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안지오텐신 II 수용체 차단제에 의한 세포비후 차단과
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<요 약>

목 적:세포 비후 (hypertrophy)는 다양한 성장인자들의 자극과 함께 세포주기를 조절하는

일련의 세포주기 조절 단백의 작용에 의하여 결정된다. 당뇨병성 신병증의 주요 병리학적 소견

인 사구체와 세뇨관 비후에도 세포주기 조절 단백들이 관여하는 것으로 보고되고 있으며, 신병

증 초기 단계부터 족세포 비후는 관찰되는 것으로 알려져 있다. 본 연구는 장시간 고포도당으로

자극한 불멸화 마우스 족세포 (immortalized mouse podocyte)의 비후와 세포주기 조절 단백

인 p27
Kip1

, p21
Cip1

, 그리고 p57
Kip2

의 발현 변화를 관찰하고, 안지오텐신 II 수용체 차단제

(angiotensin II receptor blocker, ARB) 투여가 이들의 발현에 미치는 영향을 알아보고자 하

였다.

방 법:불멸화 마우스 족세포를 정상 포도당 (5.6 mM), 고포도당 (30 mM), 정상 포도당＋

만니톨 (24.4 mM), 정상 포도당＋안지오텐신 II (10
-7
M), 고포도당＋ARB (L-158,809, Merk,

10
-6
M), 정상 포도당＋안지오텐신 II＋ARB 군으로 나누어 7일간 배양하였다. 세포 비후 여부

를 관찰하기 위하여 세포수와 세포내 총 단백을 측정하였다. 세포주기 조절 단백의 mRNA와

단백 발현 변화는 각각 RT-PCR과 Western blot을 이용하여 관찰하였다.

결 과:고포도당과 안지오텐신 II로 자극한 분화된 마우스 족세포는 정상 포도당군에 비하여

유의한 세포 비후가 관찰되었고 (149.6±6.5% 및 155.2±8.1%, p<0.05), ARB 투여는 이러한

족세포 비후를 의미있게 감소시켰다. p27
Kip1

mRNA 및 단백 발현은 고포도당군에서 정상 포도

당군에 비하여 각각 1.5배, 2.0배 증가되었으며 (p<0.05), 이러한 p27
Kip1

mRNA 및 단백의 발

현 증가는 ARB 투여로 각각 75%, 70% 억제되었다 (p<0.05). 외부에서 투여한 안지오텐신 II

(10
-7
M)도 고포도당 자극과 유사하게 p27

Kip1
mRNA와 단백의 발현을 증가시켰다. 한편, 고포

도당이나 안지오텐신 II는 다른 세포주기 조절 단백인 p21
Cip1

과 p57
Kip2

의 단백 발현에는 영향

을 미치지 않았다.

결 론:장시간 고포도당으로 자극한 불멸화 마우스 족세포에서 세포 비후가 관찰되었으며,

ARB 투여가 이러한 고포도당에 의한 세포비후를 유의하게 억제시킨 점으로 미루어 보아 고포

도당에 의한 세포 비후가 안지오텐신 II와 관련이 있을 것으로 생각된다.
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세포외 기질의 축적이 특징적인 소견으로
1, 2)

, 고혈당

자체, 안지오텐신 II, 그리고 transforming growth

factor-β1 (TGF-β1) 등이 당뇨병성 신병증의 병태

생리에 관여하는 것으로 알려져 있다
3)
.

세포 증식과 비후는 세포주기 (cell cycle)를 조절

하는 일련의 세포주기 조절 단백에 의해 결정된다. 세

포주기 각각의 단계마다 특정 cyclin과 이와 짝을 이

루어 활성화되는 cyclin-dependent kinase (CDK)가

복합체를 이루어 세포주기를 진행시키며, CDK 억제

제 (CDK inhibitor, CKI)는 이러한 cyclin/CDK 복

합체를 억제하여 세포증식 과정을 중단시킨다. 현재

알려진 대표적인 CKI에는 표적 cyclin/CDK 복합체

의 종류와 염기서열의 유사성에 따라 크게 INK4 그

룹 (p15, p16, p18, p19)과 CIP/KIP 그룹 (p27
Kip1

,

p21
Cip1

, p57
Kip2

)이 있다
4-6)

. 당뇨병성 신병증의 발생에

관여하는 인자로 알려진 고혈당, 안지오텐신 II, 그리

고 TGF-β1 등은 세포내 CKI의 발현을 증가시킴으

로써 결국 세포 비후를 유발하며
7)
, 이러한 G1기에서

의 세포주기 정지에는 p27
Kip1

, p21
Cip1

, p57
Kip2

과 같은

CIP/KIP 그룹이 관여한다고 알려져 있다
4, 7)

.

