이라 생각한다.
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Abstract

Role of calcium signaling in pancreatic bicarbonate secretion

 Wan Namkung

Department of Medical Science

The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Assistant Professor Min Goo Lee)

  Pancreatic duct cells secrete bicarbonate-rich fluids, which are 

important for maintaining the patency of pancreatic ductal trees as 

well as the intestinal digestive function. The bulk of bicarbonate 

secretion in the luminal membrane of duct cells is mediated by a 

Cl
-
-dependent mechanism (Cl

-
/HCO3

-
 exchange). In the present study, 

we provide comprehensive evidence that calcium signaling also 

activates the same CFTR- and Cl
-
-dependent HCO3

-
 transport. ATP 

and trypsin evoked intracellular calcium signaling in pancreatic 

duct-derived cells through the activation of purinergic and 

protease-activated receptors, respectively. Cl
-
/HCO3

-
 exchange activity 

was measured by recording pHi in response to [Cl-]o changes of the 

perfusate. In perfusate containing high concentrations of K
+
, which 

blocks Cl
-
 movement through electrogenic or K

+
-coupled pathways, 

ATP and trypsin highly stimulated luminal Cl-/HCO3- exchange 

activity in CAPAN-1 cells expressing wild type (WT)-CFTR, but not 

in CFPAC-1 cells which have defective (ΔF508) CFTR. Notably, 

adenoviral transfection of WT-CFTR in CFPAC-1 cells completely 
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restored the stimulatory effect of ATP on luminal Cl
-
/HCO3

-
 exchange. 

In addition, the chelation of intracellular calcium by BAPTA treatment 

abolished the effect of calcium agonists on luminal Cl
-
/HCO3

-
 

exchange. Among known anion exchanger, AE1∼4, pendrin and 

SLC26A6 were expressed in pnacreatic duct cells. Cl
-
/HCO3

-
 exchange 

activities of SLC26 family were activated either by ATP or trypsin 

treatment. However, none of SLC4 family except AE4 were activated 

by calcium. These results provide a molecular basis for calcium- 

induced bicarbonate secretion in pancreatic duct cells and highlight the 

importance of CFTR in epithelial bicarbonate secretion induced by 

various stimuli. 

Key Words : bicarbonate, CFTR, anion exchanger, calcium signaling
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