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국국국 문문문 요요요 약약약

신신신경경경세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 전전전압압압비비비의의의존존존적적적 조조조절절절 메메메커커커니니니즘즘즘

전압의존적 칼슘채널은 세포 내 칼슘의 농도를 조절하는 데에 매우 중요한
역할을 담당하고 있다.따라서 세포 내 칼슘의 조절과 이와 관련된 세포기능의 항
상성을 이해하기 위해서는 전압의존적 칼슘채널이 조절되는 메커니즘을 세포 및
분자수준에서 규명하는 것이 반드시 필요하다 하겠다.일반적으로 시냅스전달이
지나치게 항진이 될 경우 방출된 신경전달물질이 시냅스 말단에 존재하는 칼슘채
널을 억제함으로써 신경기능을 정상으로 회복시켜주는 일종의 음성되먹임 메커니
즘이 작동된다.이러한 신경전달물질에 의한 칼슘채널의 억제는 전압의존적 억제
와 전압비의존적 억제로 나누어진다.전압의존적 억제의 메커니즘은 N-형 칼슘채
널을 대상으로 분자수준에서 많이 규명되었지만 현재까지 칼슘채널의 전압비의존
적 억제의 메커니즘은 거의 알려져 있지 않다.따라서 본 연구에서는 신경 칼슘채
널의 전압비의존적 억제 메커니즘의 일부를 분자수준에서 규명하였다.이를 위해
무스카린성 수용체인 인간 M1수용체와 꼬마선충 GAR-3수용체를 부교감 내심신
경 및 COS-7세포에 각각 이종발현을 시키고 전세포 패치클램프 방법을 사용하여
칼슘전류를 기록하였다.
연구의 결과로 내심신경세포에 이종발현을 시킨 M1무스카린성 수용체는 고전압

에서 활성화되는 칼슘채널에 기능적으로 연결되어 카바콜(carbachol)의 농도에 의존적
인 억제를 일으켰다.역전사 연쇄중합반응의 분석결과 내심신경세포는 Gq/11아과의 아
형들을모두발현함을 확인할 수 있었다.M1수용체 활성에 의한 칼슘채널의 억제는 전
압비의존적으로 일어났으며,광견병 독소에 민감한 Gq/11단백질에 의해 매개되었다.
유리 Gβγ를 트랜스듀신과 GRK2-ct로 완충하였을 때 칼슘채널의 억제 정도는 현저히
감소하였다.반면에 유리 Gαq/11 RGS2나PLCβ-ct로완충하였을때 칼슘채널의억제정
도는 영향을 받지 않았으나,억제모드가 전압비의존적 모드에서 전압의존적 모드로 전
환되었다.세포 내 칼슘을 BAPTA로 완충하였을 때는 전압비의존적 억제가 일어나는



속도가 감소하였다.
한편,COS-7세포에 이종발현을 시킨 GAR-3수용체는 α1B/β3/α2δ로 이루어진 N-형
칼슘채널에 기능적으로 연결되어 아트로핀에 민감한 억제를 일으켰다.GAR-3수용체
활성에 의한 칼슘채널의 억제는 옥소트레모린(oxo-M)의 농도의존적 및 전압비의존적
으로 일어났으며,억제작용의 역가는 M1수용체를 발현하였을 때와 거의 차이가 없었
다.GDPβS를 세포 내로 넣어주었을 때,oxo-M에 의한 칼슘채널의 억제가 차단되었다.
GAR-3수용체 활성에 의한 칼슘채널의 억제는콜레라 독소와 백일해독소의 전처치에
의해서는 차단되지 않았지만 광견병 독소의 전 처치에 의해서는 차단되었다.유리 Gβγ

를 트랜스듀신과 GRK2-ct로 완충하였을 때 칼슘채널의 억제 정도는 현저히 감소하였
다.뿐만 아니라 유리 Gαq/11을 PLCβ-ct로 완충하였을 때에도 칼슘채널의 억제정도가
50%정도 감소되었다.한편,억제모드가 전압비의존적 모드에서 전압의존적 모드로 전
환되는 것을 kineticslowing으로 확인하였지만 prepulsefacilitation은 뚜렷하게 나타
나지 않았다.또한 GAR-3수용체 활성에 의한 칼슘채널의 억제 모드는 칼슘채널 β보
조서브유닛에의존적으로나타났다.
이상의 결과로부터 칼슘채널의 전압비의존적 억제에는 Gq/11단백질의 α 및 βγ 

서브유닛이 모두 필요한데 Gβγ가 칼슘채널의 억제에 주된 역할을 하며,Gαq/11은
전압비의존적 모드를 유지하는 데 중요한 역할을 함을 알 수 있었다.세포 내 칼
슘은 Gαq/11이 작용하는 속도를 빠르게 해주는 보조인자의 역할을 할 것으로 추측
되며,칼슘채널을 이루고 있는 보조서브유닛,특히 Cavβ의 역할이 중요함을 알 수
있었다..

핵심되는 말 전압의존적 칼슘채널 무스카린성 수용체 수용체
단백질 내심신경세포 세포 α βγ
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세포 내 칼슘(Ca2+)은 신경전달물질 방출(neurotransmitterrelease),호르몬 분
비(hormonesecretion),신경의 흥분성(excitability),시냅스연접의 가소성(synaptic
plasticity),근육의 수축,화학주성(chemotaxis),유전자 발현,세포의 성장과 분화
및 apoptosis등의 다양한 과정의 조절에 중요한 역할을 담당한다(Hille,1994).세
포 내 칼슘 농도를 조절하는 데에는 여러 가지 다양한 리간드에 의해 활성화되는
채널(ligand-gatedchannel)과 펌프들의 기능도 필요하지만 무엇보다도 전압의존적
칼슘채널(voltage-dependentCa2+ channel)이 그 중심 역할(keyrole)을 담당하고
있다(Bootman등,2001).따라서 세포 내 칼슘의 조절과 이와 관련된 세포기능의
항상성(homeostasis)을 이해하기 위해서는 전압의존적 칼슘채널의 종류 및 특성과
이들이 조절되는 메커니즘을 세포 및 분자수준에서 이해하는 것이 반드시 필요하
다 하겠다.

111...111전전전압압압의의의존존존적적적 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 분분분류류류
표 1에 나타낸바와 같이 전압의존적 칼슘채널을 전기적 특성에 따라 분류하면

강한 탈분극(depolarization) 자극에 의해서만 활성화되는 고전압활성(high



voltage-activated,HVA)칼슘채널과 낮은 전압에서 활성화되어 안정막 전압 근처
에서 칼슘이 세포 내로 유입되도록 하는 저전압활성(low voltage-activated,LVA)
칼슘채널로 나눌 수가 있다(Nowycky등,1985;Fox등,1987).HVA 칼슘채널은
칼슘이 지나가는 통로(pore)를 형성하는 α1서브유닛을 중심으로 β,α2δ,그리고 γ

의 보조 서브유닛들로 이루어져 있다.전압의존적 칼슘채널의 α1서브유닛은 전압
의존적인 소디움 채널이나 포타슘 채널처럼 6개의 막횡단 도메인(trans-
membranedomain)을 가지고 있으며 각 도메인은 6개의 분절(segment)로 이루어
져 있다.이 중 4번째 분절(S4)은 생리적 pH에서 양성전하를 띠는 아미노산인 알
기닌(arginine)과 라이신(lysine)이 배열되어 있어 세포막 전압의 변화를 감지하여
칼슘채널을 개폐하는 데 관여하고 있으며,5번째(S5)와 6번째(S6)분절사이의 연결
루프(hairpinloop이라 불림)는 칼슘채널의 내벽을 형성함으로써 칼슘이온에 대한
선택성(selectivity)을 부여한다.현재 α1 서브유닛의 분자생물학적 클로닝에 의해
HVA 칼슘채널은 CaV1아과(subfamily)와 CaV2아과로 나눌 수 있다.CaV1아과
는 dihydropyridine(DHP)에 민감한 L-형 칼슘채널을 코딩하는 α1S(CaV1.1),α1C
(CaV1.2),α1D(CaV1.3),그리고 α1F(CaV1.4)의 네 가지 아형(isoform)으로 이루어져
있다.CaV2아과는 주로 신경에 많이 분포되어 있는 데 P/Q-형,N-형,및 R-형을
각각 코딩하는 α1A(CaV2.1),α1B(CaV2.2),그리고 α1E(CaV2.3)의 세 가지 아형으로
이루어져 있다.이중 시내스 전달에서의 역할이 크고 특수한 독소에 민감한 N-형
과 P/Q-형 칼슘채널에 관해 집중적으로 연구되고 있다.N-형 채널은 바다 달팽이
의 한 종류인 Conus geographus로부터 분리된 독소인 ω-conotoxin GVIA
(ω−CgTxVIA)에 의해 선택적으로 억제 된다(Aosaki및 Kasai,1989;Plummer등,
1989). N-형 채널은 또한 Conus magnus에 분리한 ω-conotoxin MVIIC
(ω−CgTxMVIIC)에 의해서도 억제되나 이 독소는 P/Q-형 채널도 같이 억제시킨다.
따라서 P/Q-형 채널이 기여하는 신경의 칼슘전류요소를 동정하려면 먼저
ω−CgTxVIA로 N-형 칼슘채널을 먼저 억제시켜야한다.P/Q-형 채널은 또한 독거
미 Agelenopsisaperta에서 분리한 독소인 ω-AgaIVA에 의해 선택적으로 억제된다
(Mintz등,1992;Sather등,1993).P-및 Q-형 채널은 같은 유전자(Cav2.1)의
alternative splicing을 통해 만들어지는 데 신경에서는 ω−CgTxMVIIC와



ω-AgaIVA에 대한 민감도의 차이에 의해 구별될 수 있다.즉,P-형 채널은
ω-AgaIVA에,Q-형 채널은 ω−CgTxMVIIC에 더 민감하게 억제된다(Zhang 등,
1993;Randall및 Tsien,1995).R-형 칼슘채널은 DHP와 이들 독소들(ω−CgTxVIA,
ω−CgTxMVIIC 및 ω-AgaIVA)에 억제되지 않는 것으로 확인되는데 일부 R-형 채
널이 독거미 Histerocratesgigas로부터 분리된 SNX-482에 민감한 것으로 보고되었
다(Tottene등,2000;Wilson등,2000).LVA 칼슘채널은 T-형 칼슘채널로 알려져
있는데 최근에 CaV3아과에 속하는 α1G(CaV3.1),α1H(CaV3.2),그리고 α1I(CaV3.3)
의 세 가지 아형으로 존재함이 밝혀졌다(Cribbs등,1998;Perez-Reyes,1998;Lee등,
1999a;Williams등,1999;McRory등,2001).HVA칼슘채널의보조서브유닛으로현재
까지 4개의 β 서브유닛,4개의 α2δ 서브유닛(Qin등 2005),그리고 8개의 γ 서브유닛
(Tomita등 ,2003)이 클로닝되었다.그러나 HVA 칼슘채널과는 달리 LVA 칼슘채널
의 선택적 차단제와 보조 서브유닛의 존재는 현재 알려져 있지 않다.

111...222칼칼칼슘슘슘채채채널널널 Cavβ 서서서브브브유유유닛닛닛의의의 기기기능능능
세포내 칼슘채널 β 보조 서브유닛(Cavβ)은 골격근,심근,평활근,뇌 조직으로

부터 각각 클로닝된 β1(Ruth등,1989),β2(Perez-Reyes등,1992),β3(Castellano등,
1993b)및 β4(Castellano등,1993a)의 4개의 아형이 현재 알려져 있다.Cavβ의 역
할은 HVA α1서브유닛의 세포막 이동,키네틱 및 전압의존적 특성 등을 조절하
는데 예를 들면,Cavβ를 antisense-knockdown시키면 내인성(endogenous)칼슘전
류의 크기가 감소하며 전류의 활성이 느려지게 된다(Berow 등,1995;Campbell
등,1995).실제로 많은 연구결과 네 종류의 Cavβ 모두 칼슘채널 α1서브유닛의 발
현을 증가시키는 것으로 확인되었다(Dolphin,2003).뿐만아니라 모든 Cavβ는
splicingvariant인 β2a를 제외하고 칼슘채널 활성 및 steady-state비활성의  전압의
존성을 과분극쪽으로 이동시키고(Birnbaumer등,1998), 칼슘전류의 비활성 키네틱
을 결정하는데 칼슘전류의 비활성속도를 증가시키는 효과는 β3>β1b>β4>β2 순서로
나타난다고 알려져 있다(Olcese등,1994;Meir및 Dolphin,2002).
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Cavβ 보조 서브유닛은 모든 HVA칼슘채널의 도메인 I과 도메인 II사이의 세포
내 linker에 높은 친화성(affinity)을 가지고 결합하는데 그 I-IIlinker위의 결합부
위를 alphainteractiondomain(AID)라 하며 18개의 아미노산으로 이루어져 있다
(Pragnell등,1994).칼슘채널 I-IIlinker와 결합하는 Cavβ 보조 서브유닛의 부위를
BID라고하며 41개의 아미노산으로 이루어져 있는데 이 작은 BID만으로도 칼슘채
널의 세포막 발현을 증가시킬 수 있다고 알려졌다(DeWaard등,1994;1996).칼슘
채널 I-IIlinker외에도 C-및 N-말단에 Cavβ 보조 서브유닛의 결합부위가 확인되
었다 (Qin등 , 1997; Walker등,1998;1999;Stephens등,2000).

111...333단단단백백백질질질 인인인산산산화화화에에에 의의의한한한 CCCaaavvv111아아아과과과 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 조조조절절절
다양한 호르몬이나 신경전달물질들에 의한 Cav1아과에 속하는 L-형 칼슘채널

의 조절은 평활근,골격근,심근,내분비세포,및 신경에서 알려져 있는데,이들 조
직 들 중 단일 칼슘채널 α1서브유닛(즉,α1S또는 α1C)만이 발현되는 골격근과
심근에서의 연구가 가장 활발히 이루어져 있다.
골격근에서 흥분-수축 연결(excitation-contraction coupling)을 위해 횡세관(T-

tubule)의 dihydropyridine(DHP)에 민감한 L-형 칼슘채널과 근소포체(sarcoplasmic
reticulum)의 ryanodine수용체사이의 물리적 작용이 필요하다.골격근의 수축력은
고주파(high frequency)자극이나 에피네프린과 같은 호르몬에 의해 증가하는데
이는 칼슘채널의 전압의존적 gating 및 cAMP에 의존적인 단백질 인산화효소
A(proteinkinaseA 또는 PKA)의 활성에 의한 인산화에 의한 것으로 보고 되었다
(Schmid등,1985;Arreola등,1987).골격근에서 PKA는 15-kDa의 크기를 가지는
A kinase-anchoringprotein(AKAP-15)에 결합된 형태로 L-형 칼슘채널이 분포되어
있는 횡세관 막에 붙어 있게 되는데,이 AKAP-15/18이 PKA와 L-형 칼슘채널사
이의 물리적 연결고리(adaptor)역할을 함으로써 골격근 L-형 칼슘채널의 PKA에
의한 조절이 매우 빠르게 일어나게 한다(Gray등,1997;1998).
심근에 베타 아드레날린성 효현제(agonist)를 가하면 수축력,박동수,활동전압의

크기가 증가하는데 이는 cAMP의존적 인산화효소의 활성에 의한 L-형 칼슘전류



의 항진이 일어나기 때문이다(Reuter,1967;1974).전압고정법에 의한 칼슘전류의
분석결과 베타 아드레날린성 항진의 생물리학적 메커니즘은 인산화에 의해 최대
칼슘 콘덕턴스가 증가되고,평균채널개방시간(meanchannelopentime)및 개방
확률(open probability)의 증가로 밝혀졌다(Reuter및 Scholz,1977;Reuter등,
1982;Cachelin등,1983;seealsoBean,1994).한편,L-형 칼슘채널의 베타 아드레
날린성 항진은 PKA가 Cav1.2 α1서브유닛의 카르복시기 말단에 위치한 단일
serineresidue1928의 인산화로 일어난다는 분자적 메커니즘도 확인되었다(De
Jongh등,1996).최근에는 칼슘채널 β 서브유닛의 Ser478과 Ser479두 아미노산
residue가 PKA에 의해 인산화되면 Cav1.2α1서브유닛의 카르복시기 말단이 잘려
진(truncated)spliced칼슘채널도 β 아드레날린성 효현제에 의해 조절될 수 있다
고 하여 심근 칼슘채널의 조절에 있어 β 서브유닛의 중요성이 알려졌다
(Bunemann등,1999).심근에서도 골격근에서와 마찬가지로 AKAP단백질이 PKA
에 의한 L-형 칼슘채널의 인산화에 중요한데 AKAP-15/18이 심장에 발현되는 것
으로 확인되었다(Fraser등,1998).