제 1형 당뇨 동물 모델인 biobreeding (BB) 백서

와 제 2형 당뇨 동물 모델인 db/db 마우스에서 사구

체 비후와 함께 CKI의 하나인 p27
Kip1

의 발현 증가가

관찰되었으며
8, 9)

, 고포도당으로 자극한 배양 메산지움

세포에서도 protein kinase C 경로와 활성산소족 경

로를 통하여 p27
Kip1

의 발현이 증가되었다
7)
. 또한 최

근에는 제 2형 당뇨 동물 모델의 하나인 ZDF-fa/fa

백서를 이용한 동물 실험과 고농도 포도당으로 자극

한 마우스 족세포 배양 실험에서 족세포 비후와 함께

p27
Kip1

단백의 발현 증가가 보고되었다
10)
.

족세포는 사구체 여과장벽을 구성하고 있는 주요

세포로
11, 12)

, 최근에는 이러한 족세포 손상이 당뇨병성

신병증의 발생과 밀접하게 연관되어 있는 것으로 알

려져 있다
13)
. 당뇨병성 신병증 초기 단계부터 족세포

의 탈락과 더불어 족세포의 비후가 관찰되어지며
13, 14)

,

안지오텐신 전환효소 억제제나 안지오텐신 II 수용체

차단제 (angiotensin II receptor blocker, ARB)가 사

구체 비후뿐만 아니라 족세포의 변화도 억제시켰다는

보고가 있다
9, 14-16)

. 최근 Xu 등은 ARB가 streptozo-

tocin으로 당뇨를 유발시킨 백서와 고포도당으로 3일

간 자극한 족세포에서 p27
Kip1

의 발현 억제를 통하여

사구체 및 세포 비후를 억제시켰다고 하였다
17)
. 그러

나 그들은 p27
Kip1

이외의 세포주기 조절 단백의 발현

변화는 관찰하지 않았다.

이에 저자 등은 배양 족세포를 기존의 연구에 비하

여 장기간 고포도당으로 자극한 후 족세포의 비후 여

부와 p21
Cip1

, p27
Kip1

, 그리고 p57
Kip2

의 발현 변화를

관찰하였으며, 안지오텐신 II 수용체 차단제가 이러한

변화에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 족세포 (conditionally immortalized mouse

podocyte)배양

본 실험은 미국의 Peter Mundel 교수 (Albert

Einstein College of Medicine, Bronx, NY)로부터

기증받은 불멸화 마우스 족세포를 사용하였다. 이 세

포는 33℃에서 gamma interferon이 포함된 배양액으

로 배양 (permissive condition)하면 일반적인 상피세

포와 유사하게 증식을 하지만, 37℃에서 gamma in-

terferon이 없는 배양액으로 배양 (nonpermissive

condition)하면 생체내 족세포와 유사하게 증식이 정

지되면서 족돌기를 갖는 세포로 분화 (differentiation)

되는 특성을 가지고 있다. 본 연구에서는 37℃에서 2

주 동안 배양하여 분화를 유발시킨 족세포를 이용하

여 실험하였다.

2. 세포 실험

세포 실험은 분화된 족세포가 용기에 거의 찬 상태

에서 실시하였다. RPMI 배양액을 이용하여 세포를

배양한 후 D-glucose를 이용하여 정상 포도당 (5.6

mM), 고포도당 (30 mM), 정상 포도당＋안지오텐신

II (10
-7
M), 고포도당＋ARB (L-158,809, Merk, 10

-6
M),

정상 포도당＋안지오텐신 II＋ARB군으로 나누어 실

시하였다. 포도당에 의한 삼투압 효과를 배제하기 위

해 포도당 농도가 5.6 mM인 배양액에 24.4 mM 만

니톨을 첨가한 배양액도 사용하였다. 각각의 배양 조

건에서 7일간 배양한 후 세포로부터 RNA와 단백을

추출하였다. 총 3회의 반복 실험을 실시하였다.

