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시그마 수용체는 신경스테로이드,항정신병제,향정신병제 등의 약물들이 높은 

친화도(affinity)로 결합하는 부위(bindingsite)로 신경계,내분비계 및 면역계에 폭

넓게 분포하고 있다.시그마 수용체 type-1과 type-2의 두가지 아형이 약리학적으

로 확인되었다.중추신경계에서 시그마 수용체는 신경전달물질의 방출 조절,학습

과 기억과정 및 운동과 자세의 조절과 같은 다양한 생리학적 기능에 연관되어 있

다.또한 우울증,정신분열증,약물남용 등의 정신과적 질환,기억 및 인지 장애,
향정신성 약물 복용의 후유증으로 발생하는 운동장애,통증 등 다양한 신경계 이

상을 매개한다.그러나 현재까지 말초신경계에서 시그마 수용체의 기능이 자세하

게 밝혀져 있지 않다.
본 연구의 목적은 방광,전립선,음경 등 다양한 비뇨생식기를 지배하고 있는 

골반자율신경절 세포에서 시그마 수용체가 세포 내 칼슘 조절을 매개하는지 여부

를 확인하는 것이다.이를 위해 칼슘전류를 10mM chargecarrier를 사용하여 전

세포 파열 패치클램프 방법으로 기록하였고,세포 내 칼슘이온의 농도는 형광염료

(fura-2/AM)로 부하된 골반신경절 세포의 형광이미지를 분석하여 측정하였다.역

전사 중합 연쇄반응 분석으로 골반신경절 세포에 시그마 수용체 type-1을 코딩하

는 유전자의 발현을 확인하였다.교감 및 부교감 골반신경 세포에서 시그마 수용

체에 비특이적인 리간드인 haloperidol을 처치한 결과 농도 의존적으로 고전압에

서 활성화되는 칼슘전류가 억제되었고,칼슘채널의 모든 아형(L-,N,및 R-형)을 

억제하였다.시그마 수용체 type-1에 선택적인 (+)-SKF10047의 경우 고전압에서 활

성화되는 칼슘전류의 억제 정도가 haloperidol에 비해 상대적으로 미약하였다.골

반신경절 세포에서 시그마 수용체 리간드에 의한 고전압에서 활성화되는 칼슘 전

류의 억제는 교감신경 및 부교감신경 세포군에서 통계적으로 유의한 차이를 보이

지 않았다.골반신경절 세포에서 시그마 수용체에 의해 매개되는 칼슘 전류의 억

제 정도는 Gpp(NH)p의 투석 전후에 차이를 보이지 않아 G 단백질이 매개되지 
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않는다는 사실을 시사하였다.시그마 리간드에 의한 칼슘전류 억제정도를 비교해 

보면 haloperidol(19±2 μM)>ifenprodil(58±4 μM)>(+)-SKF-10047(427±44 μ

M)>DTG(457±12μM)의 순으로 나타났다.따라서 골반신경절 세포에서 시그마 

수용체 type-2가 칼슘전류의 억제를 주로 매개한다는 사실을 알 수 있었다.더욱

이,시그마 수용체 type-1과 type-2에 선택적인 (+)-SKF10047과 ifenprodil의 처치

시에 골반신경절 세포 내 칼슘이 일시적으로 증가하는 현상을 관찰하였고,또한 

(+)-SKF10047은 G 단백질 중 Gq/11에 연결된 bradykinin 수용체의 활성화에 의해 

유도되는 소포체로부터의 칼슘 유리를 항진시켰다.따라서 이러한 결과는 골반신

경절 세포에서 시그마 수용체가 G 단백질과는 독립적인 경로를 통해 칼슘채널에 

음성적(negatively)으로 연결되어 있고, 소포체로부터의 칼슘 유리에 양성적

(positively)으로 연결되어 있음을 확인하였다.

Keywords:시그마 수용체,골반신경절,시그마 리간드,고전압 활성 칼슘채널

칼슘유리,소포체
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신경세포 신경세포 신경세포 신경세포 내 내 내 내 칼슘조절에서 칼슘조절에서 칼슘조절에서 칼슘조절에서 시그마시그마시그마시그마

수용체의 수용체의 수용체의 수용체의 기능적 기능적 기능적 기능적 역할역할역할역할

<지도 황    금 교수>

연세대학교 대학원 의학과

이     이     이     이     종     종     종     종     우우우우

제제제제1장 장 장 장 서론서론서론서론

시그마 수용체는 향정신성 작용을 나타내는 약물들이 높은 친화도(affinity)로 결

합하는 결합부위(bindingsite)로 초기에는 opioid 수용체의 아형으로 분류되었지

만,최근 일련의 약리학적 및 분자생물학적 연구를 통해 opioid 수용체와는 전혀 

다른 독립적인 수용체라는 것이 확인되었다.시그마 수용체는 우울증,정신분열증,
약물남용 등의 정신과적 질환,기억 및 인지 장애,향정신성 약물 복용의 후유증

으로 발생하는 운동장애,통증 등 다양한 신경계 이상을 매개할 뿐만 아니라 암

(cancer)의 진단 및 치료에도 매우 중요한 target이 되기 때문에 임상적으로 매우 

중요한 연구대상이 되고 있다(Guitart등,2004;Aydar등,2004).

111...111...시그마 시그마 시그마 시그마 수용체의 수용체의 수용체의 수용체의 분류 분류 분류 분류 및 및 및 및 분자적 분자적 분자적 분자적 특성특성특성특성

시그마 수용체는 약리학적 특성,기능,분자적 특성에 의해 type-1과 type-2의 

두 가지 아형으로 분류된다(Hellewell및 Bowen,1990;Quirion등,1992).시그마 

수용체 type-1의 경우 pentazocine,cyclazocine,SKF10047등의 리간드 중 (+)-이
성질체(isomer)에 높은 친화도(affinity)를 보이는 반면,type-2의 경우에는 작용 약
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물들의 (-)-이성질체(isomer)나 ibogaine와 높은 친화도(affinity)를 가진다(Maurice
및 Lockhart,1997;Guitart등,2004).시그마 수용체 type-1은 최근에 guineapig
간(Hanner등,1996),사람 태반 choriocarcinoma세포(Kekuda등,1996),사람 뇌

(Prasad 등,1998),쥐 뇌(Seth 등,1998),및 마우스 뇌(Pan 등,1998)에서 클로닝 

되었고,이들 종간에 93% 이상의 유사성(homology)이 있는 것으로 아미노산 서열

(aminoacidsequence)로부터 확인되었지만(Mei및 Pasternak,2001)(그림 1),시

그마 수용체 type-2는 아직까지 정확한 동정(identify)이 이루어지지 않았다.시그

마 수용체 type-1을 암호화(coding)하는 유전자는 사림의 경우 9번째 chromosome
에,마우스의 경우 4번째 chromosome에 위치하는 것이 밝혀졌으며,7kbp의 길이