111...444GGG 단단단백백백질질질에에에 의의의한한한 CCCaaavvv222아아아과과과 칼칼칼슘슘슘채채채널널널 조조조절절절의의의 일일일반반반적적적 특특특성성성
CaV2아과 칼슘채널들,즉 α1A(CaV2.1),α1B(CaV2.2),그리고 α1E(CaV2.3)는 호

르몬이나 신경펩티드의 분비를 조절하는 Cav1채널과는 달리 시냅스에서 빠르게
이루어지는 신경전달물질의 방출을 조절한다.신경전달물질은 시냅스 전달을 매개
할 뿐만 아니라 음성 또는 양성 되먹임(negativeorpositivefeedback)으로 N-및
P/Q-형 칼슘전류를 조절함으로써 시냅스 전달 및 호르몬 분비를 조절하게 된다.
이러한 칼슘채널의 조절은 주로 다양한 G 단백질(multipleG-protein)에 연결된
신호전달에 의해 조절되는 데 주로 쥐 상경신경절(superiorcervicalganglion)에서
N-형 칼슘채널 억제에 대한 연구가 많이 이루어져 있다(Hill1994,Ikeda 및
Dunlap,1999;Catterall,2000;Elmslie,2003).
G 단백질에 의한 칼슘채널 억제에는 크게 전압의존적(voltage-dependent,VD)

및 전압비의존적(voltage-independent,VI)억제로 나눌 수 있는 데 현재 세포 및



분자 수준에서 가장 잘 알려진 것은 VD 억제로 이차신호전달 메신저가 필요가
없는 세포막에 국한되어(membrane-delimited) 나타나는 것으로 알려져 있다
(Hille,1994;Dolphin,1995;WickmanandClapham,1995).전압의존성은 칼슘전
류를 유도하기 위해 사용된 막전압(membranevoltage)(테스트펄스,testpulse또
는 potential이라고도 함)과 그 전압에서 신경전달물질에 의한 칼슘전류의 억제정
도의 상관관계에서 나타난다.일반적으로 -10mV에서 +10mV사이의 테스트펄스
에서 최대의 전류억제가 나타나면 그 후의 강한 테스트펄스에서는 감소하는 종
모양(bellshape)의 관계를 보여준다.반면에 VI억제는 칼슘채널의 억제 정도에
전압의 영향은 크게 나타나지 않는다.칼슘채널의 VD 억제는 N-형 칼슘채널 억제
의 전형으로 norepinephrine,somatostatin,prostaglandin,adenosine,acetyl-
choline, GABA, opioid, serotonine, glutamate, vasoactive intestinal poly-
peptide(VIP)등에 의해 유도될 수 있다.
Bean(1989)박사가 제안한 이론에 따르면 N-형 칼슘채널은 “willing"또는

”reluctant"모드로 존재할 수 있다.신경전달물질에 의한 조절이 없을 때는 N-형
채널은 기본적으로 willing모드로 존재하여 안정막 전압에서 적당한 탈분극이 되
어도 열릴 수 있지만 신경전달물질이 가해지면 채널의 일부가 willing모드에서
reluctant모드로 전환되어 강한 탈분극 자극이 있어야 열릴 수 있기 때문에 칼슘
전류의 억제가 초래된다는 것이다.따라서 강한 탈분극동안에는 willing모드와
reluctant모드에 있는 채널 모두가 열리기 때문에 전류가 최소한으로 억제되는 것
이다.이러한 VD 억제 여부는 N-형 채널의 활성곡선(activationcurve)의 전압 범
위가 우측으로 이동(shift)이 일어나는 지 확인하면 알 수 있다.N-형 칼슘채널의
VD 억제를 확인할 수 있는 두 가지 대표적인 특징은 “kinetic slowing"과
"prepulsefacilitation"이다(그림 1).신경전달물질이 가해지기 전에는 칼슘전류가
활성 되는 속도는 단상성(monophasic)으로 매우 빠르게 일어나지만 신경전달물질
이 가해진 후에는 이상성(biphasic)으로 느리게 활성이 일어나게 되는 데 이를
kineticslowing이라한다(Luebke및 Dunlap,1994)(그림 1A).위에서 언급한 것처
럼 강한 탈분극 자극에 의해 칼슘채널이 reluctant모드에서 willing모드로 전환
되는 재 평형(reequilibrium)이 일어나는데 이는 ”double-pulsevoltageprotocol"에



의해 확인 될 수 있다(Elmslie등,1990;Ikeda,1991).이 프로토콜은 두개의 동일
한 테스트펄스(보통 0～+20mV사이)와 이 사이에 강한 탈분극 자극(prepulse,보
통 +80～+120mV 사이)으로 이루어져 있다(그림 1B).신경전달물질이 없을 때에
는 아래쪽 trace처럼 두 번째 테스트펄스 동안에 전류 크기나 모양의 변화가 거의
나타나지 않지만 신경전달물질이 존재할 때는 펄스 후 전류(postpulsecurrent)의
크기가 크게 증가되며,kineticslowing이 없어져서 빠른 전류의 활성이 나타난다.
이러한 VD 억제에서 prepulsefacilitation의 생리학적 의의는 실제 신경에서 짧게
일어나는 단일 활동전압 시 보다는 연속적인 활동전압의 train이 올 때 신경전달
물질에 의한 칼슘채널의 억제가 감소되어 활동전압 빈도의존적인(frequency-
dependent)신경전달물질 방출의 촉진으로 설명될 수 있다(Toth및 Miller,1995;
Song및 Surmeier,1996;Williams등,1997;Brody및 Yue,2000).
신경전달물질 수용체가 heterotrimericG 단백질에 의해 N-형 칼슘채널에 연결

되어 있는 지 확인하는 일반적 방법은 가수분해가 되지않는 구아닌 뉴클레오타이
드 유사체(analog)인 guanosine5'-O-(2-thiodiphosphate)(GDPβS)를 패치피펫 안에
넣어 세포내로 dialysis시켜 신경전달물질에 의한 칼슘채널 조절에 미치는 효과를
확인하는 것이다.이때 GDPβS는 G 단백질에 GTP결합을 상경적으로 억제함으로
써 G-단백질 신호전달경로를 이용하는 신경전달물질의 작용을 감소시키거나 차단
하게 된다(Eckstein등,1979).한편,guanosine5'-O-(2-thiotriphosphate)(GTPγS)또
는 guanylylimidodiphosphate(GppNHp)는 GTP의 가수분해저항(hydrolysis-
resistant)유사체로 신경전달물질의 작용 후 G-단백질을 항구적으로 활성화시켜
비가역적인 VD 억제를 유도할 뿐만 아니라(Lewis등,1986)신경전달물질이나 수
용체 효현제가 없는 기초상태에서도 GTP-GDP교환 속도에 따라 칼슘채널의 VD
억제를 일으키는데 이는 kineticslowing이나 prepulsefacilitation을 관찰하여 알
수 있다.칼슘채널의 VD 억제에 특정 G 단백질이 관여하는 지 여부는 백일해 독
소(pertussistoxin,PTX)를 사용하여 확인할 수 있다.PTX는 G 단백질 Gαi(αi1,
αi2,및 αi3)와 Gαo(αoA 및 αoB)서브유닛의 C-말단 시스틴(cysteine)residue를
ADP-ribosylation시킴으로써 heterotrimer(Gαβγ)와 수용체의 기능적 연결을 차단
시키는데(Holz등,1986),N-형 칼슘채널의 VD 억제를 일으키는 거의 모든 신경



전달물질이 PTX에 민감한 경로를 이용하는 것으로 밝혀졌다(Hille,1994).예외적
으로 쥐 상경신경절 세포에서 콜레라 독소에 민감한 Gs아형이 VIP에 의해 유도
되는 VD 억제를 매개한다고 밝혀졌다(Zhu및 Ikeda,1994b).



Kinetic slowing

PGE2

control

Prepulse facilitation

+20 mV

-80

glutamate

control

-80 mV

+80 mV
+10 mV +10 mV

A B
Kinetic slowing

PGE2

control

Prepulse facilitation

+20 mV

-80

glutamate

control

-80 mV

+80 mV
+10 mV +10 mV

A B

그그그림림림 111...칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 VVVDDD 억억억제제제의의의 대대대표표표적적적 생생생물물물리리리학학학적적적 특특특징징징...A.kineticslowing.세
포를 -80mV에 고정하고 +20mV로 단일 시험자극을 주었을 때 나타나는 최대
전류를 기록한 것으로 효현제에 의해 전류가 억제될 때 steady-state전류의 크기
로 활성이 되기까지 속도가 느려짐,B.prepulsefacilitation,최대 전류를 유발하는
두개의 동일(+10mV)시험자극들(P1와 P2)사이에 강한 탈분극 자극(+80mV)으로
이루어진 doublepulse프로토콜로 칼슘전류를 유발하였을 때 효현제에 의해 억제
된 전류는 prepulse에 의해 facilitation이 일어남.



111...555칼칼칼슘슘슘채채채널널널 VVVDDD 억억억제제제의의의 세세세포포포 및및및 분분분자자자적적적 메메메커커커니니니즘즘즘
초기에는 G 단백질과 수용체사이의 연결 특이성을 G 단백질 α 서브유닛이 결

정할 것이라는 보고는 많이 있었지만(Dolphin,1995;Wickman및 Clapham,1995)
칼슘채널의 VD 억제에 Gα 및 Gβγ 서브유닛 중 어느 것이 관여하는 지 명확하지
않았다.그 후 Ikeda(1996)와 Herlitze등(1996)이 독립적으로 수행한 실험을 통해
Gβγ가 N-형 및 P/Q-형 칼슘채널의 VD 억제를 매개한다는 것을 각각 밝혀내었다.
Ikeda의 실험을 예를 들면 여러 조합의 Gβγ를 상경신경절에 핵내미세주입법
(intranuclearmicroinjection)으로 과발현을 시켰을 때 칼슘채널의 긴장성 억제
(tonic inhibition)가 유도되었고 신경전달물질에 의한 추가적인 억제가 폐쇄
(occlusion)되었지만 Gα나 Gβ 또는 Gγ 서브유닛의 발현은 칼슘채널에 영향을 주
지 않는 것이 관찰되었다.한편,GDP-bound형태의 Gα을 과발현시키면 Gβγ를 완
충함으로써 칼슘채널의 긴장성 억제나 신경전달물질에 의한 억제를 차단시키는
데 (Ikeda,1996)이때 Gα와 Gβγ사이의 특이성은 없는 것이 확인되어 hetero-
trimericG 단백질의 종류와 관계없이 유리된 Gβγ는 기본적으로 VD 억제를 일으
킬 수 있음이 알려졌다(Jeong및 Ikeda,1999).
과거에 세포부착(cell-attached)패치클램프 방법을 이용한 실험에서 N-형 칼슘

채널의 VD 억제는 세포막에 국한되어(membrane-delimited)나타나는 것이 밝혀
져 G 단백질과 칼슘채널이 직접적으로 작용할 것으로 추측된 바 있다(Forscher
등,1986).최근에 G 단백질 작용속도의 Gβγ 농도 의존성을 조사한 연구에서 Gβγ

에 의한 VD 억제는 칼슘채널의 여러 부위에 직접적인 결합에 의해 나타난다고
하였다.칼슘채널의 Gβγ 결합 motif는 도메인 I과 II사이의 세포내 루프(LI-II)(De
Ward 등,1997;Zamponi등,1997;Furukawa등,1998),C-말단(Qin 등,1997;
Furukawa등,1998a;Kinoshita등,2001),그리고 N-말단(Page등,1998)으로 알려
졌다.이전의 Gβγ의 직접적인 결합에 의해 조절되는 제 2형 adenylylcyclase와
phospholipaseC β2(Chen등,1995)와 동일하게  칼슘채널 LI-II의 Gβγ 결합 motif
도 QXXER로 Cav2.1,Cav2.2,그리고 Cav2.3에서 공통적으로 존재한다.흥미롭게
도 G 단백질에 의해 직접적으로 조절되지 않는 L-형 칼슘채널의 경우 QXXER대



신에 QXXEE를 가지고 있어 Gβγ가 결합하지 않는 것으로 밝혀졌다(Bell등,2001).
LI-II의 Gβγ 결합 motif는 Cavβ의 결합 motif,즉 AID(α1-interaction domain)
(QQIERELNGY-WI-KAE)내에 들어 있어 G 단백질에 의한 칼슘채널의 VD 억제에
Cavβ의 역할을 시사한다.Gβγ가 칼슘채널 LI-II에 결합하는 것은 확실하지만 G 단
백질 조절에 있어 LI-IIGβγ 결합 motif의 역할에 대해서는 논란의 여지가 많이 있
다.Zhang등(1996)은 G 단백질 조절이 약한 Cav2.1(P/Q-형)이나 G 단백질 조절
이 없는 Cav1.2(L-형)의 LI-II를 Cav2.2(N-형)의 그것과 치환하였을 때 Cav2.2칼슘채
널 조절에는 영향을 주지 않음을 확인하였다.이와 일치하여 Cav2.2의 LI-II을 N-말
단이 잘려진 Cav2.3(RbEII)(Soong등,1993)에 넣었을 때나(Page등,1997),Cav1.2
에 넣었을 때 G 단백질 조절이 나타나지 않았다(Canti등,1999).뿐만 아니라 칼
슘채널의 도메인 I이 G 단백질에 의한 칼슘채널의 조절과정에 중요한 것으로 보
고 되었다(Zhang등,1996;Stephens등,1998b).이상의 결과를 종합하면 칼슘채
널의 LI-II이 Gβγ 결합 motif인 것은 확실하지만 Gβγ에 의한 Cav2아과의 칼슘채널
조절에는 절대적으로 필요하지 않은 것을 알 수 있다(Dolphin,2003).
칼슘채널의 N-말단도 G 단백질 조절에 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀졌다.

초기에 클로닝이 된 쥐 Cav2.3(RbEII)는 N-말단이 일정부분 잘려져 있는 데 이를
PCR을 이용하여 사람이나 토끼의 Cav2.3N-말단 배열을 넣어주면 이전에는 볼 수
없었던 강력한 G 단백질에 의한 조절이 나타난다(Page등,1998).뿐만 아니라
Cav2.2의 N-말단을 부분적으로 제거하면 G 단백질 조절이 없어지고(Page 등,
1998),Cav2.2N-말단을 넣어준 Cav1.2키메라에서는 G 단백질 조절이 나타나는
것이 확인되었다(Canti등,1999).G 단백질 조절에서 중요한 N-말단의 11개 아미
노산 motif(YKQSIAQRART)는 Cav2아과에 속하는 모든 칼슘채널에 존재하며 이
중 YKQ나 RAR을 AAA로 돌연변이를 만들면 G 단백질 조절이 감소되는 것이 확
인되었다.특히,N-말단은 칼슘채널 β 서브유닛과의 작용이 있는 부위로도 알려져
있다(Stephens등,2000).

G 단백질 조절에 있어 칼슘채널 C-말단의 역할은 아직 명확하지 않다.몇몇
연구에서 Cav2.3채널의 C-말단이 Gα 및 Gβγ와 결합하여 G 단백질 조절에 중요
하다고 하였다(Qin 등,1997;Furukawa등,1998a;Kinoshita등,2001).그러나



Cav2.2의 C-말단을 제거하여도 G 단백질 조절에 영향을 주지 않으며(Meza및
Adams,1998),somatostatin에 의한 칼슘채널 조절을 감소시키기는 하지만 완전히
억제하지는 못한다는 연구결과(Hamid등,1999)로부터 G 단백질 조절에 있어 칼
슘채널의 C-말단은 큰 역할을 하지 못하는 것으로 예상 된다(Dolphin,2003).

111...666칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 전전전압압압비비비의의의존존존적적적(((VVVIII)))억억억제제제
신경에서 한 개의 신호전달 경로(signaltransductionpathway)가 관여하는 칼

슘채널의 VD 억제와는 달리 VI억제는 여러 개의 다른 경로들이 존재하는 것으
로 보인다.이러한 VI억제는 활성 키네틱(activationkinetics)의 변화없이 전류의
크기가 감소하는 특징을 가지며 강한 탈분극자극에 의한 facilitation이 일어나지
않는 특징을 가지고 있다.현재,교감신경세포인 상경신경절 세포에서 억제 속도
및 확산할 수 있는 이차신경전달물질(diffusiblesecondmessenger)의 관여 여부에
따라 두 종류의 VI억제가 구별될 수 있다(Beech등,1992).M1무스카린성 수용
체나 안지오텐신 II수용체의 활성에 의한 칼슘채널의 억제는 몇 십초에 걸쳐 느
리게 일어나며 아직 확인되지 않은 BAPTA에 민감한 이차신호전달물질에 의해 일
어난다고 하였다(Delmas등,1998a;Bernheim 등,1992;Shapiro등,1994b).두 번
째 종류의 VI억제는 substanceP에 의해 유도되는 데 1초 내에 아주 빠르게 일
어난다고 하였다(Shapiro및 Hille,1993).칼슘채널의 VI억제의 또 다른 형태는
닭의 감각신경에서 연구되었다(Diverse-Pierluissi등,1997).이 신경세포에서 N-형
칼슘채널의 억제를 일으키는 경로는 적어도 두 가지가 있는 데 첫 번째 경로는
노에피네프린에 의해 일어나는 억제로 단백질 인산화효소 C(proteinkinaseC)가
관여한다고 알려져 있으며(Diverse-Pierluissi및 Dunlap,1993),두 번째 경로는
Gβγ가 매개하는 것으로 제안되었다(Diverse-Pierluissi등,1995;2000;Lu 등,
2001).한편 같은 세포에서 GABA에 의한 타이로신 인산화 효소(Tyrosinekinase)
의 활성이 VI억제를 유도한다고 보고되었고 이 경우 Gβγ 대신 Gα가 관여하는
것으로 제안되었다(Diverse-Pierluissi등,1997).