3. 세포 비후 측정

세포 비후 정도는 세포수에 대한 세포내 총 단백의

비로 측정하였다. 100 mm 배양 용기에 상기 배양 조

건으로 7일간 배양한 후 배양액을 제거하고 0.05%
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trypsin과 0.21 mmol/L EDTA로 처리하여 세포들을

떼어내 원침시켰다. 이후 PBS로 세척하여 족세포들을

재부유시킨 후 일부는 hemocytometer를 이용하여 족

세포 숫자를 측정하는데 사용하였으며, 나머지 세포들

은 0.5 mol/L NaOH로 처리한 후 개량된 Lowry 법

을 이용하여 총 단백을 정량하는데 사용하였다.

4. 총 RNA 추출 및 중합효소 연쇄반응

(Polymerase chain reaction, PCR)

총 RNA를 추출하기 위하여 RNA STAT-60 re-

agent (Tel-Test, Inc., Friendswood, TX, USA)

100 µL로 배양한 족세포를 처리하여 세포 균질액을

만들었다. 여기에 700 µL의 RNA STAT-60 reagent

를 첨가하고 vortex 한 후 실온에 5분간 두었다. 이

후 400 µL의 chloroform을 첨가하고 30초간 손으로

충분히 흔들어 섞은 후 3분간 실온에 보관한 다음

4℃ 12,000 rpm에서 15분간 원심분리한 후 상층액을

새로운 tube로 옮겼다. 여기에 400 µL의 isopropanol

을 첨가하고 다시 4℃ 12,000 rpm에서 30분간 원심

분리하였다. RNA 침전물을 차가운 70% ethanol로

세척한 후 Speed Vac으로 건조시키고, DEPC로 처리

한 증류수를 사용하여 희석시켰다. 분리된 RNA 순도

는 spectrophotometer상 260 nm와 280 nm에서 측

정된 optical density 값을 이용하여 확인하였다.

cDNA는 Boehringer Mannheim cDNA synthesis

kit (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,

Germany)를 이용하여 제작하였다. 족세포로부터 분

리한 총 RNA 중 2 µg의 RNA에 10 µM random

hexanucleotide primer 1 mM dNTP, 8 mM MgCl2,

30 mM KCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 0.2 mM

dithiothreithol, 25 U RNAse inhibitor, 그리고 40 U

AMV reverse transcriptase를 첨가하였다. 이 혼합

물을 30℃에서 10분, 42℃에서 1시간, 그리고 99℃에

서 5분간의 incubation 과정을 거친 후, -70℃에 보

관하였다.

GAPDH와 p27
Kip1

mRNA의 발현은 PCR을 이용하

여 분석하였다. PCR을 위한 primer는 Life Tech-

nologies사 (Seoul, Korea)에 의뢰하여 제작하였으며,

마우스 GAPDH sense primer 염기 서열은 5‘-CCT

GCACCACCAACTGCTTAGC-3', antisense pri-

mer 염기 서열은 5’-CCAGTCAGCTTCCCGTTCAG

C-3', 마우스 p27
Kip1

sense primer 염기 서열은 5'-

CGTGAGAGTGTCTAACGGG-3', antisense primer

염기 서열은 5'-CGAGTCAGGCATTTGGTCC-3이었

다.

중합효소 연쇄반응은 10 ng (GAPDH) 또는 20 ng

(p27
Kip1

) RNA에 해당하는 cDNA, TaqGold DNA

polymerase (Applied Biosystems, Inc. Foster, CA,

USA), 20 µM dNTP, 각각 25 pmol sense 및 anti-

sense primer, 1.5 mM/L MgCl2를 함유한 50 µL 반

응 혼합물을 사용, 95℃에서 9분 가열한 후 94.5℃에

서 45초, 그리고 72℃에서 1분간 32 cycles (GAPDH)

또는 45 cycles (p27
Kip1

)를 시행한 후 마지막에는 7

2℃에서 7분간 더 반응시키는 방법으로 하였다. PCR

이 끝난 후 증폭된 PCR 산물은 0.05 µg/mL ethi-

dium bromide가 포함된 2% agarose gel에서 전기

영동하였다. TINA image software (Raytest, Str-

aubenhardt, Germany)를 이용하여 O.D.값을 측정하

였으며, 각 실험 조건 하에서의 p27
Kip1

mRNA의 발

현 정도는 GAPDH mRNA의 발현 정도로 보정하

였다.