에 4개의 엑손(exon)과 3개의 인트론(intron)으로 구성되어 있음이 확인되었다.시

그마 수용체 type-1은 223개의 아미노산으로 구성되어 25kDa의 분자량을 가지고 

있고, hydropathy 분석 결과 기존의 호르몬(hormone)이나 신경전달물질

(neurotransmitter)수용체와는 다르게 2개의 transmembranedomain을 가지고 있

고,세포질(cytoplasm)측에 10개의 아미노산으로 구성된 짧은 아미노 말단(amino
terminal)과 120개의 아미노산으로 구성된 긴 카르복시 말단(carboxyterminal),세

포 외측으로 50개 아미노산으로 구성된 세포외측 고리(extracellularloop)로 구성

되어 있는 것으로 보고되었다(Aydar등,2002;Guitart등,2004).시그마 수용체 

type-2의 경우 18~21kDa의 분자량을 가지고 있지만,현재까지 정확한 분자적 동

정과 클로닝(cloning)이 이루어지지 않고 있다.
시그마 수용체 type-1과 type-2에 각각 선택적으로 결합하거나 두가지 아형에 

모두 특이적인 리간드(ligand)들이 잘 알려져 있다(표 1).시그마 수용체 type-1에 

선택적인 리간드로는 (+)-SKF10047,(+)-pentazocine,CB-64L,BD-1008,rimcazol
등이 알려져 있고,type-2에 선택적인 리간드로는 ibogaine,CB-64D,ifenprodil등

이 알려져 있다.신경이완제로 많이 이용되고 있는 haloperidol과 DTG는 시그마 

수용체 아형에 모두 선택적인 리간드로 알려져 있다.
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그림 1.여러 종으로부터 클로닝 된 시그마 수용체 type-1의 아미노산 서열 비교.
rSigma1R: 쥐 시그마 수용체(2001),mSigma1R: 마우스 시그마 수용체(1998),
gpSigma1R:기니피그 시그마 수용체(1996),hSigma1R:사람 시그마 수용체(1996).
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표 1.시그마 리간드의 수용체 결합 친화도 비교.

Ki값은 3회 반복된 실험의 평균±표준오차로 표시(Vilner및 Bowen,2000).
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111...222...시그마 시그마 시그마 시그마 수용체의 수용체의 수용체의 수용체의 발현 발현 발현 발현 및 및 및 및 분포분포분포분포

단일 세포 내 시그마 수용체 type-1의 분포는 소포체(endoplasmicreticulum;
ER), 미토콘드리아(mitochondria) 막에 위치하고 있고(McLean 및 Weber 등,
1988),수용체가 활성화되면 소포체로부터 세포막(plasmicmembrane)이나 핵막

(nuclearmembrane)으로 이동한다고 보고되었다(MorinSuran 등,1999;Hayashi
등,2001).시그마 수용체 type-2의 경우에 세포 내 수용체(intracellularreceptor)로 

제안되었고(Bowen,2000),소포체와 미토콘드리아 막에 분포하고 있는 것으로 확

인되었다.따라서 시그마 수용체가 세포내 칼슘 저장소로부터 칼슘이온의 유리에 

기능적인 역할을 담당할 것이라고 보고되었다(Bowen,2000;Guitart등,2004).
시그마 수용체는 type-1의 경우 in situ hybridization과 면역염색법

(immunohistochemistry)으로 확인된 결과 중추신경계의 운동과 관련된 조직

(motor area), 변연계(limbic system), 감각영역(sensory area), 내분비 조직

(endocrinearea)에 광범위하게 분포하고 있다고 보고되었다(McCann등,1994).이

들 지역으로는 전두엽(frontalcortex),선조체(striatum),소뇌(cerebellum),중격핵

(nucleus accumbens),흑질(substantia nigra) 등이 있다(Bouchard 및 Ruirion,
1997).또한 시그마 수용체 type-1은 간(Dumont및 Lemaire,1991;Maurice등,
1996),신장(Hellewell등 1994),심장(Jansen 등,1992;Ela 등,1994),성 기관

(sexualorgan)(Jansen 등,1992)등에 발현되어 있다고 보고되었다.시그마 수용

체 type-2는 주로 자세 및 보행에 관계된 제한된 영역에만 높게 발현되어 있고

(Walker등,1990;1994),말초기관에는 간 및 신장에 높게 발현되어 있다고 보고

되었다(Hellewell등,1994).최근에 시그마 수용체 아형 모두 다양한 조직으로부터 

유도된 암세포에 정상 수준보다 수백에서 수천배 증가된 발현양상을 나타내는 것

으로 확인되었다(Vilner등,1995).
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111...333...시그마 시그마 시그마 시그마 수용체의 수용체의 수용체의 수용체의 기능기능기능기능

시그마 수용체 type-1의 경우 생리학적으로 중요한 몇가지 기능들을 수행하고 

있는데,예를 들면,도파민(dopamine)(Booth 및 Baldessarini,1991;Patrick 등,
1993)이나 아세틸콜린(acetylcholine)(Matsuno 등,1995)의 합성과 분비 조절,
NMDA 성 glutamate수용체의 활성 조절(Monnet등,1992),NMDA에 의해 촉진

되는 신경전달 물질의 방출 조절(Alvear및 Werling,1995;Monnet등,1996),무
스카린성(muscarinic)아세틸콜린 수용체에 의한 phosphoinositide의 turnover조

절, 니코틴성 아세틸콜린 수용체의 조절을 통한 세포내 칼슘 농도 조절,
neuroprotective및 항 기억상실 활성(Maurice및 Lockhart,1997),코카인에 의해 

유도되는 운동활성 및 독성 변화(McCracken등,1999),칼슘 및 포타슘 채널의 기

능 조절(Aydar등,2002;Zhang 및 Cuevas,2002;Zhang 및 Cuevas,2005)등에 

관여하는 것으로 알려져 있다.
시그마 수용체 type-2의 경우 세포가 증식하는 단계에 들어가면 수용체의 수가 

급격하게 증가하여 세포증식의 조절에 관여할 것이라고 보고되었고(Mach 등,
1997),포타슘 채널(A-type,delayed-type및 M-type)의 투과도(permeability)를 억