111...777연연연구구구목목목적적적
앞에서 서술한대로 뇌나 말초신경조직에만 존재하는 N-형 칼슘채널의 조절은

VD 및 VI신호전달경로에 의해 일어난다고 알려져 있다.이 두 가지 조절 중 VD
조절은 칼슘채널과 PTX에 민감한 Gi/o형 G 단백질에서 방출된 Gβγ 사이의 직접
적인 결합에 의해 일어난다고 1996년 네이쳐(Nature)지 등에 발표되었고 지금은
정설로 받아들여지고 있다.하지만 특히 포유동물의 신경세포에서 칼슘채널의 VI
조절의 경우 세포 및 분자수준에서 어떠한 메커니즘으로 일어나는 지에 관해서는
아직까지 확립된 이론이 없는 실정이다.따라서 본 연구의 궁극적인 목적은 칼슘
채널의 VI조절에 관여하는 신호전달인자들이 무엇인지 탐색하고 그 조절의 메커
니즘을 세포 및 분자수준에서 이해하는 것이다.본 연구에서는 전압비의존적인 칼
슘채널의 조절은 (1)PTX에 민감하지 않으며,(2)Gq/11단백질로부터 방출된 Gα

와 Gβγ가 모두 칼슘채널에 결합하여,(3)세포막에 국한되어(membrane-delimited)
나타날 것이며,그리고 (4)Cavβ 아형의 종류에 의존적일 것이라는 가설을 세웠다.
이를 검증하기 위해 쥐의 심장을 지배하는 부교감신경인 내심신경절 세포
(Intracardiacneuron)에 인간 M1 수용체를 이종발현시키거나 COS-7세포에 C.
elegans의 무스카린성 수용체인 GAR-3를 Cav2.2(N-형)칼슘채널과 함께 이종발현
시킨 후 (1)Gq/11형 G 단백질에 연결된 무스카린성 수용체의 활성에 의한 칼슘채
널의 조절이 일어날 때 약리적 및 생물리적인 특성들이 무엇인지 세포수준에서
조사하였고,(2)칼슘채널의 전압비의존적 억제에 관여하는 실제 G-단백질의 활성
서브유닛을 확인하였으며,(3)G-protein활성의 down-stream에 있는 신호전달인
자 들 중 세포 내 칼슘의 역할을 규명하였다.



제제제 222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111...모모모델델델 세세세포포포주주주 및및및 배배배양양양
본 연구에서 사용한 아프리카 녹색 원숭이(Africangreenmonkey)신장에서

기원된 섬유모세포(fibroblast)인 COS-7 세포는 한국세포주은행(KCLB, Seoul,
Korea)으로부터 분양받아 사용하였다.COS-7세포는 Dulbecco'smodifiedEagle's
medium(DMEM,Sigma,St.Louis,MO,USA)에 10% fetalbovineserum(FBS,
GiocoBRL,Grand Island,NY,USA),2.5 g/L sodium bicarbonate,100,000
unit/Lpenicillin,100mg/Lstreptomycin이 포함된 배지에서 배양하였다.COS-7
세포 주는 7일을 주기로 계대 배양하였다.

222...222...단단단일일일 신신신경경경세세세포포포의의의 분분분리리리 및및및 유유유지지지
실험동물로는 250g내외의 수컷 쥐(Sprague-Dawley)를 사용하였으며,단일 내

심 신경세포(intracardiacneuron)의 분리를 위해 Jeong및 Wurster방법(1997a)을
사용하였다.Pentobarbitalsodium(40 mg/kg ip)으로 마취시킨 후 좌우 심방
(atrium)을 함께 적출하여 차가운(4℃)Hank'sbalancedsalt용액(HBSS,Sigma)이
들어 있는 100ml비이커에 옮겨 피를 씻어내었다.이때 HBSS는 3.6g/Lglucose
와 10mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonicacid(Hepes)를 첨가하
여 만들었다.HBSS가 들어있는 Sylgard 184siliconeelastomer(World Precision
Instruments,Sarasota,FL,USA)로 바닥이 코팅되어 있는 100mm 플라스틱 배양
접시에 좌우심방이 바닥 쪽(ventral)으로 위치하도록 핀으로 고정하였다.해부현미
경(40X)아래에서 기관(trachea)및 좌우 폐동맥을 차례로 제거하여 지방(fat)에 둘
러싸여 있는 내심신경절(intracardiacganglion;ICG)클러스터 I-IV를 노출시켰다.
그림 2에서 보는 바와 같이 ICG 클러스터들은 넓은 범위에 퍼져 있는데 이중 클
러스터 I은 가장 크기가 크며 심방간 중격(interatrialseptum)과 우심방사이에 위
치하여 있으며,클러스터 II는 좌심방의 문측(rostral)에 위치하며 좌폐동맥 및 대동



맥에 의해 가려져 있다.클러스터 III과 IV는 페정맥의 근위(proximal)쪽 주위에
위치해 있다.분리된 내심신경절을 예리한 가위로 작은 조각들로 자르고,이를 1.2
mg/mlcollagenase(typeD)(RocheAppliedScience,Indianapolis,IN,USA),0.4
mg/mltrypsin(Sigma,St.Louis,MO,USA)과 0.1 mg/ml의 DNAse type I
(Sigma)이 들어있는 6ml의 modifiedEarle'sbalancedsalt용액(EBSS,pH 7.4,
Sigma)이 들어 있는 25cm2배양플라스크로 옮기고 35℃에서 50분 동안 빠른 속
도(100strokes/min)로 흔들면서 배양하였다.배양직전 배양플라스크 내로 95%
O2-5%CO2를 약 2분간 공급하였다.이때,EBSS에는 3.6g/L의 glucose와 10mM
의 HEPES를 포함시켰다.배양 후 배양플라스크를 10초 정도 세게 흔들어 단일
신경세포들로 분리한 후 1% glutamin,1% penicilin-streptomycin,그리고 10%
FBS이 포함되어 있는 minimalessentialmedia(MEM)(GiocoBRL)를 8ml정도 넣
어 trypsin을 비활성화 시켰다.임상용 원심분리기(Hanil,Korea)를 이용하여 1,200
rpm의 속도로 5분간 원심분리해서 세포를 두 번 씻어내고 분리된 단일 신경세포
들을 MEM에 재부유(resuspend)시킨 뒤,poly-L-lysine으로 코팅되어 있는 35㎜
폴리스티렌 배양접시(Corning,NY,USA)에 plating하였다.이를 37℃ 세포 배양
기(humidifiedCO2incubator;95% air-5% CO2)에서 사용 때까지 배양하였다.

222...333...외외외래래래 유유유전전전자자자의의의 이이이종종종 발발발현현현
222...333...111...외외외래래래 유유유전전전자자자
본 연구에 사용된 무스카린성 수용체,G 단백질 신호와 이와 관련된 단백질

들을 코딩하는 cDNA는 포유동물 세포에서 발현될 수 있도록 cytomegalo-virus
(CMV)프로모터가 들어 있는 일정 벡터에 서브클로닝되어 있는 상태로 사용하였
다.무스카린성 아세틸콜린 수용체인 M1(hM1R)및 GAR-3b,N-형 칼슘채널을 코
딩하는 α 와 α δ β β 보조 서브유닛,그리고 MAS-GRK2-ct는 pcDNA3.1에,해
면 녹색형광단백질(GFP)은 pEGFP-N1 (Clontech Laboratories,Palo Alto,CA,
USA)에,transducin(Gαtr)과 RGS2는 pCI에,PLCβ1-ct는 pEGFP-C1에 서브클로닝
되었다.본 연구에서 사용한 GAR-3b는 조남정 박사(충북대학교 생명과학과)가,칼



슘채널 보조서브유닛 β 와 β가 들어있는 벡터들은 Edward Perez-Reyes박사
(DepartmentofPharmacology,UniversityofVirginia,USA)가,그 외의 모든 벡
터들은 Stephan R. Ikeda 박사(Laboratory of Molecular Physiology,
NIH/NIAAA,USA)가 제공하였다.

222...333...222...CCCOOOSSS---777세세세포포포에에에 외외외래래래 유유유전전전자자자의의의 이이이종종종발발발현현현
본 연구에서는 COS-7세포에 N-형 칼슘채널 아형과 무스카린성 아세틸콜린 수

용체 등을 발현하기 위해 칼슘포스페이트(CaPO4) 트란스펙션 키트(Invitrogen,
Carlsbad,CA,USA)를 이용하였다.CaPO4를 이용하여 원하는 cDNA 벡터들을 트
란스펙션시키기 24시간 전에 35mm 배양접시(Corning)에 총 2x105세포를 플레이
팅하여 배양하였다.transfection3∼4시간 전에 새로운 배지로 교환하였다.이종
발현을 위한 cDNA 농도는 α 와 보조 서브유닛 α δ β 서브유닛,MASGRK2-ct,
Gαtr,PLCβ1-ct은 각각 2㎍,GFP0.6㎍,그리고 GAR-3b와 hM1R는 각각 1㎍으
로 사용하였다.
한 개의 에펜돌프 튜브에 7.5㎕ 2M CaCl2와 원하는 cDNA 조합을 만든 후

총 60㎕ 부피로 맞춘 후 부드럽게 교반하였다.60㎕ 2XHank'sbufferedsaline
(HBS)이 들어있는 다른 튜브에 1∼2분 간 천천히 cDNA를 떨어뜨리면서 bubbling
을 이용하여 교반하였다.cDNA 침전물이 형성되면 실온에서 30분 간 방치하고,
세포가 플레이팅되어 있는 35mm 배양접시에 천천히 떨어뜨렸다.cDNA 침전물
이 잘 혼합되도록 부드럽게 배양접시를 흔들어 준 뒤 CO2배양기에서 24시간 동
안 배양한 후,새로운 배지로 교환하여 주었다.칼슘전류를 측정하기 6∼12시간
전에 트립신을 이용하여 세포를 배양접시로부터 떼어낸 후 단일 세포로 35mm
배양접시에 다시 플레이팅 하였다.보통 트란스펙션 후 2∼3일이 지나 발현이 최
대로 될 때에 칼슘전류를 측정하였다.

222...333...333...내내내심심심신신신경경경절절절 세세세포포포에에에 외외외래래래 유유유전전전자자자의의의 이이이종종종발발발현현현
내심신경절 세포에 인간 M1수용체 및 G 단백질 관련 유전자를 발현시키기 위

해 세포 핵 내 미세주입방법(intranuclear microinjection)이 사용되었다(Ikeda,



1996;Jeong 및 Ikeda,1999)(그림 4).원하는 이온채널이나 수용체를 코딩하는
cDNA(1㎍/㎕ stock)와 세포 내 발현 표식자로 EGFP-N1(0.05㎍/㎕ stock)를 각
각 1㎕씩 넣고,TE완충액(10mM Tris,1mM EDTA,pH 8.0)8㎕를 잘 혼합한
후 GELoader(Eppendorf,Madison,WI,USA)를 이용하여 한쪽 끝이 막힌 모세관
에 옮겼다.모세관을 에펜돌프 튜브로 옮긴 후 원심분리기 5415R(Eppendorf)을 이
용하여 상온에서 30분간 10,000rpm으로 원심분리하여 이물질을 침전시키고 순
도 높은 cDNA 혼합물을 얻었다.미세주입 피펫은 얇은 벽을 가진 유리튜빙(외경:
1.2 mm,w/filament,WPI)을 P-97 Flaming-Brown micropipette puller(Sutter
InstrumentCo.,Novato,CA,USA)를 사용하여 만들었다.cDNA 혼합물을
GELoader를 이용하여 미세주입관(microinjection tube)에 주입하고,Eppendorf
5246microinjector(Eppendorf)에 연결된 홀더에 삽입하였다.위상차 도립현미경
(TE2000,Nikon)하에서 Eppendorf5171micromanipulator(Eppendorf)를 이용하
여 세포의 핵 중앙에 관 끝이 위치하도록 한 다음 주입하였고,주입되는 cDNA의
양은 압력(100~200hPa)과 주입시간(0.2∼0.4초)에 의해 조절되었다.특정 단백질
을 성공적으로 발현하는 세포는 cDNA 주입 후 14-24시간에 형광 유닛(B-2A
filtercube,Nikon)이 장착된 도립현미경(Nikon)하에서 GFP가 내는 녹색형광을 관
찰하여 알 수 있었다.

222...444...역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄중중중합합합반반반응응응
내심신경절로부터의 전체 RNA는 Guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform

방법을 이용하여 분리하였다(Chomczynski및 Sacchi,1987).먼저 내심신경절을
분리한 후 즉시 Trizolreagent1mL로 lysis시킨 후 chloroform 200㎕ 잘 섞은
후 4℃에서 10,000×g로 15분 원심 분리하고 상층액만 조심스럽게 취하여 동량의
isopropanol과 섞은 다음 -70℃에서 2시간 이상 RNA를 침전시켰다.다시 4℃에서
10,000×g로 15분간 원심 분리하여 RNA 펠렛을 얻었으며,이를 다시 75% 에탄올
로 씻어낸 후 4℃에서 10,000×g로 5분간 원심 분리하여 RNA 샘플을 얻었으며 상
온에서 잘 건조시킨 후 spectrophotometer을 사용하여 정량하였다.정량한 RNA 1
㎍,1mM dNTP,50mM oligod(T),20U RNaseinhibitor와 50U murine



leukemiavirusreversetranscriptase(Perkin-Elmer,Shelton,CT,USA)와 함께 3
7℃에서 60분 반응시켜 cDNA를 합성하였다.이어 PCR은 여러 G-protein의 아형
들에 대한 primer을 이용하여 이루어 졌으며 이들의 염기서열은 다음과 같다.Gi:
5'-GCAACACCATCCAGTCTATCA,3'-ACCACCCACATCAAACATCTT,Gq:5'-C
GAGAGGTTGATGTGGAGAAG,3'-GTGGGAGTAGATTTTGTC,G11:5'-TGGCG
AGAGCGGGAAGAG,3'-AGGGGTAGGTGATGATTGTC,G14:5'-GTATCGCCA
TGCCCTCTTTC, 3'-AGGATTCTGGTCTTGATACAG,G15:5-CAGCACGCCAGC
CTAGTGATG,3'-AGCCTTTCCTGCCACCGTCCTG(Thomas,1991).PCR반응액(25
㎕)에는 합성된 cDNA(1㎕),각각의 primer(10pmoles;1㎕),2.5mM dNTP(1.6
㎕),Taqpolmerase(PromegaCo,Madison,WI,USA;0.2㎕),10×PCRbuffer(2.4
㎕),멸균 증류수(17.8㎕)등이 포함되게 하여 94℃ 45초,57℃ 60초,72℃ 90초로
35cycle동안 반응시켰다.연쇄중합반응의 산물은 ethidium bromide가 포함된
1.5% agarosegel에 전기영동하여 관찰하였다.

222...555...실실실험험험용용용액액액 및및및 약약약물물물
222...555...111...실실실험험험 용용용액액액
칼슘전류 측정을 위해 사용된 전극 내 용액의 조성(mM)은 120 N-methyl-

D-glucamine(NMG)methanesulfonate(MS),20tetraethylammonium(TEA)-MS,20
HCl,11 EGTA,10 HEPES,1 CaCl2,4 MgATP,0.3 Na2GTP,14 tris-
phosphocreatine(pH 7.2,290mOsm)으로 이루어졌다.세포외 관류액의 조성(mM)
은 155 tris[hydroxymethyl]aminomethane,20 HEPES,10 glucose,10 CaCl2,
0.0003tetrodotoxin(TTX)(pH 7.4,320mOsm)으로 하였다.COS-7세포 내 G 단백
질을 억제하는 실험에서는 전극 내 용액에 2 mM guanosine 5'-[β-thio]
diphosphatetrilithium salt(GDP-βS)를 포함시켜 사용하였다.