5. 단백 추출 및 Western blot 분석

각 군의 배양 족세포를 sodium dodecyl sulfate

(SDS) sample buffer (2% SDS, 10 mM Tris-HCl,

pH 6.8, 10% [vol/vol] glycerol)를 이용하여 용해시

킨 후, 세포 용해액을 4℃에서 12,000 rpm으로 10분

간 원심분리하였다. 상층액내 단백은 Bio-Rad kit

(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)

를 이용하여 농도를 결정한 후 등분하여 -70℃에 보

관한 후 실험에 이용하였다. 동량의 단백을 Laemmli

sample buffer로 처치, 100℃로 5분간 가열한 후, 8%

acrylamide denaturing SDS-polyacrylamide gel을

이용하여 전기영동을 하였다. 전기영동 후 gel내 단백

은 semidry blotting 기계를 이용하여 Hybond-ECL

nitrocellulose membrane (Amersham Life Science,

Inc, Arlington Heights, IL, USA)에 이전하였다.

Membrane을 실온에서 1시간 동안 blocking buffer

A (1x PBS, 0.1% Tween-20, 그리고 8% nonfat

milk)로 처치한 후 p27
Kip1

, p21
Cip1

, p57
Kip2

, 또는 β-

actin 대한 1차 항체 (Santa Cruz Biotechnology,

Inc., Santa Cruz, CA, USA)로 4℃에서 하룻밤 동안

반응시켰다. Membrane을 1xPBS와 0.1% Tween-20

로 15분간 1회, 5분간 2회 처치한 후, 1 : 10,000으로 희
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석된 horseradish peroxidase-linked anti-mouse IgG

가 함유된 buffer A에 1시간 동안 반응시킨 다음

3ience, Inc.)을 이용하여 가시화하였다. Signal은

TINA image software를 이용하여 O.D.값을 측정

하였다.

6. 통계 분석

모든 결과는 평균±표준오차 (SEM)로 표시하였다.

통계 분석은 SPSS 통계 프로그램 윈도우용 11.0

(SPSS, Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하였다. 결과

들은 Mann-Whitney U 검정이나 Kruskal-Wallis

Fig. 1. Cellular hypertrophy expressed as protein/cell numbers in
podocytes exposed to normal glucose (5.6 mM, NG), NG＋
mannitol (M, 24.4 mM), NG＋angiotensin II (AII, 10

-7
M), high

glucose (30 mM, HG), and HG＋angiotensin II receptor blocker
(ARB) (L-158, 809, 10

-6
M). The ratios of protein/cell number

were increased by 1.5-fold in podocytes exposed to HG or
AII and the increment in the ratio of protein/cell number
induced by HG was significantly inhibited with ARB treatment
by 70% (N=5 in each group).
*
p<0.05 vs. NG,

†
p<0.05 vs. HG

Fig. 2. (A) A representative RT-PCR electrophoresis for p27
Kip1

and
GAPDH mRNA of podocytes (N=6 in each group). (B) Values
are the intensities of densitometric readings of p27

Kip1
mRNA

corrected for GAPDH mRNA. The p27
Kip1
/GAPDH mRNA

ratios of podocytes exposed to high glucose (30 mM, HG) or
angiotensin II (AII, 10

-7
M) were significantly higher than that

of normal glucose (5.6 mM, NG). Angiotensin II receptor
blocker (ARB, L-158, 809, 10

-6
M) significantly ameliorated the

HG-induced p27
Kip1
mRNA expression by 75%.

*
p<0.05 vs. NG,

†
p<0.05 vs. HG
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다중 비교용 비모수 검정을 사용하여 분석하였으며, p

값이 0.05 미만인 경우 의미 있는 것으로 간주하였다.