제한다고 보고되었다(Aydar등,2002;Zhang 및 Cuevas,2005).시그마 수용체 

type-2에 선택적인 리간드(ligand)를 neuroblastoma세포에 단시간 처치하였을 때 

표면(surface)에 부착되어 있는 세포의 돌기(process)들이 사라지고,세포가 원형

(round)으로 바뀌어 표면으로부터 떨어지며 더 오래 노출되면 세포가 사멸한다고 

보고되었다(Vilner 및 Bowen,1993;Vilner 등,1995). 이러한 세포 사멸은 

neuroblastoma에서 DNA fragmentation및 핵 응축 등으로 확인된 결과 자가사멸

(apoptosis)로 확인되었고,시그마 수용체 type-1에 선택적인 리간드 처치에 의해서

는 발생하지 않는 것으로 확인되었다(Vilner및 Bowen,1997;Crawford등,1999).
시그마 수용체 type-2의 활성에 의해 유도되는 자가사멸(apoptosis)은 기존에 알려

진 p53이 포함되는 자가사멸이나 caspase의존적인 세포사멸 경로와는 전혀 다른 

경로를 통해 나타나는 것으로 보고되었다(Crawford등,1999).
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최근의 일련의 연구에서 시그마 수용체가 세포내 칼슘이온의 농도를 조절하는

데 있어 중요한 역할을 담당한다고 보고되었다(Bowen,2000;Guitart등,2004).세

포 내 칼슘은 신경전달물질의 방출(neurotransmitter release), 호르몬 분비

(hormone secretion), 신경의 흥분성(excitability) 조절, 시냅스 연접의 가소성

(synapticplasticity),근육의 수축(musclecontraction),화학주성(chemotaxis),유전

자 발현(geneexpression),세포의 성장과 분화(growthanddifferentiation),그리고 

자가세포사멸(apoptosis)등 다양한 과정의 조절에 중요한 역할을 담당한다

(Barridge등,1998).이러한 세포 내 칼슘은 필요에 따라 특정 농도로 조절되는,
세포 내 칼슘의 항상성(homeostasis)이 유지가 되어야 하는데 어떤 원인에 의해 

세포 내 칼슘이온의 과부하(overload)가 발생할 경우 세포에 독성(toxicity)을 일으

켜 결국 세포 사멸(celldeath)을 일으킬 수 있다.세포 내 칼슘은 전압의존적 칼슘

채널 및 특정 리간드에 의해 열리는 이온채널(예,NMDA 또는 nicotinic수용체)
을 통한 세포 외부로부터의 칼슘이온의 유입과 세포 내 칼슘 저장소인 소포체나 

미토콘드리아로부터의 칼슘 유리를 통해 증가될 수 있다.시그마 수용체의 활성에 

의해 세포 외부로부터 칼슘이온이 유입될 수 있는 다양한 이온 채널들이 조절되

는 것으로 보고되었다(Soriani등,1999;Wilke등,1999;Zhang및 Cuevas,2002;
Zhang 및 Cuevas,2005). 최근 교감 신경군인 상경신경절(superior cervical
ganglion;SCG)세포와 부교감 신경군인 내심신경절(intracardiacganglion)세포에

서 시그마 수용체 type-2활성화에 의해 전압의존적 칼슘 채널이 억제된다고 보고

되었고(Zhang 및 Cuevas, 2002), 해마(hippocampus)와 혈관 평활근(smooth
muscle)에 발현된 전압의존적 칼슘 채널도 억제되는 것으로 보고 되었다(Church
및 Fletcher,1995;Flaim 등,1985).이러한 세포 외부로부터의 칼슘 유입뿐만 아니

라 세포내 칼슘 저장소로부터의 칼슘 유리도 시그마 수용체에 의해 조절된다고 

보고되었다(Hayashi및 Su,2000;Vilner및 Bowen,2000;Hong 등,2004).쥐 

neuroblastoma세포인 NG-108세포와 사람 neuroblastoma인 SH-SY5Y 세포에서 

시그마 수용체 type-1리간드인 (+)-pentazocine와 (+)-SKF10047,그리고 신경스테

로이드(neurosteroid)인 dehydroepiandrosterone(DHEA)과 pregnenolone이 세포내 

칼슘 저장소인 소포체로부터 IP3에 의해 매개되는 칼슘 유리를 증가시킨다고 보고
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되었다(Hayashi 및 Su, 2000). 시그마 수용체 type-2에 선택적인 리간드인 

ibogaine과 CB-64D에 의해 사람 neuroblastomaSK-N-SH 세포에서 단시간 내에 

소포체로부터 칼슘을 유리시켜 세포 내 칼슘을 일시적으로(transiently)증가시키

고,장시간 처리할 경우 미토콘드리아로부터 칼슘이온을 유리시켜 장기간 지속되

는(long-lasting)칼슘 증가를 유도한다고 보고되었다(Vilner및 Bowen,2000).
이와 같이 세포 내 칼슘조절에 관한 많은 연구들이 있었지만,실질적으로 중추 

및 자율신경계 세포에서 시그마 수용체 아형별 활성화에 의한 세포 내 칼슘 조절

에 관한 연구가 체계적으로 진행되지 못했고,따라서 본 연구에서는 자율신경절 

세포를 대상으로 시그마 수용체 활성화에 의한 세포 내 칼슘 조절에 관한 연구를 

진행하였다.자율신경절 세포는 중추신경절 세포에 비해 동질성(homogeneity)이 

높고, 일차 세포(primarycell)이기 때문에 배양 세포주(culturecellline)에 비해 

생리학적 또는 병태생리학적 의의를 부여할 수 있다는 장점을 가지고 있다.또한 

자율신경절 세포가 세포 내 칼슘의 조절에 있어 중요한 전압의존적 칼슘채널의 

특성 및 조절에 대해 명확하게 알려져 있기 때문에 시그마 수용체 활성에 의한 

칼슘 채널의 조절과 비교 분석할 수 있는 장점을 가지고 있다.자율신경인 골반신

경절(major pelvic ganglion;MPG) 세포는 교감신경인 하복신경(hypogastric
nerve)과 부교감신경인 골반신경(pelvicnerve)으로부터 구심성 입력을 받아 방광,
전립선 및 음경 등과 같은 비뇨생식계 기관과 일부의 장(bowel)의 신경지배를 한

다(Langworthy1965;Dail등,1975;Keast,1991;DeGroat및 Booth,1993a).기

능적으로는 배뇨(micturation)나 발기(erection) 현상 등을 조절한다(Zoubek 등,
1993).MPG는 자율신경계에서 유일하게 한 개의 ganglioncapsule내에 교감신경 