222...555...222...약약약물물물
OxotremorineM(oxo-M),norepinephrine(NE),EGTA,BAPTA,그리고 GDP-βS



는 Sigma로부터 구입하였다.백일해 독소(Pertussis toxin,PTX)과 광견병독소
(pasteurellamultocidatoxin,PMT)은 ListBiologicalLaboratory(Campbell,CA,
USA)로부터,Tetrodotoxin(TTX)는 Tocris(Avonmouth,Bristol,U.K.)로부터 구입하
였다.약물은 7-array-polyethylenetube와 연결된 가스크로마토그라피용 모세관
끝을 신경세포의 100㎛ 이내에 위치하도록 하여 중력에 의해 세포에 가해지도록
하였다.

222...666...칼칼칼슘슘슘전전전류류류의의의 측측측정정정
전압의존적 칼슘전류는 전형적인 전세포패치클램프(whole-cellpatch-clamp)방

법으로 기록하였다(Hamil등,1981;Jeong및 Ikeda,1998).전극은 Corning7052
borosilicate glass capillary(외경-1.65 mm;내경-1.2 mm,Garner Glass Co.,
Claremont,CA,USA)로부터 P-97 Flaming-Brown micropipette puller(Sutter
InstrumentCo.)를 사용하여 만들었다.만들어진 전극은 Sylgard184로 코팅을 하
고 microforge로 열처리하여 다듬었고,전극내부에 용액을 채웠을 때 저항이 2~3
㏁이 되는 것을 사용하였다.세포가 들어 있는 배양접시를 도립현미경(Nikon)위에
올려놓고,세포외액을 중력에 의해 약 1∼2ml/min속도로 관류되도록 하였다.
세포막의 전기용량(membrane capacitance)과 직렬 저항(series resistance)은
patch-clampamplifier(Axopatch1D,AxonInstruments,Fostercity,CA,USA)에
내장된 기능으로 80% 이상 보정하였다.전압자극 프로토콜 생성 및 칼슘전류의
기록은 ITC-18아날로그/디지털 전환기(Instrutech,PortWashington,NY,USA)가
연결된 맥킨토시 컴퓨터에 장착되어 있는 S5(StephenR.Ikeda박사제작)프로그
램을 이용하였다.칼슘전류는 2∼5kHz로 고대역 필터링(-3dB:four-poleBessel)
한 뒤,컴퓨터의 하드디스크에 저장하였고,IGOR PRO(Wave-Metrics,Lake
Oswego,OR,USA)로 분석하였다.모든 실험은 실온(20∼22℃)에서 시행하였다.
본 실험에 사용된 전류측정 장치는 그림 5에 도식적으로 나타내었다.



222...777...데데데이이이터터터 분분분석석석 및및및 통통통계계계처처처리리리
모든 데이터 분석과 그래프 구성을 위해 IGOR프로그램을 사용하였다.전류의

크기는 시험펄스 (testpulse)시작 후 10ms에서 측정하였다.세포막 전기용량
(Cm)은 20ms,10mV과분극 자극을 가한 뒤 얻은 용량전류(capacitativecurrent)
의 면적을 측정하는 IGOR매크로를 사용하여 구하였다.모든 결과는 평균±표준오
차로 표시하였고 통계적인 의의는 Studentt-검정(unpaired)이나 필요한 경우
one-wayANOVA와 post-hocDunnett-검정으로 확인하였다.p<0.05인 경우 유의
한 차이가 있다고 간주하였다.



그그그림림림 222...성성성체체체 쥐쥐쥐에에에서서서 내내내심심심신신신경경경절절절의의의 위위위치치치...네 개의 내심신경절 클러스터(I-IV)가
좌우 심방의 배측(dorsalaspect)에서 확인되었다.A,aorta;IVC,inferiorvenacava;
L(R)A,left(right)atrium;L(R)SVC,left(right)superiorvenacava;L(R)VN,left(right)
vagusnerve;PA,pulmonaryartery;PV,pulmonaryvein.



그그그림림림 333...세세세포포포 핵핵핵 내내내 cccDDDNNNAAA 미미미세세세주주주입입입방방방법법법...Eppendorf미세주입시스템(Eppendorf
5246transjector/5171micromanipulator)을 이용하여 효소처리에 의해 분리된 상
경신경절 신경세포의 핵 내에 M1무스카린성 수용체를 코딩하는 cDNA를 100-200
hPa사이의 압력으로 주입(pressureinjetion)하였다.이때 발현 표시자로 GFP를
코딩하는 cDNA(pEGFP-N1)를 같이 주입시켜 발현시킨다.모든 cDNA 들은 CMV
프로모터가 있는 포유동물 발현 벡터(pCDNA 3.1,pCI등)에 서브클로닝 된 것을
사용하였다.
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그그그림림림 444...막막막전전전압압압 고고고정정정법법법에에에 의의의한한한 이이이온온온채채채널널널 전전전류류류 측측측정정정 장장장치치치의의의 ssseeettt---uuuppp...Patch-clamp
전용 software(S5)를 이용하여 만든 펄스 프로토콜로 고정하고자 하는 전압(Vcom)
을 A/D converter(ITC-18)를 거쳐 아날로그 신호로 바꾸어 패치 피펫을 통하여
세포에 전달하고 세포막에 존재하는 이온채널의 활성정도에 따라 변화하는 전압
을 영점(null)하기 위해 증폭기(Axo-1D)를 통하여 흘려주는 전류(Icell)를 다시 디
지털로 전환하여 컴퓨터의 하드 디스크에 저장하였다.
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333...111...쥐쥐쥐 내내내심심심신신신경경경세세세포포포에에에서서서 내내내재재재적적적 MMM222무무무스스스카카카린린린성성성 수수수용용용체체체 활활활성성성에에에
의의의한한한 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 VVVDDD 억억억제제제
본 연구에서 주로 사용된 모델 시스템은 쥐 심장을 지배하는 부교감 내심신경

세포인데 이전의 선행연구에서 HVA 칼슘채널의 동정이 이루어져서 가장 많이 발
현되는 칼슘채널의 아형이 N-형이며(Jeong및 Wurster,1997a),M2무스카린성 수
용체를 내재적으로 발현하고 있으며 이 수용체의 활성에 의해 HVA 칼슘채널의
VD 억제가 백일해 독소(PTX)에 민감한 경로를 통해 일어난다는 것이 확인된 바
가 있다(Jeong및 Wurster,1997b).따라서 이 내심신경세포를 이용할 경우 이종발
현된 M1수용체의 칼슘채널의 VI억제 메커니즘을 VD 억제의 그것과 비교할 수
있다는 장점이 있다.
그림 5는 단일 내심신경세포에서 전세포패치클램프 방법으로 시간에 따른

HVA 칼슘전류의 변화를 기록한 것이다.내심신경세포에서 10 mM의 Ca2+을
chargecarrier로 사용하였을 때 내향 칼슘전류는 -25mV 근처에서 처음 활성이
되기 시작하여 +10mV에서 최대의 값을 나타내었다.따라서 세포를 -80mV로 고
정한 후 칼슘전류의 억제가 전압의존적인지 여부를 확인하기 위해 두 개의 동일
한 +10mV시험자극과 이들 자극 사이의 강한 탈분극(+80mV)자극으로 이루어진
double-pulse프로토콜로 0.1Hz의 빈도로 칼슘전류를 유발하였다.먼저 NE(10 µM)
을 가하였을 때 가역적인 칼슘전류의 억제가 빠르게 나타났는데 그 억제 양상은 이전
에 보고 된 바와 같이(Jeong등,1999)“kineticslowing”과 “prepulsefacilitation”이
나타나는 전형적인 VD 억제였다(참고: 그림7A). 무스카린성 수용체 효현제인
carbachol(Cch)(10 µM)을 가하였을 때 NE과 유사한 칼슘전류의 억제를 유발하였다.
이러한 NE과 Cch에 의한 칼슘전류의 억제는 Gi및 Go G 단백질 α 서브유닛을
ADP-ribosylation시켜 비활성화시키는 PTX(500ng/ml)로 24시간 처리된 내심신경
세포에서 거의 차단되었다.평균적으로 대조군에서 NE과 Cch에 의한 칼슘전류의 억



제크기는 각각 53±5%(n=6)와 69±3%(n=9)이었으며,PTX처리 후 각각 7±2%(n=4)와
10±2%(n=6)로 통계적으로 의의 있게(P<0.01) 감소하였다.일반적으로 prepulse
facilitation은 doublepulse프로토콜에서 자극 P2에 의한 전류크기에 대한 자극
P1의 그것의 비(ratio,이후로 PFR을 사용)로 나타낸다.대조군에서 NE과 Cch에 의
한 칼슘전류의 억제가 일어날 때 PFR은 1.2±0.1에서 2.1±0.1및 2.4±0.2로 각각 증가
하였다.한편,M2 수용체 차단제인 methoctramin(MTT,300 nM)(Lazareno 및
Roberts,1989)을 전처치하였을 때 Cch에 의한 칼슘전류의 억제가 61±6%(n=2)에서
12±5%(n=2)로 감소되었다.이러한 결과는 Cch에 의한 칼슘전류의 억제가 내심신경에
내재적으로 발현되어 있는 M2무스카린성 수용체를 통해서 일어남을 확인하였다.

333...222...쥐쥐쥐 내내내심심심신신신경경경세세세포포포에에에 이이이종종종발발발현현현된된된 인인인간간간 MMM111무무무스스스카카카린린린성성성 수수수용용용체체체
발발발현현현에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘채채채널널널억억억제제제의의의 특특특성성성
M2수용체에 비교하여 M1수용체에 의한 칼슘채널 조절을 관찰하기 위해 쥐

내심신경 세포 핵 내에 인간 M1수용체(10ng/µl)및 GFP(5ng/µl)를 코딩하는
유전자(cDNA)를 미세주입하여 이종발현을 시켰다.그림 6A에서 나타낸 바와 같
이 M1수용체를 이종발현시킨(즉,GFP형광이 나타나는)내심신경세포에서 칼슘
전류는 Cch(10µM)에 의해 현저하게 억제되었는데 평균적인 칼슘전류의 억제크기
는 77±2%(n=3)로 나타났다(그림 6B).PFR도 M1 수용체가 발현되지 않았을 때인
2.4±0.2에서 1.5±0.2로 감소하였으나 여전히 VD억제의 특징인 "kineticslowing"이 일
어났다.PTX가 들어 있는 배지에서 overnight배양된 내심신경세포에서 Cch에 의
한 칼슘전류의 억제크기는 55±3%(n=9)로 대조군에 비해 약간만 감소하여 주로 이
종발현시킨 M1수용체가 칼슘채널에 연결(coupling)이 되었음을 알 수 있었다.내
심신경세포에서 보통 신경전달물질 수용체의 효현제가 없는 기초 상태에서는 0.
9～1.4의 PFR값을 가지는 데 효현제를 가하게 되면 전압의존적 억제의 경우 보
통 2이상의 값으로 증가한다(그림 7A).앞에서 언급한 M2수용체에 의한 칼슘전
류억제의 경우 한 개의 케이스(PFR=1.6)를 제외하고는 모두 PFR이 2이상으로 나
타났다 (그림 7B).그러나 M1수용체를 이종발현시키고 PTX를 처리했을 때의 칼



슘전류억제는 “kineticslowing"과 ”prepulsefacilitation"이 나타나지 않는 전압비
의존적 양상으로 나타났다(그림 6A).평균적인 PFR은 1.1±0.1(n=9)로 효현제가 없
을 때의 그것과 유사하였다(그림 7B).이러한 칼슘채널의 VI억제크기는 M1수용체
의 선택적 차단제로 알려진 M1독소(MT-2,100ng/ml)(Karlsson등,2000)를 1hr
전처치하였을 때 12±1%(n=3)으로 통계적으로 유의하게(P<0.01)차단되어(그림 6B)
내심신경세포에 이종발현시킨 M1수용체가 칼슘전류의 VI억제를 매개함을 재확
인 할 수 있었다.
내심신경세포에 인간 M1수용체의 이종 발현은 해당 유전자를 가지고 있는 플

라스미드를 세포 핵 내에 미세주입하여 이루어지기 때문에 주입한 플라스미드의
양에 따라 M1수용체의 발현량과 이에 따른 칼슘채널의 억제크기가 비례하게 된
다.그러나 세포핵에 주입되는 양은 플라스미드가 들어있는 미세주입용 관의 저
항,관 끝에 가해지는 압력,주입반복 횟수 등 여러 변수들에 의해 결정되기 때문
에 정확히 알 수가 없지만 칼슘채널의 억제크기를 측정하여 발현된 수용체의 양
을 간접적으로 추측할 수 있다.본 실험에서는 미세주입 관련 물리적 변수는 동일
하다고 가정하고 미세주입용 관 내 플라스미드의 농도에 따른 칼슘채널의 억제크
기를 측정하여 M1수용체의 발현정도를 간접적으로 확인하였다.그림 8에 나타낸
바와 같이 내심신경세포에서 Cch에 의한 칼슘전류의 억제크기는 미세주입용 관
내 M1 수용체 플라스미드의 농도가 1,10,100ng/µl일 때 각각 31±7%(n=3),
55±3%(n=9),55±1%(n=4)로 농도에 비례하며,100ng/µl에서 포화되는 경향이 있었
다.따라서 이후의 실험에서는 M1수용체 발현을 위해 10ng/µl의 농도로 플라스
미드를 사용하였다.
내심신경에 내재적으로 발현되는 M2수용체와 이종발현시킨 M1수용체에 의

한 칼슘전류의 억제의 효능(efficacy)과 역가(potency,IC50)를 Cch농도에 따른 칼
슘전류의 억제 크기를 측정하여 비교하였다(그림9).두 수용체에 의한 칼슘전류의
억제는 농도의존적으로 나타났으며,Cch 농도가 10 µM일 때 최고로 나타났다.
M2와 M1수용체 활성에 의해 나타나는 칼슘전류억제의 효능은 각각 59±2%(n=6),
54±3%(n=4)로 나타났으며,역가도 0.3µM과 0.5µM로 비슷하였다.



그그그림림림 555...내내내심심심신신신경경경세세세포포포에에에서서서 신신신경경경전전전달달달물물물질질질에에에 의의의한한한 HHHVVVAAA 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제의의의 시시시간간간경경경
과과과...칼슘전류는 doublepulse프로토콜에 의해 유발되었으며 각 시간 point에서
기록된 전류의 trace들을 나타내었다.Top:대조군 세포에서 NE(10 µM)과 Cch(10
µM)을 외부 용액에 각각 가하였을 때 칼슘전류의 빠른 억제가 일어났으며,
kineticslowing과 prepulsefacilitation이 관찰되었다.Middle:Gi/Go단백질을 비
활성 시키는 PTX(500ng/ml)를 18시간 처리한 세포에서 Cch에 의한 칼슘전류의
억제가 거의 차단되었다.Bottom:Cch에 의한 칼슘전류 억제는 M2수용체 차단제
인 methoctramin(MTT,300nM)의 전 처치에 의해 억제되었다.
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그그그림림림 666...내내내심심심신신신경경경세세세포포포에에에 이이이종종종발발발현현현된된된 MMM111무무무스스스카카카린린린성성성 수수수용용용체체체와와와 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 기기기능능능
적적적 연연연결결결...M1수용체 활성에 의한 칼슘전류의 전압비의존적 억제(A)및 결과 요약
(B).내심신경세포에 세포핵 내 미세주입법으로 인간 M1 수용체를 이종발현시켰
다.미세주입된 세포는 PTX가 들어있는 배양액에 500ng/ml의 농도로 18시간 배
양되었으며,M1독소(M1TX또는 MT-2)는 100ng/ml의 농도로 실험 1시간 전에
배양액에 넣어주었다.칼슘전류는 doublepulse프로토콜을 사용하여 10초 간격으
로 유발하였다.모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였고,괄호 안의 숫자는 실험
례수(n)를 나타낸다.*p<0.01
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Prepulse facilitation
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그그그림림림 777...무무무스스스카카카린린린성성성 수수수용용용체체체 아아아형형형에에에 따따따른른른 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제크크크기기기 및및및 ppprrreeepppuuulllssseee
fffaaaccciiillliiitttaaaiiiooonnn의의의 상상상관관관관관관계계계.(A)prepulsefacilitation의 예,최대 전류를 유발하는 두개
의 동일(+10mV)시험자극들(P1와 P2)사이에 강한 탈분극 자극(+80mV)으로 이
루어진 doublepulse프로토콜로 칼슘전류를 유발하였을 때 효현제(Cch)에 의해
억제된 전류는 prepulse에 의해 facilitation이 일어남. (B)M1및 M2수용체 활성
에 의한 칼슘전류 억제모드의 비교.실선은 효현제 없이도 일어날 수 있는 basal
facilitaion의 PFR 1.4를 표시하였고 이를 VI억제의 기준을 삼았다.M1 수용체
(M1R)에 활성에 의한 칼슘채널 억제의 PFR은 ≤1.4로 나타났다.
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그그그림림림 888... 내내내심심심신신신경경경세세세포포포에에에서서서 미미미세세세주주주입입입 피피피펫펫펫 내내내 cccDDDNNNAAA 농농농도도도에에에 따따따른른른 인인인간간간 MMM111수수수
용용용체체체의의의 발발발현현현정정정도도도 평평평가가가.칼슘전류를 유발하기 위해 세포를 -80mV에 고정하고
+10mV의 시험자극을 주었다.수용체 발현정도는 칼슘전류의 억제크기를 측정하
여 평가하였다.모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였고,괄호 안의 숫자는 실험
례수(n)를 나타낸다.
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그그그림림림 999...MMM111및및및 MMM222수수수용용용체체체의의의 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘채채채널널널 억억억제제제 효효효능능능 및및및 역역역가가가 비비비교교교...
Cch농도와 칼슘전류 억제 크기의 상관관계를 나타내었다.Cch을 10nM에서 10
µM 사이에서 누적되지 않게 가하였을 때 peak 칼슘전류의 억제 %를 얻었다.
Peak칼슘전류를 유발하기 위해 세포를 -80mV에 고정하고 +10mV의 시험자극
을 주었다.각 데이터 점을 연결하는 곡선은 Hill 공식,즉,ICa=MaxI(1+
IC50/[Cch])-1을 사용하였다.이때 MaxI는 최대 칼슘전류 억제 %,IC50는 MaxI의
절반을 억제하는데 필요한 Cch의 농도이다.모든 값들은 평균±표준오차로 표시하
였다.