결 과

1. 고포도당 자극에 따른 배양 족세포의 비후 및

ARB의 효과

세포 비후의 간접적인 측정 지표로 세포수에 대한

세포내 총 단백 비를 사용하였다. 고포도당군과 안지

오텐신 II (10
-7
M) 처치군에서 정상 포도당군에 비하

여 동일한 족세포 수에 대한 세포내 단백 비가 유의

하게 증가되었으며 (각각 149.6±6.5%, 155.2±8.1%,

p<0.05), 이와 같은 고포도당 자극에 의한 세포 비후

효과는 ARB 투여로 약 70% 억제되었다 (Fig. 1).

2. 고포도당으로 자극한 배양 족세포에서

cyclin-dependent kinase inhibitor

단백의 차등 발현

고포도당으로 7일간 자극한 족세포에서 p27
Kip1

mRNA의 발현은 정상 포도당군의 약 1.5배 수준으로

증가된 반면 (p<0.05), 양군 사이에 GAPDH mRNA

의 발현에는 차이가 없었다 (Fig. 2). Western blot을

이용하여 측정한 p27
Kip1

의 단백 발현도 mRNA 발현

과 유사하게 정상 포도당군에 비하여 고포도당군에서

유의하게 증가되었으며, TINA software를 이용하여

측정한 O.D.는 정상 포도당군에 비하여 고포도당군에

서 약 2배 증가되어 있었다 (p<0.05, Fig. 3). 안지오

텐신 II (10
-7
M) 처치군에서도 고포도당군과 유사하게

p27Kip1 mRNA 및 단백의 발현이 의미있게 증가되

었으며 (Fig. 2, 3), 삼투압 효과를 배제하기 위하여

만니톨을 첨가한 배양액은 p27
Kip1

의 단백 발현에 영

향을 주지 않았다. 한편, p21
Cip1

과 p57
Kip2

의 단백 발

현은 정상 포도당군, 고포도당군, 그리고 안지오텐신

II (10
-7
M) 처치군 사이에 의의있는 차이가 관찰되지

않아 (Fig. 4, 5) p27
Kip1

단백과는 다른 양상을 나타

냈다.

3. ARB가 고포도당으로 자극한 배양 족세포에서

p27
Kip1

mRNA 및 단백의 발현에 미치는

영향

고포도당으로 자극한 족세포에서 ARB (L-158,809,

10
-6
M) 투여는 고포도당에 의한 p27

Kip1
mRNA 및

단백의 발현 증가를 각각 75%, 70% 억제시켰다 (p<

0.05). 또한 이와 같은 ARB 투여는 안지오텐신 II

Fig. 3. (A) A representative Western blot of p27
Kip1

in podocytes
(N=4 in each group). (B) Values are the intensities of
densitometric readings of p27

Kip1
protein. Compared to normal

glucose (5.6 mM, NG), the p27
Kip1

protein expression was
significantly increased in podocytes exposed to high glucose (30
mM, HG) or angiotensin II (AII, 10

-7
M). Angiotensin II

receptor blocker (ARB, L-158, 809, 10
-6
M) treatment sig-

nificantly inhibited the increase in p27
Kip1

protein expression
induced by HG. The mannitol (M, 24.4 mM) had no effect on
the p27

Kip1
protein expression in podocytes.

*
p<0.05 vs. NG,

†
P<0.05 vs. NG＋AII,

‡
p<0.05 vs. HG
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(10
-7
M) 처치군에서의 p27

Kip1
단백의 발현 증가도 효

과적으로 억제시켰다 (p<0.05, Fig. 2, 3).

고 찰

본 연구 결과상 7일간의 고포도당 자극은 배양 마

우스 족세포의 비후와 함께 p27
Kip1

mRNA 및 단백의

발현을 증가시켰으며, 이러한 고포도당 자극에 의한

세포 비후와 p27
Kip1

의 발현 증가는 안지오텐신 II 수

용체 차단제 L-158,809에 의하여 효과적으로 억제되

었다. 이는 기존의 고포도당 자극에 의한 족세포 비후

와 이에 대한 안지오텐신 II 수용체 차단제의 효과와

일치하였다.