세포와 부교감신경 세포의 두 가지 아군(subpopulation)을 함께 가지고 있다.신경

면역화학적 연구의 결과 교감신경 세포는 아드레날린성(adrenergic)이고,부교감신

경 세포는 콜린성(cholinergic)이라는 사실이 확인이 되었다(Keast및 DeGroat,
1989;Zhu 등,1995;Keast,1999).한편,교감신경 세포는 세포의 크기가 비교적 

크고,낮은 막전압에서 활성되는 T-형 칼슘채널을 가지고 있는 반면 부교감신경 

세포는 세포의 크기가 작고 T-형 칼슘채널을 가지고 있지 않기 때문에 형태적으로

나 전기생리학적으로 구별이 가능하다(Zhu 등,1995;Zhu 및 Yakel,1997;Park
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등, 2001). MPG 신경세포에는 주로 높은 막전압에서 활성화(high
voltage-activated;HVA)되는 칼슘통로인 N-형이 우세하게 발현되며,일부가 L-형
과 nimodipine과 ω-conotocinGVIA에 민감하지 않은 non-L/non-N-형(R-형)인 것

으로 확인되었다(Zhu 등,1995;Zhu 및 Yakel,1997;Park 등,2001;Won 등,
2006).
따라서 본 연구의 목적은 첫째,MPG 신경세포에서 시그마 수용체가 세포 내 

칼슘을 조절하는지 확인하고,둘째,조절한다면 어떤 아형의 시그마 수용체가 관

여하는지,셋째,시그마 수용체에 의한 조절에 어떤 분자적 기전이 작용하는지 확

인하는 것이다.
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제제제제222장 장 장 장 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

222...111...실험용액 실험용액 실험용액 실험용액 및 및 및 및 약물약물약물약물

222...111...111...실험 실험 실험 실험 용액용액용액용액

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/kgH2O)으로 하였다.세포 외 관류액의 조성

(mM)은 140 MS,145 TEA-OH,10 HEPES,15 glucose,10 CaCl2, 0.0003
tetrodotoxin(TTX)(pH 7.4,320mOsm/kgH2O)으로 하여 실험하였다.세포내 칼

슘이온 측정을 위해 사용된 세포외 관류액의 조성(mM)은 135NaCl,5.4KCl,1.8
CaCl2,1MgCl2,5HEPES,10glucose(pH 7.4,300mOsm/kgH2O)으로 하였다.

222...111...222...약물약물약물약물

Collagenase type D와 trypsin은 Boehringer Mannheim Biochemicals
(Indianapolis, IN, USA)로 부터 구입하였으며, (+)-SKF10047, haloperidol,
ifenprodil,DTG는 Tocris(Avonmouth,Bristol,UK)로부터 구입하였다.Gpp(NH)p
와 bradykinin은 Sigma(St. Louis, MO, USA)로부터 구입하여 사용하였고,
Fura-2/AM은 MolecularProbe(Eugene,OR,USA)로부터 구입하여 사용하였다.
Haloperidol,DTG,및 Fura-2/AM은 dimethylsulfoxide(DMSO)에 사용 농도의 

1000배 이상으로 농축하여 만들었으며,나머지 약물들은  3차 증류수를 이용하여 

만들어 사용하였다.약물은 polyethylenetube와 연결된 gaschromatography용 

capillarytube끝을 신경세포의 100㎛ 이내에 위치하도록 하여 중력에 의해 세포
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에 가해지도록 하였다.

222...222...단일 단일 단일 단일 신경세포 신경세포 신경세포 신경세포 분리 분리 분리 분리 및 및 및 및 유지유지유지유지

실험동물로는 250 g 내외의 수컷 쥐(Sprague-Dawley)를 사용하였다.
Pentobarbitalsodium(50mg/kg,i.p.)으로 쥐를 마취시킨 뒤,즉시 개복 하여 전립

선(prostategland)의 외측에 위치한 주 골반신경절을 적출하고(그림 2),이를 차가

운(4℃)Hank'sbalancedsalt용액(HBSS,GibcoBRL,Carlsbad,CA,USA)으로 옮

겼다.신경절을 둘러싸는 연결조직(connectivetissue)을 벗기고 예리한 칼로 조심

스럽게 작은 틈새를 낸 후,이를 0.7mg/mL collagenase(typeD),0.1mg/mL
trypsin과 0.1mg/mL의 DNAse(typeI)가 들어있는 10mL의 modified Earle's
balancedsalt용액(EBSS,pH 7.4,GibcoBRL)에서 1시간 동안 배양(35℃)하였다

(Zhu 등,1995;Lee 등,2002).이때 EBSS에는 3.6g/L의 glucose와 10mM의 

HEPES를 포함시켰다.배양 후 배양 플라스크를 흔들어 단일 신경세포들로 분리한 

후,clinicalcentrifuge(InternationalEquipmentCompany,MA,USA)를 이용하여 

1000 rpm의 속도로 원심 분리하였다.분리된 단일 신경세포들을 10 % fetal
bovine serum, 1 % glutamine, 1 % penicilin-streptomycin이 포함된 

MEM(GibcoBRL)에 재부유(resuspend)시킨 뒤,poly-L-lysine으로 coating되어 있는 

polystyreneculturedish(35mm)에 plating 하였다.분리된 단일 골반신경세포들

을 37℃ 세포 배양기(humidifiedincubator;95% air-5% CO2)에서 배양하였으

며,분리한 후 24시간 이내에 실험에 사용하였다.

222...333...칼슘전류 칼슘전류 칼슘전류 칼슘전류 측정측정측정측정

전압의존적 칼슘전류는 patchclampamplifier(Axopatch1D,AxonInstruments,
Fostercity,CA,USA)를 사용하여,전형적인 전세포 패치클램프(whole-cellpatch
clamp)방법으로 기록하였다(Hamil등,1981;Jeong 및 Ikeda 등,1998).전극은 
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borosilicate유리모세관(glasscapillary)(외경;1.65mm,내경;1.2mm,Corning
7052, Garner Glass Co., Claremont, CA, USA)를 P-97 Flaming-Brown
micropipettepuller(SutterInstrumentCo.,Novato,CA,USA)를 사용하여 만들었

다.만들어진 전극은 microforge로 열처리하여 다듬었고,전극내부에 용액을 채웠

을 때 저항이 1～3㏁이 되는 것을 사용하였다.신경세포가 들어 있는 culture
dish를 도립현미경(invertedmicroscope)위에 올려놓고,세포외액을 중력에 의해 

약 1～2 mL/min 속도로 관류되도록 하였다. 세포막의 전기용량(membrane
capacitance)과 직렬 저항(seriesresistance)은 amplifier로 80% 이상 보정하였다.
전압생성 및 칼슘전류의 기록은 아날로그/디지털 전환기(Digidata 1200,Axon
InstrumentsCo.)가 연결된 맥킨토시 컴퓨터에 장착된 S4(StephenR.Ikeda박사

제공)software를 이용하였다.칼슘전류는 2～5kHz로 low passfilter한 뒤,맥킨
토시 컴퓨터에 저장하였고,IGORPRO(Wave-Metrics,LakeOswego,OR,USA)로 

분석하였다.모든 실험은 실온 (20～22℃)에서 시행하였으며,본 실험에 사용된 

전류 측정장치는 그림 3에 도식적으로 나타내었다.