333...333...쥐쥐쥐 내내내심심심신신신경경경세세세포포포에에에서서서 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 VVVIII억억억제제제를를를 매매매개개개하하하는는는 GGG 단단단백백백
질질질 아아아형형형의의의 규규규명명명
수용체에 연결되어 있는 heterotrimericG 단백질은 크게 Gs,Gi/o,Gq/11,그리

고 G12의 네 아과(subfamily)로 나누어져 있는 데 이 중에서 Gs/Gi/o는 칼슘채널의
VD 억제를 매개하는 것으로 알려져 있으며(Zhu 및 Ikeda,1994;Ikeda 및
Dunlap,1999),Gq/11이 VI억제를 매개하는 것으로 알려져 있다(Hille,1994;
Elmslie,2003).따라서 M1수용체의 활성에 의한 칼슘전류의 VI억제를 매개하는
G 단백질을 기능적으로 확인하기에 앞서 내심신경세포에 Gq/11아과에 속한 아형
들이 내재적으로 발현되는 지를 역전사 중합연쇄반응으로 확인하였다.그림 10에
서 보는 것과 같이 쥐 내심신경세포는 Gq/11아과에 속한 Gq,G11,G14,그리고 G15
의 네 아형이 모두 발현되는 것을 확인할 수 있었다.이외에도 Gi아과에 공통된
염기서열로 제작된 프라이머로 Gi단백질을 동정할 수 있었다.이때,양성 대조군
으로 뇌 조직으로부터 분리된 mRNA를 사용하였으며,게놈 DNA로부터의 오염여
부를 확인하기 위한 음성 대조군으로 역전사 효소 없이 증폭을 하였다.
무스카린성 수용체는 M1-M5의 5개 아형으로 존재하는데 일반적으로 M1,M3,

M5는 Gq/11에, M2와 M4는 Gi/o 단백질에 연결되어 있다고 알려져 있다
(Lanzafame등,2003).그림 5에서 이미 확인된 바와 같이 내심신경세포에 내재적
으로 발현된 M2수용체에 의한 칼슘채널의 억제는 Gi/o단백질을 비활성화 시키는
PTX에 민감하게 차단되었다.반면에 내심신경세포에 이종발현된 M1수용체에 의
한 칼슘전류의 억제는 Gs에 내재된 GTPase활성을 차단하여 비활성화시키는 콜레
라 독소(Cassel및 Selinger,1977;CTX,1 µg/ml,18시간 처리)나 PTX에 의해서
차단되지 않았다(그림 5,그림 11A).그러나 Gq/11에 작용한다고 알려진 광견병 독
소(Pasteurellamultocidatoxin,PMT;Wilson및 Ho,2004)로 내심신경세포를 장
시간 (18시간)1 µg/ml농도로 처리하였을 때 칼슘전류 억제의 크기는 55±3%
(n=9)에서 7±1%(n=5)로 통계적으로 유의하게 감소하였다(P<0.01)(그림 11B).이러
한 결과로부터 내심신경에서 M1수용체에 의한 칼슘전류의 억제는 PMT에 민감한
Gq/11단백질에 의해 매개됨을 알 수 있었다.
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그그그림림림 111000...역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄중중중합합합반반반응응응에에에 의의의한한한 내내내심심심신신신경경경에에에 발발발현현현되되되는는는 GGG 단단단백백백질질질 αααα 서서서브브브
유유유닛닛닛의의의 동동동정정정... 내심신경절로부터 전체 RNA를 추출하여 역전사한 후 Gα에 특이
적인 또는 공통 프라이머(본문 참조)를 사용하여 연쇄중합반응에 의해 증폭하였다.
반응물은 ethidium bromide가 들어있는 agarosegel상에서 분리하고 확인하였다.
내부 대조군으로 β-actin을, 양성 대조군으로 뇌 조직을 각각 사용하였다.역전사
효소 없이 역전사연쇄중합반응 과정을 실시하여 게놈 DNA의 오염이 없음을 확인
하였다.
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그그그림림림 111111...내내내심심심신신신경경경세세세포포포에에에서서서 MMM111수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제를를를 매매매개개개하하하는는는
GGG 단단단백백백질질질의의의 약약약리리리적적적 동동동정정정...칼슘전류 억제에 미치는 PMT의 효과(A)및 요약(B).
M1수용체를 코딩하는 cDNA가 미세주입된 내심신경세포를 PTX와 PMT(각각 500
ng/ml)를 함께 18시간동안 전 처치한 후 peak전류에 미치는 Cch의 효과를 기
록하였다.모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였고,괄호 안의 숫자는 실험례수
(n)를 나타낸다.***p<0.01



333...444...MMM111수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 VVVIII억억억제제제에에에서서서 GGGβγβγβγβγ 서서서브브브유유유
닛닛닛의의의 역역역할할할
이전의 연구에서 신경전달물질에 의한 N-형 칼슘채널의 VD 억제에 Gβγ가 관

여하는 지를 확인하는 대표적인 실험전략은 Gβγ 결합 단백질을 세포에 과발현을
시키는 것 이었다(Ikeda,1996;Jeong및 Ikeda,1999;Kammermeier및 Ikeda,
1999).이때 이종발현 된 Gβγ 결합단백질은 충분히 많은 양이 발현될 경우 G 단
백질 활성 시에 방출되는 유리 Gβγ를 완충하여 효과기(effector)인 칼슘채널에 작
용하는 것을 방해할 것이다.본 연구에서는 M1 수용체 활성에 의한 칼슘채널의
억제에 Gβγ가 관여하는 지를 확인하기위해 Gβγ 결합단백질인 트랜스듀신 Gαtr)과
G 단백질 수용체 인산화 효소 2의 카르복시기 말단(G-protein receptorkinase
2-ct, GRK2-ct)을 사용하였다. Gαtr은 망막에서 발견되는 Gα 서브유닛으로
(Conklin및 Bourne,1993;Wittinghofer,1994)이종발현 되었을 때 GDP-bound
형태로 존재하여 Gβγ를 완충시키게 된다(Jeong및 Ikeda,1999).GRK2-ct경우
myristicacidattachment(MAS)을 N 말단에 결합시켜 세포 내에 발현되었을 때
G-단백질이 존재하는 세포막에 연합이 잘되도록 만들어졌는데(Resh,1994;Toby
등,1997)이는 Gβγ의 완충능력을 극대화시키기 위한 것이다(Kammermeier및
Ikeda,1999).PTX를 처리한 내심신경 세포에 트랜스듀신이나 GRK2-ct을 이종발현
시켰을 때 대조군에서 볼 수 있는 M1수용체 활성에 의한 칼슘전류의 억제를 현
저하게 차단시켰다(그림 12A).평균적으로 대조군에서의 억제크기는 57±0.3%(n=4)
이었으나, 트랜스듀신이나 GRK2-ct을 과발현 시켰을때는 각각 7±1(n=5)%와
12±2(n=7)%로 감소하였다(그림 12B).이러한 결과로부터 칼슘전류의 VI억제에서
도 VD 억제처럼 Gβγ가 중요한 역할을 하는 것을 알 수 있었다.

333...555...MMM111수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 VVVIII억억억제제제에에에서서서 GGGαααα 서서서브브브유유유
닛닛닛의의의 역역역할할할
내심신경세포에 이종발현된 M1 수용체의 활성에 의한 칼슘채널의 VI억제가

Gαq/11에 의해 매개되는 지 확인하였다.이를 위해서 regulatorofG protein



signaling2(RGS2)를 이종발현 시켰다.이전의 연구에서 RGS2는 RGS과에 속한
여러 아형들 중에서도 Gαq-GTP에 선택적으로 결합하여 효과기,즉,PLCβ의 활성
을 억제하는 것으로 밝혀졌다(Heximer등,1997).그림 13에서 나타낸 것 같이
PTX가 처리된 내심신경 세포에 RGS2를 이종 발현시켰을 때 Cch에 의한 M1수용
체 활성에 의한 칼슘전류의 억제크기에는 별 영향을 주지 않았지만 흥미롭게도
칼슘전류의 억제모드를 VI에서 VD로 전환시켰다.대조군(PTX+M1수용체)에서의
칼슘전류억제의 크기는 56±4%(n=4)이었고,RGS2를 추가로 발현한 실험군에서는
58±4%(n=7)로 두 군 사이에 유의한 차이는 없었다(p>0.05)(그림 14).그러나 대조
군과 실험군에서 PFR은 1.2±0.1과 1.6±0.1로 통계적으로 유의한 차이를 보였다
(p<0.01).이와 같이 RGS2에 의한 Gαq/11-GTP를 완충시켰을 때 칼슘전류의 억제크
기에는 영향을 주지 않고 억제모드만 변환시키는 효과를 더 검증하기위해 역시
PLCβ1 카르복시기 말단(PLCβ1-ct)을 테스트하였다. PLCβ1-ct는 활성화된
Gαq/11-GTP는 결합하지만 PLC의 효소활성은 없는 것으로 알려져 있다(Wu 등,
1993).내심신경세포에 PLCβ1-ct의 이종발현은 RGS2의 그것과 같은 효과를 나타
내었다.즉,Cch에 의한 M1수용체 활성에 의한 칼슘전류의 억제크기에는 영향을
주지 않고 칼슘전류의 억제모드를 VI에서 VD로 전환시켰다(그림 13).대조군
(PTX+M1 수용체)에서의 칼슘전류억제의 크기(56±4%)에 비교하여 PLCβ1-ct를 추
가로 발현한 실험군에서는 51±4%(n=8)로 통계적으로 유의한 차이는 없었다
(p>0.05).그러나 대조군의 PFR(1.2±0.1)에 비해 실험군에서는 1.8±0.1로 통계적으
로 유의하게 증가되었다(p<0.01)(그림 14).이상의 결과로부터 내심신경세포에서
M1수용체 활성에 의한 칼슘채널의 VI억제모드는 Gα가 중심 역할을 함을 알 수
있었다 .



PTX + M1R

+ Transducin

+ MAS-GRK2-ct

25
0p

A

20ms

Control
Cch

A

Ic
a
in

h
ib

iti
o

n
(%

)

B

αtr GRK2-ct

(4)

(5)

(7)

Control
0

25

50

75
Summary

*
*

PTX + M1R

+ Transducin

+ MAS-GRK2-ct

25
0p

A

20ms

Control
Cch

A PTX + M1R

+ Transducin

+ MAS-GRK2-ct

25
0p

A

20ms

Control
Cch
Control
Cch

A

Ic
a
in

h
ib

iti
o

n
(%

)

B

αtr GRK2-ct

(4)

(5)

(7)

Control
0

25

50

75
Summary

*
*

그그그림림림 111222...MMM111수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제에에에서서서의의의 GGGβγβγβγβγ의의의 역역역할할할...Gβγ를 완충
(chelation)하는 트랜스듀신(αtr)및 GRK2-ct의 Cch에 의한 칼슘전류억제의 차단효
과(A)및 요약(B).GRK2-ct가 세포막에 잘 발현되도록 myristicacidattachment
(MAS)을 N 말단에 결합시켰다.모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였고,괄호
안의 숫자는 실험례수(n)를 나타낸다.***p<0.01
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그그그림림림 111333...MMM111수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제에에에서서서의의의 GGGααααqqq///111111의의의 역역역할할할...G단백질
αq/11서브유닛을 완충(chelation)하는 RGS2및 PLCβ1-ct을 과발현시켜 Cch에 의
한 칼슘전류의 억제 및 모드에 미치는 효과를 관찰하였다.
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그그그림림림 111444...MMM111수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제에에에 미미미치치치는는는 GGGααααqqq///111111완완완충충충의의의 효효효과과과
요요요약약약...모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였고,괄호 안의 숫자는 실험례수(n)를
나타낸다.***p<0.01



333...666...MMM111수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 VVVIII억억억제제제에에에서서서 세세세포포포 내내내 유유유
리리리 칼칼칼슘슘슘의의의 역역역할할할
쥐의 상경신경절 세포를 사용해서 이루어진 이전의 연구에서 M1및 안지오텐

신 수용체에 의한 칼슘채널의 VI억제는 세포 내 칼슘을 완충하는 BAPTA에 민감
하다고 보고 된 바 있다(Bernheim 등,1992;Shapiro등,1994;Delmas등,1998a).
따라서 본 연구에서도 내심신경에서 일어나는 칼슘채널의 VI억제에 미치는 칼슘
chelator의 영향을 확인하였다.이를 위해 double-pulse프로토콜로 칼슘전류를 5
초 간격으로 유발하고 Cch을 가하여 시간에 따른 칼슘전류의 크기 변화를 나타내
었다(그림 15A).먼저 낮은 농도(0.1mM)의 BAPTA를 패치피펫을 통해 세포 내로
넣어주었을 때 Cch에 의한 칼슘전류의 억제는 느리게 일어나 최대 억제가 일어나
기까지 4∼5번의 시험펄스(TP;15-20초)가 필요하였다.이를 정량화하기 위해 첫
번째와 다섯 번째 TP 후 측정한 칼슘전류의 억제크기는 각각 28±5%(n=3)와
50±9%이었다(그림 16).이때,칼슘전류의 억제모드는 prepulse억제나 postpulse의
억제의 크기가 같은 VI모드를 처음부터 유지하였다(그림 15A).평균적으로 첫 번
째와 다섯 번째 TP 후 측정한 칼슘전류의 PFR은 각각 0.9±0.1과 0.8±0.1이었다
(그림 16).이와는 달리 높은 농도를 BAPTA(10mM)을 세포 내에 가하였을 때
Cch에 의한 칼슘전류의 억제는 매우 빠르게 일어나 1∼2번의 TP에 의해 최대 억
제가 일어났다(그림 15B).첫 번째와 다섯 번째 TP를 가하였을 때 칼슘전류의 억
제크기는 각각 45±6%(n=4)와 50±7%로 통계적으로 차이가 없었다.무엇보다도 흥
미로운 사실은 내심신경세포 내에 칼슘이 고농도의 BAPTA에 의해 완충 될 때 칼
슘전류의 억제는 처음에는 VD 모드로 일어났으나 시간이 지날수록 VI모드로 이
동한다는 것이었다.평균적으로 첫 번째와 다섯 번째 TP를 가하였을 때 칼슘전류
의 PFR은 각각 1.5±0.1과 1.1±0.1으로 통계적으로 유의한 차이가 있었다 (p<0.05).
이러한 결과는 세포 내로 유입된 칼슘이 칼슘채널 억제의 속도 또는 모드의 변
환에 중요한 요소로 작용할 수 있음을 시사하였다.
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그그그림림림 111555...세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘 완완완충충충이이이 MMM111수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제에에에 미미미치치치
는는는 효효효과과과...패치 피펫 내에 0.1mM(A)또는 10mM BAPTA(B)를 넣어 세포 내로
dialysis하였다.Cch(10 µM)에 의한 칼슘전류 억제의 시간경과(left)와 첫 번째와
다섯 번째 시험펄스 시 기록된 전류의 모양(right)을 나타내었다.시험펄스는 매 5
초 간격으로 주었다.VD:voltage-dependent,VI:voltage-independent
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그그그림림림 111666...세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘 완완완충충충이이이 MMM111수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제에에에 미미미치치치
는는는 효효효과과과의의의 요요요약약약...모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였고 괄호 안의 숫자는 실
험례수(n)를 나타낸다.***p<0.05



333...777...NNN---형형형 칼칼칼슘슘슘채채채널널널과과과 CCC...eeellleeegggaaannnsss아아아세세세틸틸틸콜콜콜린린린 수수수용용용체체체 GGGAAARRR---333간간간의의의
기기기능능능적적적 연연연결결결
GAR-3는 충북대학교 조남정 박사에 의해 꼬마선충 Caenorhabditiselegans(C.