진행된 당뇨병성 신병증은 병리학적으로 미만성 또

는 결절성 사구체경화증과 세포외 기질의 축적이 특

징적인 소견이지만 초기에는 주로 사구체 및 기저막

의 비후가 나타난다
1-3)

. 세포의 비후는 생화학적으로

DNA 복제없이 단백과 RNA 양이 증가되면서 세포의

크기 증가가 동반되는 현상이다
4, 5, 18)

. 이와 같은 세포

성장 과정은 세포주기의 각 단계마다 관련된 특정 성

장인자들과 일련의 세포주기 조절 단백들에 의하여

엄격하게 조절되고 있다
5)
. 당뇨병성 신병증과 관련된

Fig. 5. A representative Western blot of p57
Kip2

in podocytes ex-
posed to normal glucose (5.6 mM, NG), high glucose (30
mM, HG), or angiotensin II (AII, 10

-7
M). There were no

significant changes in p57
Kip2

protein expression among the
groups (N=4 in each group).

Fig. 4. A representative Western blot of p21
Cip1
in podocytes exposed

to normal glucose (5.6 mM, NG), high glucose (30 mM, HG),
or angiotensin II (AII, 10

-7
M). There were no significant

changes in p21
Cip1
protein expression among the groups (N=4 in

each group).
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최근의 연구들을 보면, 고포도당 자극과 안지오텐신

II 등이 세포주기 조절 단백 중 cyclin-dependent

kinase 억제제 (CDK inhibitor, CKI)의 발현을 증가

시켜 관련 사구체 세포들을 G1기에 정지시킴으로써

세포 비후가 유발되는 것으로 보고되고 있다
4, 7)

. 특히

세포주기 조절 단백 중 당뇨병성 신병증에서 나타나

는 사구체 비후는 주로 p27
Kip1

이나 p21
Cip1

단백들이

관여하는 것으로 알려져 있다
3)
. 배양 메산지움 세포를

고포도당으로 자극하면 초기 (24시간 이내)에는 증식

이 일어나다가 이후에는 G1기에서 세포주기가 정지되

고 점진적인 세포 비후가 나타난다. 즉 고포도당 자극

으로 발현이 증가된 p27
Kip1

단백은 세포주기 중 G1기

의 후반부에 관여하는 CDK2 단백과 결합하여 세포

주기의 진행을 유발하는 cyclin-CDK2 복합체 기능을

억제하고 세포주기의 진행을 G1/S기에서 중지시킨다
5-7)

. 또한 p27
Kip1

(-/-)인 메산지움 세포는 고포도당

자극에도 G1기 중지가 일어나지 않으며, 이러한 p27

(-/-)인 세포에 inducible vector system을 이용하여

p27
Kip1

단백을 재구성 (reconstitute)시키면 고포도당

에 의한 메산지움 세포 비후가 대조군과 동일하게 유

발된다. 뿐만 아니라 p27
Kip1

또는 p21
Cip1

에 대한

antisense oligonucleotide 투여는 이와 같은 고포도

당에 의한 세포 비후 작용을 억제시킨다
19)
.

Streptozotocin 유발 당뇨 백서
20)
와 db/db 마우스

당뇨 모델
9)
에서도 사구체내 p27

Kip1
또는 p21

Cip1
단백

발현 증가가 관찰되었고, p21
Cip1

(-/-) 마우스나

p27
Kip1

(-/-) 마우스는 당뇨가 유발되어도 사구체 비

후가 억제되거나 거의 나타나지 않았다
21)
. 이와 같은

세포 배양 실험과 당뇨병성 신병증 동물 모델로부터

얻은 실험 결과들은 당뇨병성 신병증에서 동반되는

사구체 비후와 세포주기 조절 단백 사이의 중요한 상

관관계를 보여준다.