222...444...세포내 세포내 세포내 세포내 칼슘이온 칼슘이온 칼슘이온 칼슘이온 농도 농도 농도 농도 측정측정측정측정

세포내 칼슘농도 측정은 형광 현미경(TE2000,Nikon,Kanagawa,Japan)과 이에 

연결된 형광측정장치(Ratiomaster, Photon Technology International Inc.,
Lawrenceville,NJ,USA)를 이용하였다.이 시스템에는 크게 세포에 특정 파장의 

빛을 조사할 수 있는 LambdaDG-4(SutterInstrumentInc,Novato,CA,USA),
빛을 투과시켜 세포나 CCD로 반사시키는 dichroicmirror,형광이미지를 감지하는 

CCD(Cascade,RoperScientific,Tucson,AZ,USA)로 구성되어 있다(그림 4).이온 

농도를 측정하기 위해서는 이온들과 결합하여 형광 특성을 보이는 형광 염료

(fluorescencedye)를 세포내에 부하시킨 뒤 형광 현미경을 통해 방출되는 형광의 

세기를 분석하였다.본 연구에서 칼슘 이온 농도를 측정하기 위해 사용된 형광염

료는 칼슘농도를 반영하는 fura-2/AM을 사용하였다.단일 골반신경절 세포가 있
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는 배양접시에 fura-2/AM을 5 µM 농도로 처치하여 37℃에서 빛이 차단된 상태

로 30분간 배양하여 형광염료를 부하시켰다.부하가 끝나면 세포 외 관류액으로 3
회 세척한 다음 현미경 위에 올려놓고,약물이 포함된 관류액을 중력에 의해 1~2
mL/min의 속도로 관류시켰다.이때 나타나는 형광세기의 변화를 분석하였는데,
fura-2의 특성상 340nm와 380nm의 파장으로 번갈아가며 여기(excitation)시켰을 

때 510nm로 방출(emission)되는 형광의 비율(F340/F380)을 측정하여 세포내 이온 

농도를 반영하였다.

222...555...역전사 역전사 역전사 역전사 중합 중합 중합 중합 연쇄반응연쇄반응연쇄반응연쇄반응(((RRRTTT---PPPCCCRRR)))

골반신경절 세포 내 전체 RNA는 Guanidinium thiocynate-phenol-chloroform
방법을 이용하여 추출하였다(Chomczynski 및 Sacchi, 1987). 먼저 세포를 

guanidinium thiocynate buffer로 용해시킨 다음 페놀(phenol) 및 클로로포름

(chloroform)을 가하여 얼음 위에서 15분 이상 세워두었다.이를 4℃에서 10,000g
로 20분간 원심분리하여 상층액만을 조심스럽게 취하였다.이 상층액을 동량의 

isopropanol과 섞은 후 -70℃에서 1시간 동안 방치하여 RNA를 침전시켰다.다시 

4℃에서 10,000g로 20분간 원심분리하여 RNA 침전물(pellet)을 얻었으며,이를 다

시 75% 에탄올로 씻어낸 후 원심분리하여 RNA 샘플을 최종적으로 획득하였다.
cDNA 합성을 위해 2µgRNA와 0.5µgrandom hexamer를 먼저 70℃에서 5분

간 반응시키고, 200 units의 murine leukemia virus reverse
transcriptase(Promega,Madison,WI,USA),25nM의 dNTP,20units의 RNase
저해제를 혼합하여 25 µL로 만든 후 37℃에서 1시간 동안 반응시켰다.PCR에 사

용된 시그마 수용체 type-1에 특이적인 primer의 염기서열은 5‘-GTCTTTTGCA
CGCCTCGCTGTCTGAGTACG-3'(sense)과 5,-ACCCTCTCTGGARGGAGGTGAGT
GC-3'(anti-sense) 이었다. PCR 반응액(50 µL)에는 합성된 cDNA, 각각의 

primer(10pM),1.25units의 Tagpolymerase(Perkin-Elmer,Norwalk,CT,USA),
10nM의 dNTP등을 혼합하였다.이 혼합물을 94℃ 30초,61℃ 45초,그리고 72℃
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1분으로 30cycle동안 증폭시켰다.PCR 산물은 ethidium bromide가 포함된 1.1%
agarosegel에 전기영동하여 관찰하였다.이때 internalcontrol로 CapDH를 PCR
증폭하였다.

222...666...데이터 데이터 데이터 데이터 분석 분석 분석 분석 및 및 및 및 통계 통계 통계 통계 처리처리처리처리

모든 결과는 평균±표준오차로 표시하였고 통계적인 의의는 Studentt-검정 

(unpaired)으로 확인하였다.p<0.05인 경우 유의한 차이가 있다고 간주하였다.측

정된 전류의 크기는 IGORPRO를 이용하여 분석하였으며,농도-반응 곡선의 IC50
와 Hillslope은 Prism 4.0(GraphpadSoftwareInc.,SanDiego,CA,USA)을 이용

하여 구하였다.
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그림 2. 수컷 쥐 주골반신경절(major pelvic ganglion)의 해부학적 위치

(LangworthyOR,1965).
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그림 3.막전압 고정법에 의한 이온 전류 측정 장치의 회로 모식도.패치클램프 

전용 소프트웨어로(Pulse)를 이용하여 만든 전압 프로토콜로 고정하고자 하는 전

압(V com)을 A/D converter(EPC-10)를 거쳐 아날로그 신호로 바꾸어 패치 전극

(patchpipet)을 통하여 전달하고,세포막에 존재하는 이온통로의 활성 정도에 따

라 변화하는 전압을 고정하기 위해 증폭기를 통해 흘려주는 전류(Icell)을 다시 

디지털로 전환하여 컴퓨터에 저장한다.