elegans)로부터 클로닝 된 G-protein-coupled수용체로 그 구조와 약리학적인 특성
이 기존에 알려진 척추동물의 무스카린성 수용체와 비슷하다는 것이 밝혀졌다
(Hwang등,1999).그러나 현재까지 GAR-3수용체의 기능,특히,이온채널의 조
절과 관련된 연구는 이루어지지 않았다.따라서 본 연구에서는 GAR-3가 칼슘채널
에 기능적으로 연결되어 있는 지를 최초로 확인하고 그 칼슘채널 조절의 메커니
즘을 인간 M1 수용체 활성에 의한 칼슘채널 조절의 그것과 비교하였다.먼저
COS-7세포에 GAR-3를 N-형 칼슘채널을 코딩하는 α1B,보조 서브유닛인 Cavβ3
및 α2δ, 그리고 GFP와 함께 칼슘포스페이트 트랜스펙션 방법으로 이종발현을 시
켰다.전세포파열패치방법으로 칼슘전류를 측정하였는데,이때 chargecarrier로 10
mM Ca2+을 사용하였다.COS-7세포를 -80mV에 고정하고 +10mV로 단일 시험
펄스를 주어 최대크기의 N-형 칼슘전류를 유발하였다.그림 17A에서 보는 바와
같이 GAR-3수용체를 제외한 나머지 유전자를 발현시킨 대조군(GFPalone)에서
시험펄스에 유발된 내향전류는 무스카린성 수용체 효현제인 oxotremorine(oxoM,
100 µM)에 의해 영향을 거의 받지 않았다.평균억제 크기는 1% 이하로 COS-7세
포에 내재적으로 발현되는 무스카린성 수용체가 없다는 것이 확인되었다(그림
17B).한편,GAR-3수용체를 발현시킨 COS-7세포에서 oxoM은 N-형 칼슘전류를
현저하게 억제하였다.평균 억제크기는 64±12%(n=5)로 나타났으며 이 값은 인간
M1 수용체 활성에 의한 억제크기인 70±4%(n=9)와 비슷하였다.COS-7세포에서
GAR-3와 M1수용체 활성에 의한 N-형 칼슘전류의 억제는 비특이적 무스카린성
수용체 차단제인 atropine(50 µM)의 전처치에 의해 차단되었다.평균적으로
atropine 전 처치 후 GAR-3와 M1 수용체 활성에 의한 억제크기는 각각
7±3%(n=4)와 2±2%(n=4)로 나타났다.이러한 결과로부터 GAR-3수용체는 N-형
칼슘채널에 기능적으로 연결되며 인간 무스카린성 수용체와 약리학적으로 유사함
을 알 수 있었다.
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그그그림림림 111777...꼬꼬꼬마마마선선선충충충 GGGAAARRR---333무무무스스스카카카린린린성성성 수수수용용용체체체와와와 NNN---형형형 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 기기기능능능적적적 연연연결결결...
GAR-3및 M1 수용체 활성에 의한 칼슘전류의 억제효과 (A)및 결과 요약 (B).
COS-7세포에 GAR-3또는 M1수용체를 α1B/β3/α2δ 및 GFP와 함께 CaPO4트랜
스펙션 방법으로 이종발현 시켰다.전세포파열패치방법으로 칼슘전류를 측정하였
으며,chargecarrier로 10mM Ca2+을 사용하였다.COS-7세포를 -80mV에 고정
하고 +10mV로 단일 시험펄스를 주어 peakN-형 칼슘전류를 유발하였다.대조군
으로 GFP만 발현하는 COS-7세포를 사용하였다.OxM(100µM)에 의한 효과가 무
스카린 수용체에 의해 매개되는 지를 atropine(50 µM)을 전처치하여 확인하였다.
모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였고,괄호 안의 숫자는 실험례수(n)를 나타
낸다.*p<0.01



333...888...GGGAAARRR---333활활활성성성에에에 의의의한한한 NNN---형형형 칼칼칼슘슘슘채채채널널널 억억억제제제의의의 일일일반반반적적적 특특특성성성
GAR-3가 발현되는 COS-7세포에서 oxoM에 의한 N-형 칼슘채널의 억제가 농

도 의존적으로 일어나는 지 확인하고,그 효능과 역가를 인간 M1수용체를 발현
시켰을 때와 비교하였다.그림 18에 나타낸 바와 같이 GAR-3가 발현된 경우 칼슘
전류의 억제는 oxoM의 농도에 비례하여 증가하였으며 최대 억제크기는 80±6%
(n=5)로 M1수용체 활성에 의한 최대 억제크기(70±5%,n=5)와 비슷하였다.효현제
각 농도에서의 억제크기를 최대 크기에 정규화(normalization)하였을 때 역가는
GAR-3와 M1수용체가 활성화 된 경우 각각 0.35 µM과 0.6 µM로 효능과 마찬가
지로 두 수용체 사이에 비슷하였다.
앞에서 설명한 바와 신경전달물질 수용체의 활성에 의한 칼슘채널의 억제의

특성은 전압의존성 여부로 판명 된다(Hille,1994,Ikeda 및 Dunlap,1999;
Catterall,2000;Elmslie,2003).따라서 GAR-3와 N-형 칼슘채널사이의 연결에 관
련된 분자적 메커니즘 규명에 앞서 전압의존성을 평가하였다.일반적으로 칼슘채
널의 VD 억제의 경우 가해진 시험펄스와 억제크기사이에 “종(bell)"모양의 관계
가 나타나며,효현제에 의해 전유-전압곡선(I-V curve)상에서 우측으로의 이동이
일어난다 (Ikeda및 Dunlap,1999).그림 19에 나타낸 바와 같이 COS-7세포에서
oxoM(100 µM)으로 GAR-3수용체를 활성화 시켰을 경우 -20mV～+50mV 범위
에서 뚜렷한 칼슘전류의 억제가 일어났으나 종 모양의 상관관계가 뚜렷하지 않았
고,최대전류가 나타나는 전압의 우측이동도 관찰되지 않아 전압비의존적인 억제
의 가능성을 시사하였다.다음은 GAR-3를 발현하는 COS-7세포에서 oxoM에 의
한 N-형 칼슘전류의 억제가 heterotrimericG 단백질에 의해 매개되는 지를 확인
하였다.GDPβS는 가수분해가 되지 않는 GDP유사체로 Gα에 GTP가 결합하는 것
을 경쟁적으로 방해하여 G 단백질을 매개하여 일어나는 신경전달물질의 작용을
억제시킨다(Holz등,1986;Ikeda,1991;Wanke등,1987).그림 20은 GAR-3수용
체 활성에 의한 N-형 칼슘채널의 억제에 대한 세포 내 GDPβS의 효과를 보여주고
있다.GDPβS(2mM)를 10분간 세포 내에 주입하였을 때 oxoM(100 µM)에 의한
칼슘전류의 억제가 80±4%(n=5)에서 4±2%(n=5)로 현저하게 감소하였다.



그그그림림림 111888...GAR-3및및및 MMM222수수수용용용체체체의의의 활활활성성성에에에 의의의한한한 NNN---형형형 칼칼칼슘슘슘채채채널널널 억억억제제제 효효효능능능 및및및 역역역
가가가 비비비교교교...OxoM 농도와 칼슘전류 억제 크기의 상관관계를 나타내었다.Cch을 10
nM에서 100 µM 사이에서 누적되지 않게 가하였을 때 peak칼슘전류의 억제 %
를 얻었다.Peak칼슘전류를 유발하기 위해 세포를 -80mV에 고정하고 +10mV
의 시험자극을 주었다. 각 데이터 점을 연결하는 곡선은 Hill 공식, 즉,
ICa=MaxI(1+ IC50/[oxoM])-1을 사용하여 얻었다.이때 MaxI는 최대 칼슘전류 억
제%,IC50는 MaxI의 절반을 억제하는데 필요한 Cch의 농도이다.open circle:
GAR-3수용체,closedcircle:M1수용체.모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였
다.
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그그그림림림 111999...GGGAAARRR---333수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 NNN---형형형 칼칼칼슘슘슘채채채널널널 억억억제제제의의의 전전전압압압의의의존존존성성성 평평평가가가...
OxoM(100 µM)존재 유무에 따른 전류-전압 상관 곡선(A)및 각 전압에서의 전류
억제 크기 요약(B).모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였고,괄호 안의 숫자는
실험례수 (n)를 나타낸다.
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그그그림림림 222000...GGGAAARRR---333수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제에에에 미미미치치치는는는 GGGDDDPPPββββSSS의의의 효효효과과과...
GDPβS(2mM)을 10분간 COS-7세포 내로 dialysis한 후 oxoM(100 µM)의 유무
에 따른 칼슘전류 traces(A)및 GDPβS효과 요약(B).모든 값들은 평균±표준오차
로 표시하였고,괄호 안의 숫자는 실험례수(n)를 나타낸다.



333...999...GGGAAARRR---333활활활성성성에에에 의의의한한한 NNN---형형형 칼칼칼슘슘슘채채채널널널 억억억제제제에에에 관관관여여여하하하는는는 GGG 단단단백백백
질질질의의의 동동동정정정
이전의 연구에서 COS-7세포는 내재적으로 Gαs(Rauly등,2000),Gαi/o(Wurch

및 Pauwels,2001),Gαq(Yuan등,2001),그리고 Gαz/Gα12(Belcheva등,2000)의 G
단백질 아형들을 발현하는 것으로 알려져 있다.따라서 COS-7세포에서 GAR-3
수용체와 N-형 칼슘채널사이를 연결하는 G 단백질의 아형을 약리학적으로 동정하
였다.이때,칼슘전류 억제가 VD인지 VI인지를 명확히 하기위해 doublepulse프
로토콜을 사용하여 칼슘전류를 유발하였다.대조군에서 oxoM을 가하기 전에 이미
칼슘전류의 PFR이 <1로 나타나 강한 prepulse(+80mV)에 의해 칼슘전류의 비활
성(inactivation)이 이미 일어났음을 알 수 있었다.칼슘전류가 oxoM에 의해 억제
될 때도 prepulsefacilitation이 나타나지 않는 VI모드로 일어나는 것을 확인하였
다(그림 21A).따라서 GAR-3활성에 의한 칼슘전류의 억제가 전압의존적으로 일
어나지 않았기 때문에 Gi/Go나 Gs단백질이 매개할 가능성은 상대적으로 매우 낮
았다.이와 일치하여 COS-7세포를 PTX(500ng/ml)나 CTX(1 µg/ml)로 전 처치
(18시간)하였을 때 oxoM에 의한 칼슘전류의 억제는 별 영향을 받지 않았다(그림
21A).평균적으로 칼슘전류의 억제 크기는 대조군,PTX실험군,그리고 CTX실험
군에서 각각 75±5%(n=15),70±5%(n=6),그리고 64±5%(n=13)로 두군 사이에 유의
한 차이가 없었다(그림 21B).그러나 Gαq/11을 비활성화 시키는 PMT(500ng/ml)
를 전 처치(18시간)하였을 때 oxoM에 의한 칼슘전류의 억제는 29±5% (n=5)로
대조군에 비해 현저히 억제되었다.이러한 결과로부터 GAR-3는 M1수용체와 비
슷하게 Gq/11단백질을 매개하여 N-형 칼슘전류를 억제한다는 것을 알 수 있었다.

333...111000...GGGAAARRR---333수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘채채채널널널의의의 VVVIII억억억제제제에에에서서서 GGGα α α α 및및및
GGGβγβγβγβγ 서서서브브브유유유닛닛닛의의의 역역역할할할
이미 설명한대로 내심신경세포에서 M1수용체의 활성에 의한 칼슘채널억제의

경우 Gβγ가 직접 억제를 매개하고,Gα는 억제모드를 결정하는 역할을 하는 것으
로 밝혀졌다.다음 실험에서는 M1 수용체와 마찬가지로 Gq/11에 연결되어 있는



GAR-3수용체 활성에 의한 N-형 칼슘전류의 억제에서 Gα와 Gβγ의 역할을 규명
하였다 . 이를 위해 Μ1 수용체의 경우 사용했던 연구방법 , 즉 , 각 서브유닛을 완충
할 수 있는 단백질을 과발현시켜서 oxoM에 의한 칼슘전류 억제 크기 및 모드의
변화를 확인하는 방법을 이용하였다 . 먼저 Gβγ를 완충하는 MAS-GRK3와 트랜스
듀신을 각각 과발현시켰을 때,GAR-3수용체의 활성에 의한 칼슘전류의 억제를
현저하게 감소시켰다(그림 22A).이러한 Gβγ chelator에 의한 N-형 칼슘전류억제
의 차단은 같은 COS-7세포에서 M1수용체를 활성화 시킨 경우에도 볼 수 있었
다.평균적으로 대조군 세포,MAS-GRK3및 드랜스듀신이 발현된 COS-7세포에서
의 GAR-3 수용체 활성에 의한 칼슘전류의 억제크기는 각각 75±4%(n=15),
9±2%(n=5),그리고 12±3%(n=6)이었으며,M1 수용체의 경우 각각 78±3%(n=7),
10±5%(n=6),그리고 18±3%(n=6)이었다(그림 22B).Gα-GTP를 완충하기 위해
PLCβ-ct를 과발현 시켰을 때 GAR-3수용체 활성에 의한 N-형 칼슘전류의 억제크
기는 31±5%(n=6)로 대조군보다 유의하게 작았다.흥미롭게도 M1 수용체의 경우
칼슘전류의 억제에는 영향이 없었던 내심신경에서의 결과와는 다르게 PLCβ-ct를
과발현에 의한 Gα-GTP의 완충에 의해 칼슘전류의 억제크기가 49±6%(n=7)으로
대조군에 비해 유의하게 감소하였다(그림 22B).더 중요한 것은 COS-7세포에서는
Gα-GTP을 완충하더라도 VI모드가 VD 모드로 전환이 되지 않는다는 결과인데
내심신경에서 관찰되었던 것과는 크게 차이가 있었다.

333...111111...GGGAAARRR---333수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 칼칼칼슘슘슘채채채널널널 억억억제제제모모모드드드의의의 CCCaaavvvββββ 서서서브브브
유유유닛닛닛 의의의존존존성성성

이종발현시스템인 COS-7에서 발현된 N-형 칼슘채널 전류는 강한 탈분극
prepulse(+80mV)에 의해 비활성(inactivation)이 일어났는데 이는 Cavβ3서브유닛
이 같이 발현되었기 때문이다(Stotz등,2004).이러한 Cavβ에 의한 N-형 칼슘채널
비활성에 의해 GAR-3수용체 활성에 의한 칼슘채널 억제모드가 VI로 나타났는지
를 확인하기 위해 COS-7 세포에 Cavβ3 대신에 Cavβ2a를 발현시킨 후 double