족세포는 사구체의 구조를 지지할 뿐만 아니라 사

구체 여과장벽의 주요 구성 세포로, 사구체 여과 선택

성을 유지하는데에 중요한 역할을 담당한다
22)
. 이와

같은 족세포는 세포주기 조절 단백인 p27
Kip1

과

p57
Kip2

단백들의 발현이 본질적으로 증가되어 있어

세포 성장이 정지된 분화된 상피세포이다
23)
. 최근에는

이러한 족세포의 손상이 당뇨병성 신병증을 포함한

각종 사구체 질환의 병인으로 이야기 되어지고 있다
24,

25)
. 제 2형 당뇨를 동반한 Pima Indian의 신생검 연

구 결과를 보면, 당뇨병성 신병증의 초기 단계부터 이

미 사구체당 족세포의 수가 감소되어 있으면서 족돌

기 (foot process)의 융합과 족세포 비후 소견이 관찰

되어진다
13)
. 그리고 제 2형 당뇨 동물 모델의 하나인

Zucker 비만 백서 (Zucker diabetic fatty rat, ZDF-

fa/fa)에서도 사구체 용적의 증가와 함께 족세포에 국

한된 p27
Kip1

와 p21
Cip1

단백의 발현이 증가되었다는

보고가 있다. 뿐만 아니라 고포도당으로 자극한 족세

포 배양 연구에서도 족세포 비후와 함께 p27
Kip1

단백

의 발현 증가가 관찰되었다
10)
. 이외에도 Kuan 등은

족세포는 아니지만 메산지움 배양 세포에서 고포도당

이 p21
Cip1

의 단백 발현은 증가시킨 반면 p57
Kip2

의 발

현에는 변화가 없었다고 하였다
20)
. 본 연구에서도 기

존의 연구 결과들
8-10, 17, 19)

과 유사하게 장기간 고포도

당으로 자극한 족세포에서 세포 비후와 Western blot

상 p27
Kip1

의 단백 발현이 증가되었으나, p21
Cip1

이나

p57
Kip2

단백의 발현에는 변화가 없었다. 이와 같은 차

등 발현 양상은 실험에 사용한 세포의 종류, 고포도당

으로 자극한 기간, 그리고 배양액내 우태아 혈청의 농

도 등에 차이가 있었기 때문으로 생각된다. 한편, 만

니톨로 자극한 경우에는 족세포의 비후나 p27
Kip1

단

백 발현 증가가 나타나지 않아 이와 같은 족세포 변

화는 고포도당 자극으로 유발되었을 것으로 생각된다.

안지오텐신 II는 레닌-안지오텐신계의 주요 산물로

서 사구체내 고혈압을 유발하거나 TGF-β와 같은

성장인자를 증가시켜 당뇨병성 신병증의 발생 및 진

행을 촉진한다
3)
. 이와 같은 안지오텐신 II는 고포도당

자극과 유사하게 세포주기 조절 단백인 p27
Kip1

단백의

발현 증가를 통하여 사구체 메산지움 세포
19)
, 신세뇨

관세포
26)
, 그리고 혈관 평활근세포

27)
의 비후를 유발한

다. 최근에는 안지오텐신 II가 족세포에서도 p27
Kip1

의

발현을 증가시킨다는 보고가 있었으며
16, 17)

, 이러한

p27
Kip1

의 발현 증가로 인하여 족세포 비후도 일어날

것으로 생각된다. 안지오텐신 II는 족세포의 제 1형 안

지오텐신 II 수용체를 통하여 족세포의 세포골격을 이

루는 actin 섬유의 전위 (rearrangement)
28)
, 족세포

사멸 (apoptosis)
29)

그리고 nephrin
30)
이나 zonula

occludens-1
31)
의 발현을 조절한다. 한편 안지오텐신

전환효소 억제제나 ARB는 당뇨병성 신병증에서 표준

치료제로 권장되어지는 약제로, 단백뇨를 감소시킬 뿐

만 아니라 사구체 비후 및 족세포 탈락도 예방하는

것으로 알려져 있다
31-34)

.

이러한 안지오텐신 II 억제제의 효과는 사구체내
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압력 감소와 같은 혈액역동학적 개선 뿐만 아니라 안