V com

I cell

+

R f

MPG Neuron



-17-

Sample

Fluorescence
Objective

Dichroic
Mirror

Mirror Relay Lens

Filter Wheel

Shutter

Light
Source

CCD

Sample

Fluorescence
Objective

Dichroic
Mirror

Mirror Relay Lens

Filter Wheel

Shutter

Light
Source

CCD

그림 4.CCD 이미지 장치를 이용한 세포 내 칼슘농도 측정 장치의 모식

도.세포에 특정 파장의 빛을 조사할 수 있는 LambdaDG-4,빛을 투과시켜 세포

나 CCD로 반사시키는 dichroicmirror,형광이미지를 감지하는 CCD로 구성되어 

있다.
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제제제제333장 장 장 장 결과결과결과결과

333...111...주골반신경절 주골반신경절 주골반신경절 주골반신경절 세포 세포 세포 세포 내 내 내 내 시그마 시그마 시그마 시그마 수용체의 수용체의 수용체의 수용체의 발현 발현 발현 발현 동정동정동정동정

시그마 수용체 활성이 주골반신경절(MajorPelvicGanglion;MPG)세포 내 칼

슘 조절에서 어떤 역할을 담당하는지 확인하기 위해,먼저 주골반신경절 세포에 

시그마 수용체가 발현되어 있는지를 역전사 중합 연쇄반응(RT-PCR)으로 확인하였

다.실험방법에서 전술한 바와 같이 주골반신경절 세포로부터 전체 RNA를 분리

한 후,sence와 anti-senceprimer를 이용한 PCR로 현재까지 유일하게 클로닝된 

시그마 수용체 type-1유전자의 발현을 확인하였다.대조군으로 시그마 수용체가 

발현되어 있다고 알려진 상경신경절(SuperiorCervicalGanglion;SCG)세포를 대

조군으로 하였다.역전사 중합 연쇄반응 산물을 전기영동(1.2% agarosegel,50V)
을 통해 확인한 결과,대조군과 비교하여 발현 강도는 작지만 골반신경절 세포에

도 시그마 수용체 type-1을 코딩하는 유전자 발현(639bp)이 확인되었다(그림 5).
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그림 5.주골반신경절 세포에 발현된 시그마 수용체의 동정.주골반신경절 세포에 

발현된 시그마 수용체를 역전사 중합 연쇄반응(RT-PCR)으로 확인하였다.시그마 

수용체 type-1을 위한 primer는 5'-GTCTTTTGCACGCCTCGCTGTCTGAGTACG-3'
(sense)과 5,-ACCCTCTCTGGARGGAGGTGAGTGC-3'(anti-sense)으로 하였다.PCR
반응을 94℃ 30초,61℃ 45초,그리고 72℃ 1분 동안 30cycle로 하였고,대조군으

로 상경신경절(SCG)세포를 이용하였다.전기영동은 1.2% agarose젤에서 50V로 

40분간 전개시켰다.유전적 오염(genomiccontamination)여부를 확인하기 위해 

negativecontrol로 reverstranscriptase효소를 넣지 않은 RT-PCR 산물을 확인하

였으며,내부 control로 GapDH를 사용하였다.



-20-

333...222...시그마 시그마 시그마 시그마 수용체 수용체 수용체 수용체 리간드에 리간드에 리간드에 리간드에 의한 의한 의한 의한 주골반신경절 주골반신경절 주골반신경절 주골반신경절 세포의 세포의 세포의 세포의 칼슘 칼슘 칼슘 칼슘 

전류의 전류의 전류의 전류의 조절조절조절조절

주골반신경절은 낮은 막전압(-50～-20mV)에서 활성화(low voltage-activated)되
는 T-형 칼슘전류가 나타나는 교감신경(sympathetic)세포군과 그렇지 않은 부교

감신경(parasympathetic)세포군으로 크게 나눌 수 있었다.Zhu등(1995)의 보고에 

의하면 MPG 신경절에서 이러한 T-형 전류를 나타내는 세포는 대부분 tyrosine
hydroxylase에 대한 면역-조직학적 염색에서 양성을 보이는 교감 신경세포인 반

면,T-형 전류가 없는 세포는 부교감 신경세포들이라 하였다.주골반신경절 세포에 

발현되어 있는 고전압에서 활성화(high voltage-activated)되는 칼슘채널은 N-형,
L-형,그리고 R-형 등이 보고되었고(Won 등,2006),-30mV의 막전압에서 활성화

되기 시작하여 +10mV의 막전압에서 전류가 최대치를 나타낸다고 보고되었다.따
라서 본 연구에서는 주골반신경절 세포의 막전압을 -80mV로 고정한 후 +10mV
로 탈분극 자극을 주어 칼슘 전류를 유발하였고,시그마 수용체 리간드에 의한 칼

슘 전류의 조절이 막전압 의존적인지를 확인하기 위해 +10mV의 강한 자극 사이

에 +80mV의 강한 탈분극 자극을 주는 double-pulseprotocol을 사용하였다.시그

마 수용체의 활성이 주골반신경절의 칼슘전류에 미치는 영향을 확인하기 위해 시

그마 수용체에 특이적으로 결합하는 리간드(ligand)를 처치하여 칼슘전류 크기의 

변화를 조사하였고,교감 신경군과 부교감 신경군 사이에 칼슘전류 조절 정도의 

차이가 있는지를 확인하였다.Double-pulseprotocol에 의해 유발된 칼슘전류에 시

그마 수용체 아형중 type-1에 선택적인 (+)-SKF10047과 각 아형(type-1,2)에 모두 

선택적인 haloperidol을 처치하였을 때 칼슘 전류의 억제 정도를 그림 6에 도시하

였다.(+)-SKF10047(10 µM)에 의한 칼슘전류의 억제정도는 교감(3.8±2.1%,n=3)과 

부교감 신경군(5.4±0.7%,n=3)에서 통계적으로 유의한 차이가 없었다.교감 신경군

과 부교감 신경군에서 유발된 칼슘전류의 억제는 (+)-SKF10047의 처치 농도 증가

시에도 통계적으로 유의한 차이는 관찰되지 않았다.시그마 수용체 type-1과 

type-2 모두에 특이적인 haloperidol(10 µM)에 의한 칼슘전류의 억제정도도 
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(+)-SKF10047의 효과와 같이 교감(32.8±11.8%,n=3)과 부교감(37.3±1.6%,n=3)신