pulse프로토콜로 칼슘전류를 유발시켰다.그림 23A에 나타낸 바와 같이 Cavβ2a를
발현시켰을 때 oxoM이 없는 기초 상태에서 N-형 채널의 비활성은 나타나지 않았
으며 오히려 facilitation이 나타났다.놀랍게도 oxoM에 의한 칼슘전류의 억제는
VD 모드로 나타났으며 Cavβ3을 발현시켰을 때보다는 그 전류억제 크기가 감소되
었다.평균적으로 Cavβ2a 또는 Cavβ3를 발현시켰을 때 N-형 칼슘채널의 억제 크기
는 각각 43±4%(n=5)와 75±4%(n=8)이었다.PFR은 Cavβ2a의 경우 oxoM을 가하였
을 때 1.05±0.04에서 1.8±0.25로 증가하였으나, Cavβ3의 경우 0.84±0.02에서
0.54±0.04로 오히려 감소하였다.이상의 결과로부터 N-형 칼슘채널 억제의 크기와
모드는 같이 발현된 Cavβ의 아형에 따라 많은 영향을 받음을 알 수 있었다.
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그그그림림림 222111...CCCOOOSSS---777세세세포포포에에에서서서 GGGAAARRR---333수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 NNN---형형형 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제를를를
매매매개개개하하하는는는 GGG 단단단백백백질질질의의의 약약약리리리적적적 동동동정정정...칼슘전류 억제에 미치는 PTX및 PMT의 효
과(A)및 요약(B).GAR-3를 이종발현시킨 COS-7세포를 CTX,PTX,및 PMT(각각
500ng/ml)를 각각 18시간동안 전 처치한 후 peak전류에 미치는 oxoM(100
µM)의 효과를 기록하였다.모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였고,괄호 안의
숫자는 실험례수(n)를 나타낸다.***p<0.01
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그그그림림림 222222...GAR-3수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 NNN---형형형 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제에에에서서서의의의 GGGαααα 및및및 GGGβγβγβγβγ의의의
역역역할할할...Gαq/11을 완충(chelation)하는 PLCβ1-ct와 Gβγ를 완충하는 GRK3-ct의 oxoM
(100µM)에 의한 칼슘전류억제의 차단효과(A)및 요약(B).GRK3-ct가 세포막에 잘
발현되도록 myristicacidattachment(MAS)을 N 말단에 결합시켰다.모든 값들은
평균±표준오차로 표시하였고,괄호 안의 숫자는 실험례수(n)를 나타낸다.***p<0.01
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그그그림림림 222333...GGGAAARRR---333수수수용용용체체체 활활활성성성에에에 의의의한한한 NNN---형형형 칼칼칼슘슘슘전전전류류류 억억억제제제에에에 미미미치치치는는는 CCCaaavvvββββ 보보보조조조
서서서브브브유유유닛닛닛의의의 효효효과과과...Cavβ2a와 Cavβ3를 각각 발현시킨 COS-7세포에서 oxoM(100
µM)유무에 따른 칼슘전류 traces(A),억제% 요약(B),및 prepulsefacilitation요
약 (C).모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였고,괄호 안의 숫자는 실험례수(n)
를 나타낸다.***p<0.05  Inset:칼슘전류 유발에 사용된 doublepulse프로토콜을
나타냄.
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신경전달물질이나 호르몬에 의한 칼슘채널의 조절은 크게 인산화 및 G 단백질
에 의한 것으로 나누어질 수 있다.인산화에 의한 칼슘채널의 조절에 관한 연구는
주로 골격근,심근,그리고 평활근 분포하는 L-형 칼슘채널이 cAMP의존적 PKA
에 의해 항진되는 것에 초점을 맞추어 이루어졌다(Catterall,2000).최근에는
Xenopusoocyte에 발현된 LVA T-형 칼슘채널 중 Cav3.2(H-형)이 PKC활성에 의
해 3배 이상 항진된다는 것이 보고 된 바 있다(Park등,2003).반면에 G단백질에
의한 칼슘채널의 조절은 L-형을 제외한 HVA 칼슘채널(주로 N-형이나 P/Q-형)에
서 일어나는 데,활성화되는 신경전달물질 수용체에 따라 생물리학적으로 크게 두
가지 경로,즉,전압의존적(VD)및 전압비의존적(VI)경로로 항진보다는 주로 억제
가 일어난다는 것이 밝혀졌다.현재 PTX에 민감한 Gi/o 단백질에 의해 매개되는
칼슘채널의 VD 억제의 메커니즘이 분자수준에서 거의 밝혀졌으나(Ikeda and
Dunlap,1999),PTX에 민감하지 않은 G 단백질에 의해 매개되는 VI억제에 관련
된 분자적 메커니즘의 규명은 아직 부족한 상태에 있다.따라서 본 연구에서는 무
스카린성 수용체 활성에 의한 HVA 칼슘채널의 VI억제 메커니즘의 일부를 밝혀
내려고 노력하였다.본 연구에서 밝혀낸 두 가지 주요 결과는 첫째,인간 M1수용
체 활성에 의한 HVA 칼슘채널의 VI억제는 PMT에 민감한 heterotrimericGq/11
단백질의 α와 βγ 서브유닛의 협동작용에 의해서 일어나며, Gα와 Gβγ는 각각 칼
슘채널 억제의 모드와 크기를 결정하는 중요한 요소들이라는 것과 둘째 , 꼬마선충
GAR-3무스카린성 수용체가 HVA 칼슘채널에 기능적으로 연결되어 있으며,M1
수용체 활성 시와 마찬가지로 Gq/11에 의해 매개되는 VI억제를 일으킨다는 것이
다.
본 연구에서 세포모델로 쥐의 심장을 지배하는 부교감 신경세포를 사용한 것

은 다음의 두 가지 이유 때문이다.첫째,칼슘채널의 아형들이 약리학적으로 잘
동정이 되어 있다는 것이다(Jeong및 Wurster,1997a).성숙 쥐 내심신경세포에 발



현되는 칼슘채널 아형은 L-,N-,Q-,그리고 R-형이며 이중 N-형 칼슘채널은 전체
의 60% 이상을 차지하여 신경전달물질에 의한 조절의 주 대상이라 할 수 있다.
둘째,다양한 신경전달물질(예,NE,NPY,opioid,Ach)들이 일으키는 칼슘채널의
VD 억제 메커니즘이 잘 밝혀져 있다는 것이다(Jeong등,1999).특히,Ach에 의한
M2 수용체 활성이 유발하는 칼슘채널의 VD 억제 메커니즘이 잘 밝혀져 있어
(Jeong및 Wurster,1997b)M1수용체가 매개하는 VI억제의 중요한 양성 대조군
(positivecontrol)을 제공한다는 것이었다.무엇보다도 내심신경세포에는 5가지 무
스카린성 수용체 아형들(M1-M5)중 MTT에 민감한 M2수용체만(신생 쥐의 경우
M4;Cuevas등 1997)이 기능적으로 발현되어 있고,그 수용체의 기능도 PTX에 의
해 거의 100% 차단될 수 있기 때문에 신경세포에 이종발현된 M1수용체를 비교
연구하기가 용이하다고 할 수 있다.
M1 수용체가 이종 발현된 내심신경세포를 PTX로 처리한 후 Cch을 가하면

M1독소(MT-2)에 민감한 칼슘채널의 억제가 일어나는 데 그 억제 모드가 VI라는
사실을 효현제 존재 시 칼슘전류의 “kineticslowing”과 “prepulsefacilitation”이
일어나지 않는 것으로 확인할 수 있었다.일반적으로 칼슘채널의 VD 억제는 주로
PTX에 민감한 Gi/o에 의해 매개되는 것으로 밝혀졌지만(IkedaandDunlap,1999)
예외적으로 VIP수용체에 연결된 CTX에 민감한 Gs(Zhu및 Ikeda,1994)나 PTX
에 민감하지 않는 Gi아과의 한 멤버인 Gz(Jeong및 Ikeda,1998)에 의해서도 매개
된다고 알려졌다. 칼슘채널의 VD 억제를 일으키는 이들 다양한 종류의
heterotrimericG 단백질의 activemoiety는 공통적으로 Gβγ인데(Herlitze등,1996;
Ikeda,1996)이는 Gβγ를 완충하는 Gα-GDP를 과발현시켰을 때 칼슘채널 억제가
차단되는 지를 관찰하면 쉽게 확인 할 수 있다(Jeong및 Ikeda,1999).그런데 흥
미롭게도 내심신경세포에서 M1수용체 활성에 의한 칼슘채널의 VI억제를 매개하
는 것도 Gβγ 임을 트랜스듀신(Gαtr-GDP)과 GRK2-ct를 과발현하여 확인할 수 있
었다.따라서 칼슘채널의 억제모드와 상관없이 억제여부나 크기를 결정하는 공통
인자는 유리된 Gβγ 임을 알 수 있다 . M1수용체 활성에 의한 칼슘채널 억제에 있
어서 Gβγ의 소스는 Gq/11단백질로 광견병 독소인 PMT를 사용하여 확인할 수 있
었다.PMT는 짧은 시간 가하면 활성화된 Gαq/11-GTP를 많이 만들어내고 PLC-IP3



경로에 의한 세포 내 칼슘을 증가시켜 여러 가지 다양한 생리작용을 일으키지만
실험에서와 같이 장시간 처리를 하면 오히려 Gq/11를 비활성화시키는 효과를 가져
온다(Wilson및 Ho,2004).내심신경세포는 Gi/o및 Gq/11단백질을 발현하고 있는
것이 역전사 연쇄중합반응에 의해 확인되었으며,M2수용체는 PTX에 민감한 Gi/o
를,M1수용체는 PMT에 민감한 Gq/11을 매개하여 칼슘채널 억제를 일으키는 것으
로 생각된다.그런데 현재까지 5개의 Gβ(β1-β5)과 11개의 Gγ(γ1-γ12,γ6는 γ2로 재명
명됨)가 밝혀졌는 데(Watson및 Arkinstall,1994;Clapham 및 Neer,1997)이들
Gβ와 Gγ 사이에 이루어지는 조합은 많지만 어떤 조합의 Gβγ 서브유닛이던지 신
경세포에 발현되면 칼슘채널의 긴장성 억제를 유발할 수 있다는 것이 밝혀졌다
(Ruiz-Velasco및 Ikeda,2000).하지만 몇몇 연구에서는 특정 heterotrimericG 단
백질 조합이 무스카린성 수용체에 특이성을 가지고 연결된다고 하였다.예를 들어
쥐 뇌하수체 세포주(GH3)에서 M4수용체는 αoAβ3γ4로 이루어진 G 단백질에 연결
된다고 하였다(Schneider등,1997).따라서 내심신경세포에 발현된 M1 수용체는
어떤 Gq/11heterotrimer에 연결되어 특이성을 가지고 칼슘채널을 억제하는 지 확
인한다면 흥미로울 것이다.
내심신경세포에서 M1수용체에 의한 칼슘채널의 억제에는 M2수용체에 의한

것처럼 Gβγ가 관여하지만 VI억제를 유발하기 위해서는 Gαq/11이 더 필요한 것으
로 확인되었다.어떤 신호전달과정에서 Gαq/11이 관여하는 지를 확인하는 방법 중
의 하나는 이 서브유닛을 완충하는 단백질(예,RGS2또는 PLCβ-ct)을 과발현시켰
을 때 해당 신호전달이 억제되는 지 유무를 관찰하는 것이다.대부분의 RGS과에
속한 아형들은 Gi/o나 Gq/11의 종류와 상관없이 Gα 서브유닛에 내재된 GTPase의
활성을 증가시켜 G 단백질에 의한 신호전달의 종결(termination)을 촉진하게 된다.
그러나 RGS2는 활성화된 Gαq/11에만 선택적으로 작용하는 것으로 확인되었다
(Heximer 등, 1997). 내심신경세포에서 RGS2와 PLCβ-ct를 과발현시켜
Gαq/11-GTP를 완충하였을 때 M1수용체 활성에 의한 칼슘채널의 억제크기에는 영
향이 없었으나,억제모드가 VI에서 VD 모드로 전환이 일어났다.현재 Gαq/11이 어
떻게 VI억제를 일으킬 수 있는지 명확하지 않다.일반적으로 칼슘채널의 VD 억
제의 경우 칼슘채널에 결합되어 있던 Gβγ가 강한 탈분극 prepulse에 의해 떨어져



나오기 때문이며 이러한 relief후 재결합 속도는 칼슘채널 주위의 유리 Gβγ의 농
도에 비례하는 것으로 알려져 있다(Emslie,2003).그러나 만약 Gαq/11이 직접적으
로 칼슘채널에 작용하거나 아니면 간접적으로 신호전달물질이 칼슘채널에 결합되
어 있는 Gβγ의 결합을 더욱 강화시킨다면 강한 탈분극 prepulse(+80mV)에 의해
서도 Gβγ가 유리되지 못해서 VI억제모드가 나타날 수 있을 것이다.이러한 추론
의 사실여부와 상관없이 왜 다른 종류의 Gα는 Gαq/11과 같이 VI모드를 유지하지
못하는가에 대한 의문이 생길 수 있다.예를 들면 NE에 의한 α2수용체나 Cch에
의한 M2수용체가 활성화될 때 Gβγ와 같이 유리되는 Gαi/o는 칼슘채널의 억제에
서의 역할이 명확하지 않다.현재 Gαi/o-GTP는 단순히 RGS단백질의 작용으로 내
재적인 GTPase의 활성이 증가하면 Gαi/o-GDP로 빠르게 전환되어 Gβγ와 다시 재
결합함으로써 칼슘채널 조절의 과정을 끝내는 수동적인 역할만 하는 것으로 보인
다.
Delmas등(1999)은 M1 수용체 활성에 의한 칼슘채널의 VI억제를 위해서

Gαq/11 또는 밝혀지지 않은 어떤 물질이 직접적으로 N-형 칼슘채널에 작용하여
Gβγ의 결합이 떨어지지 않을 것이라 주장하였으나 칼슘채널 위에 Gαq/11의 결합
부위가 아직 명확하지 않다.한편,Gαi/o와 Gαq/11의 칼슘채널억제에서의 역할이
차이가 나는 것은 Gαq/11이 활성화시키는 신호전달과정 때문일 수 있을 것이다.
구체적으로 Gαq/11은 세포막에 존재하는 PLCβ를 활성화하여 phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate(PIP2)를 diacylglycerol(DAG)과 IP3로 분해 시킨다.이 신호전달과
정에 의해 나타나는 주된 신호전달물질의 변화는 PKC의 활성증가,세포 내 칼슘
의 증가,그리고 세포막 내 PIP2의 고갈(depletion)이다.과거의 연구에서 칼슘채널
α1 서브유닛의 LI-II에 Gβγ의 결합부위(AID)가 PKC에 의해 인산화되면 G 단백질
에 의한 칼슘채널의 억제가 일어나지 않아 오히려 칼슘채널의 항진이 나타난다고
하였다(Stea등,1995).따라서 PKC에 의한 인산화는 칼슘채널의 VI억제와는 관
련이 없을 것이다.최근의 Xenopusoocyte를 이용한 연구에서 세포 내 칼슘의 증
가는 PIP2와 함께 Gβγ를 결합할 수 있는 Cav2.1(P/Q-형)의 상태를 안정화시켜 칼
슘 채널의 긴장성 억제(효현제가 없을 때의 tonicinhibition)를 일으킨다고 하였다
(Rousset등,2004).같은 실험에서 oocyte에 BAPTA를 주입하여 세포 내 칼슘을



완충시키면 칼슘채널의 억제가 풀리며 칼슘전류의 증가가 나타나는 것을 관찰하
였다.이러한 결과와 유사하게 쥐 상경신경절 세포에서 M1 수용체 활성에 의해
느리게 일어나는 L-및 N-형 칼슘채널의 억제가 BAPTA에 민감하다는 사실이 확
인되었으나 칼슘채널 억제의 전압의존성에 미치는 영향은 평가되지 않았다
(Mathie등,1992).하지만 본 연구에서 세포 내 칼슘을 고농도(10mM)의 BAPTA
로 빠르게 완충하였을 때 Cch에 의한 칼슘전류의 초기 억제가 VD 모드로 나타나
억제모드의 Ca2+ 의존성을 확인하였다.물론 VD 모드는 지속적으로 유지되지 못
하고 몇 번의 시험펄스 후 VI로 전환되었지만 만약 chargecarrier를 2mM Ca2+

을 사용했거나 Ba2+을 사용했다면(이 경우 내심신경에서 M1수용체 활성에 의해
ER로부터 칼슘이 어느 정도 유리가 될 것을 전제로 하기 때문에 앞으로 이를 확
인해보아야 할 것임)BAPTA의 완충능이 포화되는 것을 지연 또는 억제하여 VD
모드가 오랫동안 유지되었을 것이다.이러한 추론을 뒷받침하는 예로 Ca2+완충제
로 BAPTA 대신 완충이 느리게 일어나는 EGTA를 사용했을 때 초기에 나타나는
칼슘전류 억제의 VD 모드가 명확히 관찰되지 않았다는 것을 들 수 있다.현재까
지 알려진 바에 의하면 Gβγ는 칼슘채널에 직접 결합하여 억제를 일으킨다고 하였
다(Page등,1997;Qin등,1997;Meza및 Adams,1998;Simen등,2001). 칼슘채
널의 Gβγ 결합 부위는 도메인 I과 II사이의 세포내 루프(LI-II)에 두 개(DeWard
등,1997;Furukawa 등,1998;Zamponi 등,1997),C-말단(Qin 등,1997;
Furukawa등,1998a;Kinoshita등,2001)및 N-말단(Page등,1998)에 각 한개씩
모두 4개가 있는 것으로 알려졌다.한 연구에 의하면 한 개의 Gβγ만 있으면 칼슘
채널을 통한 conduction을 억제한다고 하였다(Zamponi및 Snutch,1998).따라서
G-단백질에 의해 활성화 되는 KAch 채널 (GIRK)의 경우(Huang 등,1997;
Mirshahi등,2002)와 유사하게 칼슘채널의 4개의 결합부위가 모여 한 개의 Gβγ 

분자가 결합할 수 있는 결합 포켓(pocket)을 형성할 것으로 보인다 . 그러나 이들
부위에 Gβγ가 결합하는 과정에는 칼슘의존성이 없는 것으로 밝혀져 (Qin등,1997; 
DeWard등,1997)앞으로 칼슘채널의 VI 억제에서 Ca2+의 작용기전 (calmodulin
의 역할 포함 )이 명확히 밝혀져야 할 것이다 . 