지오텐신 II에 의하여 유도되는 대표적인 비후인자인

TGF-β나 안지오텐신 II에 의한 CKI 발현 증가 억

제를 통하여 나타날 것으로 추측되고 있다
35)
. Wolf

등은 제 1형 당뇨 동물 모델인 BBdp 백서의 사구체

에서 Western blot과 면역조직학적 방법을 통하여

세포주기 조절 단백인 p16
INK4

, p21
Cip1

, 그리고 p27
Kip1

단백의 발현 증가를 관찰하였다. 그리고 3주간의 안

지오텐신 전환효소 억제제 투여는 혈압이나 혈당과는

무관하게 사구체내 p16
INK4

와 p27
Kip1

단백의 발현 증

가를 억제하였다
8)
. 본 연구에서도 ARB 투여는 장기

간의 고포도당 자극에 의한 족세포 비후와 p27
Kip1

단

백의 발현 증가를 억제시켰으며, 이와 같은 결과는 기

존의 연구 결과와 일치하였다. 이러한 ARB의 효과는

고포도당에 의하여 분비가 증가된 안지오텐신 II의 작

용을 억제시켰기 때문으로 생각된다. 한편, 기존의 연

구에 비하여 고용량의 ARB 사용에도 불구하고 세포

비후의 억제 효과가 더 증가하지 않았다. 이와 같은

결과는 장기간의 고포도당 자극에 의한 산화성 스트

레스의 증가 등에 의하여 ARB의 효과가 경감되었을

가능성이 있다. 고농도의 안지오텐신 II 자극은 배양

족세포에서 세포사멸을 유발한다고 알려져 있다
29)
. 본

연구에서도 장기간의 고포도당 자극과 고농도의 안지

오텐신 II 투여가 족세포에서 세포사멸을 유발시켰을

가능성은 충분히 있으나, 족세포 비후와 CKI의 단백

발현 변화가 주 연구 목적이었던 관계로 세포사멸 현

상에 대해서는 관찰하지 않았다.

이상의 결과로 장기간의 고포도당 자극은 기존의

연구에서와 같이 족세포 비후와 함께 p27
Kip1

mRNA

와 단백의 발현을 증가시켰으며 이러한 변화는 ARB

처치에 의하여 효과적으로 억제되었다. 따라서 당뇨병

성 신병증의 표준 치료제인 안지오텐신 II 수용체 차

단제는 혈압 조절이나 단백뇨 감소 효과 외에 추가적

인 신기능 보호 효과가 있을 것으로 사료된다.
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Angiotensin II Receptor Blocker Induced

Inhibition of Cellular Hypertrophy and

Differential Expression of

Cyclin-dependent Kinase Inhibitors in
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, M.D., Tae-Hyun Yoo, M.D.
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Background : Hypertrophy of podocytes is ob-

served in type 2 diabetic patients. Cellular hyper-

trophy requires combined effects of various mitogen-

induced entry into the cell cycle and subsequent cell

cycle arrest at the G1/S interphase. This cell cycle

arrest is mediated by various cyclin-dependent

kinase inhibitors (CKIs). We investigated the effect

of angiotensin II receptor blocker (ARB) treatment

on podocyte hypertrophy and CKIs expression in

cultured podocytes stimulated by long-term high

glucose.

Methods : Immortalized mouse podocytes were

cultured in media containing 5.6 mM normal glucose

(NG), 30 mM high glucose (HG), or NG＋angio-

tensin II (AII, 10
-7
M) for 7 days with or without

ARB (L-158,809, 10
-6
M). Cellular hypertrophy was

assessed by measurement of cellular protein/cell

counts, and CKIs mRNA and protein expression

were assessed by reverse-transcription polymerase

chain reaction (RT-PCR) and Western blot, respec-

tively.

Results : Cellular hypertrophy was induced in

podocytes exposed to HG or AII compared to NG

cells and this HG-induced cellular hypertrophy was

inhibited with ARB treatment by 70% (p<0.05). In

addition, there were 1.5-fold and 2.0 fold increases

in p27
Kip1

mRNA and protein expression, respec-

tively, in HG-stimulated podocytes compared to NG-

treated cells (p<0.05). p27
Kip1

mRNA and protein

expression were also increased in cultured podocytes

stimulated by AII by 156% and 199%, respectively
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(p<0.05). ARB treatment ameliorated HG-induced in-

crease in p27
Kip1

mRNA by 75% and protein ex-

pression by 70% (p<0.05). In contrast, there were no

significant changes in p21
Cip1

and p57
Kip2

protein ex-

pression in cultured podocytes exposed to HG or

AII.

Conclusion : High glucose induced significant

cellular hypertrophy and increased p27Kip1 mRNA

and protein expression in cultured mouse podocytes,

and these changes were effectively inhibited by ARB

treatment. (Korean J Nephrol 2006;25(5):695-704)

Key Words : Podocyte, p27
Kip1

, High glucose, An-

giotensin II receptor blocker
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