경군에서 통계적으로 유의한 차이는 없었다.이러한 억제 효과는 haloperidol의 처

치 농도가 30 µM로 증가함에 따라 증가하였고,교감(69±13%,n=3)과 부교감

(70±3%,n=3)신경군 사이에 억제효과는 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았

다.이상의 결과로부터 시그마 수용체에 특이적인 리간드를 처치하여 시그마 수용

체를 활성화시켰을 때,골반신경절 세포에서 유발된 칼슘 전류의 억제는 교감 신

경군과 부교감 신경군에서 동일하게 나타남을 알 수 있었다.
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그림 6.교감 및 부교감 신경에서 시그마 수용체 리간드에 의한 칼슘전류 억제.
칼슘전류는 double-pulseprotocol에 의해 유발되었고,칼슘 전류의 억제는 +10
mV의 탈분극 자극을 준 후 10ms지점에서 측정하였다.A.시그마 수용체 type-1
에 특이적인 (+)-SKF10047을 처치하였을 때 칼슘전류의 억제 효과.B.시그마 수

용체 아형에 비특이적인 haloperidol을 처치하였을 때 교감 신경군과 부교감 신경

군으로부터 유발된 칼슘 전류의 억제 효과.모든 결과는 평균±표준오차로 표시하

였고,실험례수(n=)는 3임.
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333...333...시그마 시그마 시그마 시그마 수용체 수용체 수용체 수용체 리간드에 리간드에 리간드에 리간드에 의한 의한 의한 의한 주골반신경절 주골반신경절 주골반신경절 주골반신경절 교감세포의 교감세포의 교감세포의 교감세포의 칼칼칼칼

슘 슘 슘 슘 전류의 전류의 전류의 전류의 억제시 억제시 억제시 억제시 GGG 단백질의 단백질의 단백질의 단백질의 관여 관여 관여 관여 확인확인확인확인

일반적으로 신경전달 물질 수용체 활성에 의한 칼슘 전류의 억제는 G 단백질에 

의해 매개된다고 알려져 있다(Hille,2001).따라서 시그마 수용체 리간드에 의한 

칼슘 전류의 억제에 G 단백질이 매개되는지 확인하였다.일반적으로 G 단백질이 

이온전류의 억제에 매개하는지를 확인하는 방법으로 G 단백질은 알파(Gα)와 베타

감마(Gβγ)의 heterotrimer로 이루어져 있는데 Gα subunit에 GTP의 결합을 경쟁적

으로 억제하여 결과적으로 G 단백질을 매개로 하는 이온전류의 억제를 차단한다

고 알려진 가수분해되지 않는 (non-hydrolysis)GDP(guanosinediphosphate)유도

체인 GDP-βS를 이용하거나,수용체의 활성화 없이 지속적으로 G 단백질을 활성

화시키는 GTPγS나 Gpp(NH)p를 이용하는 것이다.후자의 경우 G 단백질을 모두 

활성화 시킨 상태에서 어떤 효현제(agonist)를 가하였을 때 칼슘전류의 억제가 사

라진다면 그 억제는 G 단백질을 매개하는 것이고,억제가 그대로 나타난다면 G
단백질을 매개하지 않는다는 것을 확인할 수 있다(Holz 등,1986;Ikeda,1991;
Jeong및 Wurster,1997).본 실험에서는 Gpp(NH)p을 전처치하여 G 단백질을 모

두 활성화시킨 후 type-1시그마 수용체에 특이적인 (+)-SKF10047과 각 아형에 모

두 작용하는 haloperidol을 처리하여 억제 효과의 변화를 확인하였다.
(+)-SKF10047(100 µM)을 처치하였을 때 나타나는 칼슘전류의 억제 효과가 

Gpp(NH)p를 투석(dialysis)시키기 전(24±14%,n=3)과 후(20±4%,n=3)에 통계적으

로 유의한 차이를 보이지 않았다(그림 7).Haloperidol(10µM)을 처치하였을 때 나

타나는 칼슘전류의 억제 효과 역시 Gpp(NH)p를 투석(dialysis)시키기 전(33±12%,
n=3)과 후(32±5%,n=3)에 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다.이러한 효과

는 haloperidol처치 농도에 관계없이 유의한 차이를 보이지 않는 것으로 확인되

었다.따라서 시그마 수용체 활성에 의한 골반신경절 세포에서의 칼슘전류 억제는 

G 단백질이 매개하지 않는다는 것을 확인 할 수 있었다.
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그림 7.주골반신경절 교감 세포에서 시그마 수용체 리간드에 의한 칼슘 전류의 

억제시 G 단백질의 매개 여부 확인. 시그마 수용체 type-1에 선택적인 

(+)-SKF10047의 칼슘전류 억제(A)와 시그마 수용체 아형에 비특이적인 

haloperidol에 의한 칼슘전류 억제(B).Gpp(NH)p는 패치 전극(patchpipet)내에 첨

가하여 세포내로 5분간 투석시켰다.
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333...444...주골반신경절 주골반신경절 주골반신경절 주골반신경절 교감 교감 교감 교감 세포의 세포의 세포의 세포의 칼슘전류 칼슘전류 칼슘전류 칼슘전류 억제를 억제를 억제를 억제를 매개하는 매개하는 매개하는 매개하는 시그시그시그시그

마 마 마 마 수용체 수용체 수용체 수용체 아형의 아형의 아형의 아형의 동정동정동정동정

현재까지 시그마 수용체 type-2의 클로닝이 이루어지지 않아 골반신경절 세포에

서 확인할 수 없었다.따라서 시그마 수용체 아형중 어떤 아형이 주로 칼슘 전류

를 억제하는 시그마 수용체 아형에 선택적인 리간드를 이용한 약리학적 방법으로 

시그마 수용체 type-1과 type-2중 어떤 아형이 주로 칼슘채널의 억제 작용을 매

개하는지 확인하였다.먼저 시그마 수용체 type-1이나 type-2에 모두 특이적인 

DTG와 haloperidol에 의해 골반신경절 세포로부터 측정된 칼슘전류가 어떤 양상

으로 억제되는지 확인하였다.골반신경절 세포의 막전압을 -80mV로 고정한 상태

에서 +10mV로 탈분극(depolarization)자극을 주었을 때 유발되는 칼슘전류에 

DTG(10,30,100,300,1000,및 3000µM)와 haloperidol(1,3,10,30,100,및 300
µM)에 의한 농도의존적 억제 양상을 조사하였다.DTG와 haloperidol의 처치농도