   최근에 PIP2는 칼슘채널을 비롯하여 ATP-sensitiveK+ 채널,KAch 채널(GIRK),



KCNQ(M-전류),TRPM7,ENaC,그리고 Na+/Ca2+transporter등의 활성을 조절하
는 중요한 조절자(modulator)라는 것이 많이 알려져 있다(Suh및 Hille,2005).앞
에서  언급한 바와 같이 PIP2는 Ca2+과 함께  Gβγ가 결합하는 칼슘채널의 상태를 안
정하게 해준다고 하였다(Rousset등,2004). 따라서 Gαq/11의 활성에 의해 일시적으
로 PIP2의 고갈이 나타나면 칼슘채널에 Gβγ의 결합이 불안정해질 수 있을 것이다.
이런 경우에는 오히려 칼슘채널에 결합되어 있는 Gβγ가 강한 탈분극 prepulse에
의해 쉽게 떨어져 나오는 VD 모드의 억제가 일어날 것으로 예상되기 때문에 본
연구결과의 설명으로는 적합하지 않다.최근의 한 연구에서 PIP2가 P/Q-형 및 N-
형칼슘채널에 존재하는 두 결합부위(S및 R)에 결합하는 정도에 따라 칼슘채널의
VD 억제에서 볼 수 있는 “reluctant모드”(제1장 서론 참조)를 촉진시키는 역할
과 이와 반대로 비활성에 의한 "run-down"을 방지하는 역할을 한다고 하였다
(Wu등,2002).전자의 PIP2역할은 본 연구결과와 상충되는 것인데 반해 후자의
경우 Gαq/11의 활성에 의해 일시적으로 PIP2의 고갈이 와서 칼슘채널의 비활성이
증가할 경우 prepulsefacilitation이 정상적으로 일어나더라도 비활성효과에 의해
가려질 것으로 추측된다.이러한 가능성은 COS-7세포에 GAR-3수용체와 함께
발현된 N-형 칼슘채널이 Cavβ3에 의해 비활성이 증가할 때 Gαq/11를 완충하더라
도 Cch에 의한 칼슘채널 억제가 VI에서 VD 모드로 전환되지 않는다는 결과에 의
해 뒷받침 될 수 있다.앞으로 PIP2의 세포막 농도를 증감시키거나(예,PI3및 PI4
kinase차단제인 wortmannin의 사용,anti-PIP2주입,PIP2dialysis등)칼슘채널의
비활성을 줄이는 방법(예,prepulse기간의 조절)등을 이용하여 Gαq/11및 PIP2의
역할을 확인해야할 것이다.
본 연구에서는 M1수용체에 활성에 의한 HVA 칼슘채널의 VI억제 메커니즘

규명 외에 꼬마선충 무스카린성 수용체인 GAR-3가 칼슘채널에 기능적으로 연결
되어 있다는 사실을 최초로 규명하였다.GAR 수용체 과에 속하는 GAR-1,
GAR-2,그리고 GAR-3의 세 가지 아형이 최근에 클로닝이 되었는데 이중 GAR-2
수용체의 경우 세 개의 splicingvariant가 알려졌는데 GIRK1에 기능적으로 연결
되는 것으로 확인되었다(Suh등,2001).일반적으로 포유동물 세포에서의 GIRK의
활성화는 Gβγ에 의해 매개되는 것으로 알려져 있기 때문에 GAR-2는 M2수용체



와 유사하다고 볼 수 있다.COS-7세포에 발현된 GAR-3수용체를 무스카린성 수
용체 효현제인 oxoM으로 활성화시켰을 때 N-형(α1B/Cavβ3/α2δ)칼슘채널을 억제
시켰는데 PMT에 의해 그 억제가 차단되는 것으로 보아 Gq/11단백질이 매개함을
알 수 있었다.이러한 결과는 Xenopus oocyte에 발현시킨 GAR-3 수용체가
PLC-IP3경로에 의한 Ca2+-activatedCl-채널의 활성을 Gq/11단백질이 매개한다는
사실과 비슷하였다(Hwang등,1999).GAR-3는 기능면에서나 약리학적인 효능이
나 역가에 있어서도 인간 M1수용체와 매우 유사함을 알 수 있었다.GAR-3에 활
성에 의한 칼슘채널의 억제는 Cavβ3를 α1B/α2δ와 같이 발현시켰을 때는 VI모드
로 나타났다.이 경우 M1수용체의 경우에서와는 달리 Gβγ외에도 Gα 서브유닛이
칼슘채널 억제에 어느 정도 관여하는 것으로 나타났다 . 이러한 결과는 앞에서 설
명한바와 같이 Gαq/11-PLC 경로에 의해 PIP2를 고갈시켜 칼슘채널의 일시적인 억
제(run-down에 의한)가 유발되는 것으로 설명할 수 있겠다(Wu등,2002).PLCβ-ct
를 과발현시켜 Gαq/11를 완충시켰을 때 kinetic slowing만 나타나고 prepulse
facilitation은 관찰되지 않았다.그 이유는 이전에 보고 된 바와 같이(Olcese등,
1994;Meir및 Dolphin,2002)다른 보조 서브유닛들(Cavβ1,Cavβ2,Cavβ4)에 비교
하여 Cavβ3을 발현시킨 경우에는 효현제가 없는 상태에서 이미 칼슘전류의
kinetics가 빨라지는 비활성화가 나타나고 prepulse 후 그 정도가 더 커져서
prepulsefacilitation에 반대로 작용하기 때문이다.내심신경에서 이러한 현상을 볼
수 없었던 것은 칼슘채널의 비활성에 Cavβ3보다는 덜 영향을 주는 보조 서브유닛
(특히,Cavβ1)이 같이 혼재하기 때문일 것으로 추측된다 . 참고로 COS-7세포는
Xenopusoocyte와는 달리 내재적으로 Cavβ를 발현하지 않는 것으로 확인된 바 있
다(Meir등,2000).무엇보다 흥미로운 사실은 GAR-3수용체 활성에 의한 N-형 칼
슘채널의 억제 모드는 Cavβ3대신 Cavβ2a를 발현시켰을 때 VD 모드로 바뀌면서
oxoM에 의한 전류의 억제크기도 현저히 감소한다는 것이었다.이러한 결과는 이
전에 COS-7세포에 이종발현된 β1γ2서브유닛이 N-형 칼슘채널의 긴장성 억제를
유발할 때 prepulsefacilitation이 Cavβ 종류에 상관없이 일어난다는 보고(Meir및
Dolphin,2002)와  Xenopusoocyte에서  Cavβ3이 무스카린성 수용체(이 경우 M2)에
의해 유도되는 G 단백질 억제의 prepulsefacilitation을 오히려 증가시킨다는 보고



(Roche및 Treistman,1998)와는 전혀 일치하지 않는다고 볼 수 있다.Cavβ2a의 발
현에 의한 칼슘채널의 VD 억제의 이유는 두가지로 말할 수 있는 데 첫째는 칼슘
채널 LI-II에 결합하기 위한 G 단백질 β1γ2서브유닛과의 경쟁에서 Cavβ2a이 Cavβ3
보다 약하거나 Cavβ2a이 칼슘채널의 비활성에 영향을 주지 않아 (또는 비활성을
억제하여)상대적으로 Gαq/11의 역할이 작은 때문이다.앞으로 칼슘채널의 VI억제
에서 Cavβ의 작용과 관련 메커니즘이 무엇인지 내심신경세포에서 구체적으로 확
인하는 것이 필요할 것이다 .

본 연구에서 확인한 칼슘채널의 VI억제의 생리학적인 의의는 아직 명확하지
않다.VD 억제에서 볼 수 있는 prepulsefacilitation은 신경에서 연속적으로 활동
전압의 train이 올 때 나타날 수 있는데 신경전달물질에 의한 시냅스전 칼슘채널
의 음성되먹임 억제 (negativefeedbackinhibition)가 감소되어 활동전압 빈도의존
적 (frequency-dependent)신경전달물질의 유리를 촉진시키는 역할을 할 것이다
(Toth 및 Miller,1995;Song및 Surmeier,1996;Williams등,1997;Brody및
Yue,2000).따라서 칼슘채널의 VI억제의 경우 이와 반대로 신경세포의 활동이
증가하여도 시냅스에서 칼슘채널의 음성되먹임 억제를 그대로 유지시킴으로써 신
경전달물질 방출을 감소시키는 역할을 할 것으로 추정된다.M1수용체의 활성에
의한 칼슘채널의 VI억제는 RGS2의 과발현에 의해 VD 억제로 전환된다.이러한
RGS2는 RGS과에 속한 여러 아형들 중에 매우 특이한 데 항우울제(Robinet등,
2001)나 seizure(Gold 등,2002)등에 의해 그 전사(transcription)가 증가한다고
알려졌다.따라서 본 연구결과로부터 RGS2의 발현수준이 증가하면 M1수용체를
활성화하더라도 칼슘채널의 VD 억제가 일어나서 강한 자극이 오면 신경전달물질
의 유리를 오히려 증가시켜 신경활동을 더 항진시키는 한편 Gαq/11-PLC-IP3경로
에 의한 세포 내 칼슘도 증가시켜 세포에 영향을 줄 것으로 짐작된다.한편,꼬마
선충은 유전자의 수가 포유동물에 비해 매우 적으며 이들 유전자의 종류가 모두
밝혀져 있다. 따라서 이들 유전자를 SiRNA silencing 방법으로 제거하여
streotyped행동(예,섭식,생식,도피 등)의 변화를 관찰함으로써 유전자-기능의 관
계를 용이하게 규명할 수 있다.꼬마선충에서 발견된 단백질의 대부분이 인간의



뇌에서 발견되기 때문에 해당유전자의 기능을 간접적으로 유추할 수 있다.특히,
무스카린성 수용체인 GAR-3의 칼슘채널 조절에서의 역할을 파악하고,꼬마선충에
서의 기능을 규명할 수 있다면 앞으로 인간 뇌 기능에 있어 무스카린성 수용체의
역할 연구에 많은 도움이 될 수 있을 것이다.
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쥐 내심신경세포 및 COS-7세포에 각각 이종발현이 된 인간 M1및 꼬마선충 GAR-3
무스카린성수용체의활성에의한 HVA(특히,N-형)칼슘채널의전압비의존적조절메
커니즘을세포및분자수준에서연구하여다음과같은결과를얻었다.

1.내심신경세포에서 M1수용체는 고전압에서 활성화되는 칼슘채널에 기능적으로 연
결되어효현제의농도의존적으로억제를일으켰다.

2.역전사 연쇄중합반응 분석결과 내심신경세포에는 Gq/11아과의 아형들이 모두 발현
됨을 확인할 수 있었는데,M1수용체활성에 의한 칼슘채널의 억제 작용은 전압비의
존적으로일어나며,광견병독소에민감한 Gq/11단백질에의해매개되었다.

3.유리 Gβγ를 트랜스 듀신과 GRK2-ct로 완충하였을 때 칼슘채널의 억제 정도는 현저
히 감소하였다.Gαq/11을 RGS2나 PLCβ-ct로 완충하였을 때 칼슘채널의 억제 정도에
는 크게 영향이 없었으나,억제모드가 전압비의존적 모드에서 전압의존적 모드로
전환되었다.

4.세포 내 칼슘을 고농도의 BAPTA로 완충하였을 때 전압비의존적 억제가 일어나는
속도가 증가하였다.

5.한편,COS7세포에 이종발현시킨 꼬마선충 GAR-3무스카린성 수용체는 N-형 칼슘
채널에 기능적으로 연결되어 억제작용을 일으켰으며,아트로핀에 의해 그 억제작용
이차단되었다.



6.GAR3수용체활성에 의한 N-형 칼슘채널의 억제 작용은 효현제의 농도의존적으로
일어났으며,억제작용의역가는M1수용체를발현하였을때와거의차이가없었다.

7.G단백질을 비활성화시키는 GDPβS를 세포 내로 넣어주었을 때,oxo-M에 의한 N-
형칼슘채널의억제가차단되었다.

8.GAR-3수용체활성에 의한 N-형 칼슘채널의 억제 작용은 전압비의존적으로 일어났
으며 CTX와 PTX의 전 처치에 의해서는 차단되지 않았지만 PMT의 전 처치에 의해
서는차단되었다.

9.유리 Gβγ를 트랜스듀신과 GRK2-ct로 완충하였을 때 칼슘채널의 억제 정도는 현저
히 감소하였다.Gαq/11을 PLCβ-ct로 완충하였을 때 칼슘채널의 억제정도가 50%정
도감소되었다.이때 칼슘전류의kineticslowing이 일어났지만 prepulsefacilitation
은뚜렷하지않았다.

10.GAR3수용체 활성에 의한 N-형 칼슘채널의 억제 작용의 모드는 칼슘채널 β 보조
서브유닛에의존적으로나타났다.

이상의 결과로부터 칼슘채널의 전압비의존적 억제에는 Gq/11단백질의 α 및 βγ

서브유닛이 모두 필요한데 Gβγ가 칼슘채널의 억제에 주된 역할을 하며,Gα는 전
압비의존적 모드를 유지하는 데 중요한 역할을 함을 알 수 있었다.세포 내 칼슘
은 Gα가 작용하는 속도를 빠르게 해주는 역할을 할 것으로 추측되며,칼슘채널을
이루고 있는 보조 서브유닛,특히 Cavβ의 역할이 중요함을 알 수 있었다.앞으로
Gα가 칼슘채널에 직접적으로 작용하는 지를 FRET등의 방법으로 확인하고,칼슘
채널 억제에 있어 여러 보조 서브유닛의 역할을 구체적으로 규명하는 것이 필요
할 것이다.
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(DirectedbyProfessorJeongSeongWoo)

Voltage-dependent calcium channels (VDCCs) play pivotal roles in
regulation ofintracellularcalcium ([Ca2+]i).Forunderstandinghomeostasisin
cellularfunctionsrelated toregulation of[Ca2+]i,themechanismsunderlying
regulationofVDCCsshouldbedefinedatamolecularlevel.Ingeneral,the
VDCCsatpresynpaticterminalsare inhibited by transmitterasa negative
feedback mechanism for restoration of normal functions when synaptic
transmission is overly stimulated.There are two types of Ca2+ channel
inhibition:voltage-dependent(VD)andvoltage-independent(VI).Althoughthe
mechanismsunderlyingVD inhibitionofCa2+channelshavebeenwelldefined,
those for the VI inhibition remain unclear.In the presentstudy,thus,
molecularmechanismsunderlyingtheVIinhibitionofneuralCa2+ channelsin
partwasexamined.Inthisregard,Ca2+ currents(ICa)wererecordedusingthe
whole-cell patch-clamp technique in parasympathetic intracardiac neurons
(ICNs)and COS-7cellsheterologously expressing human M1 and C.elegans
GAR-3muscarinicreceptors(GAR-3R),respectively.
Asresults,theM1receptors(M1R)expressedintheICNswasfunctionally

coupledtoVDCCstoproducecarbacholconcentration-dependentICainhibition.



RT-PCR analysisrevealed thattheICNsexpressallmembersoftheGq/11
family.The ICa inhibition by activation ofM1R wasVIand mediated by
PMT-sensitive Gq/11 proteins.When Gβγ was chelated by transducin and
GRK2-ctco-expressedintheICNs,theIcainhibitionwassignificantlyreduced.
In contrast,chelation ofGαq/11 with RGS2 orPLCβ-ctdid affectnotthe
magnitudeoftheICainhibition,buttheinhibitionmodebyconvertingVIinto
VD.When BAPTA chelated [Ca2+]i,thespeed oftheVIinhibition became
slower.When heterologously expressed in COS-7 cells,the GAR-3R was
coupledtoN-typeCa2+ channelscomposedofα1B/β3/α2δ subunitstoproduce
atropine-sensitiveICa inhibition.TheICa inhibition by activation ofGAR-3R
wasoxoM concentration-dependentand VI.TheIC50 valuesforGAR-3R and
M1R-mediatedICainhibitionsweresimilarinCOS-7cells.GAR-3R-mediatedICa
inhibitionwasblockedbydialysisofGDPβSandbypre-treatmentofPMT,but
notCTX and PTX.When Gβγ was chelated by transducin and GRK3-ct
co-expressed in COS-7 cells,the ICa inhibition was significantly reduced.
Chelation ofGαq/11 with RGS2 orPLCβ-ctalso reduced 50 % ofthe ICa
inhibition.Conversionoftheinhibitionmodefrom VIintoVD wasconfirmed
bykineticslowinginthepresenceofoxoM althoughtheprepulsefacilitation
wasnotobserved.Inaddition,themodeofGAR-3R-mediatedICa inhibition
wasdependentonCavβ subunits.
Takentogether,theVIinhibitionofVDCCsrequiresbothGαq/11 andGβγ 

whicharecriticalforthemodeandmagnitudeofICainhibition,respectively.
Ontheotherhand,[Ca2+]i,appeartoactasasupplementalfactortoaccelerate
theactionofGβγ ontheVDCCs,andtheauxiliarysubunitsoftheVDCCs,
especiallyCavβ mayplayanimportantroleinregulationoftheVDCCs.

.

Keywords:voltage-dependentCa2+channels,muscarinicreceptors,M1receptor,GAR-3,
G-protein,Gαq/11,Gβγ, intracardiacneuron,COS-7cells
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