와 억제 관계를 Hill공식(ICa=Imax(1+IC50/[X])-1)을 이용하여 fitting하였을 때 나타

나는 농도-반응곡선에서 골반신경절로부터 유도된 칼슘전류의 50%를 억제하는 농

도(IC50)가 각각 427±44 µM(n=3)과 19±2 µM(n=3)로 나타났고,Hillslope은 각가 

1.16±0.15와 1.11±0.11로 확인되었다(그림 8,그림 10).그림 9에 나타난 바와 같이,
시그마 수용체 type-1과 type-2에 모두 작용하는 리간드인 (+)-SKF10047과 

ifenprodil을 각각 처치하였을 때 나타나는 칼슘전류의 억제 정도를 Hill공식으로 

fitting하여 IC50를 확인한 결과 각각 457±12 µM(n=3)과 58±4µM(n=3)이었고,Hill
slope은 각각 1.18±0.04와 1.42±0.09이었었다(그림 10).이상의 결과로부터 골반신경

절 세포내 칼슘전류에 미치는 시그마 수용체에 선택적인 리간드의 억제 효력

(inhibitorypotency)이 haloperidol>ifenprodil>DTG >(+)-SKF10047의 순서로 

나타남을 알 수 있었다.이 결과를 종합해 보면 시그마 수용체 type-1에 선택적인 

리간드에 의한 억제보다는 type-2에 선택적인 리간드에 의한 억제 효과가 더 큰 

것을 알 수 있고,따라서 시그마 수용체에 의한 칼슘전류 억제는 type-2아형에 

의해 주로 매개된다는 사실을 확인할 수 있다.
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그림 8.골반신경절 교감 세포에서 시그마 수용체 아형에 비특이적인 리간드에 의

한 칼슘전류 억제 양상. 시그마 수용체 아형에 비특이적인 DTG(A)와 

haloperidol(B)에 의한 농도반응곡선.아래 trace는 DTG와 haloperidol의 농도에 

따른 칼슘전류의 억제 양상.칼슘 전류는 세포를 -80mV로 고정한 상태에서 200
ms동안 +10mV의 탈분극 자극을 주어 유발하였다.각 데이터 점을 연결하는 곡

선은 Hill공식(ICa=Imax(1+IC50/[X])-1)을 이용하여 fitting하였다.모든 값들은 평균

±표준오차로 표시하였다.
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그림 9.골반신경절 교감 세포에서 시그마 수용체 아형에 선택적인 리간드에 의한 

칼슘전류 억제 양상.시그마 수용체 type-2에 선택적인 리간드인 ifenprodil(A)과 

type-1에 선택적인 (+)-SKF10047(B)에 의한 농도반응곡선.아래 trace는 ifenprodil
과 (+)-SKF10047의 농도에 따른 칼슘전류의 억제 양상.칼슘 전류는 세포를 -80
mV로 고정한 상태에서 200ms동안 +10mV의 탈분극 자극을 주어 유발하였다.
각 데이터 점을 연결하는 곡선은 Hill 공식(ICa=Imax(1+IC50/[X])-1)을 이용하여 

fitting하였다.모든 값들은 평균±표준오차로 표시하였다.
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그림 10.골반신경절 교감 세포에서 시그마 수용체 리간드에 의한 칼슘전류 억제

의 농도-반응곡선. 시그마 수용체 리간드인 (+)-SKF10047(◇), DTG(△),
haloperidol(□),ifenprodil(○)에 의한 농도 반응곡선 요약.각 데이터 점을 연결하

는 곡선은 Hill 공식(ICa=Imax(1+IC50/[X])-1)을 이용하여 fitting 하였다.
(+)-SKF10047,DTG,haloperidol,ifenprodil의 칼슘전류를 50% 만큼 억제하는 농

도(IC50)는 각각 457±12,427±44,19±2,58±4 µM(n=3)이었다.모든 값들은 평균±
표준오차로 표시하였다.
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333...555...골반신경절 골반신경절 골반신경절 골반신경절 세포 세포 세포 세포 내 내 내 내 칼슘농도에 칼슘농도에 칼슘농도에 칼슘농도에 미치는 미치는 미치는 미치는 시그마 시그마 시그마 시그마 수용체 수용체 수용체 수용체 리리리리

간드의 간드의 간드의 간드의 영향영향영향영향

전술한 바와 같이 세포 내 칼슘은 신경전달물질의 방출(neurotransmitter
release),호르몬 분비(hormonesecretion),신경의 흥분성(excitability),시냅스 연접

의 가소성(synaptic plasticity), 근육의 수축(muscle contraction), 화학주성

(chemotaxis),유전자 발현,세포의 성장과 분화(growthanddifferentiation),그리

고 자가사멸(apoptosis)등 다양한 과정의 조절에 중요한 역할을 담당한다(Berridge
등,1998).이와 같이 중요한 역할을 담당하는 세포 내 칼슘은 세포 외부로부터 전

기화학적 농도차(electrochemicalgradient)에 의한 칼슘통로를 통한 유입과 세포 

내 칼슘 저장소로부터 유리되는 칼슘에 의해 끊임없이 변화될 수 있다.
이전 보고에 의하면 SK-N-SH neuroblastoma에서 시그마 수용체 type-2에 선택

적인 리간드를 처치하였을 때 세포 내 칼슘이 일시적(transiently)으로 증가하고,
이러한 칼슘은 세포 외부로부터 유입된 것이 아닌 세포 내 칼슘 저장소로부터 유

리된 것으로 확인되었다(Vilner및 Bowen,2000).따라서 본 연구에서도 골반신경

절 세포에서 시그마 수용체 리간드를 처치하여 세포 내 칼슘의 직접적인 변화가 

있는지를 확인하였다.Fura-2/AM(5 µM)으로 37℃에서 30분간 부하시킨(loading)
골반신경절 세포를 340nm와 380nm로 번갈아가며 여기(excitation)시켰을 때,
510nm로 방출(emission)되는 빛의 비율(ratio,F340/F380)을 측정하였다.그림 11에 

나타낸 바와 같이 시그마 수용체 type-1에 선택적인 (+)-SKF10047(10 µM)을 처치

하였을 때 골반신경절 세포로부터 측정되는 F340/F380이 일시적(transiently)으로 빠

르게 증가(0.23±0.04,n=3)되는 현상을 관찰할 수 있었다.(+)-SKF10047에 의해 유

도되는 일시적인 세포내 칼슘증가와 마찬가지로 시그마 수용체 type-2에 선택적인 

ifenprodil1 µM과 10 µM을 처치하였을 때 F340/F380이 각각 0.32±0.04(n=3)과 

0.62±0.08(n=3)만큼 증가되는 것으로 확인되었다(그림 12).시그마 수용체 리간드를 

처치하였을 때 나타나는 세포 내 칼슘의 증가는 type-1에 선택적인 (+)-SKF10047
을 처치하였을 때 보다 type-2에 선택적인 ifenprodil을 처치하였을 때 더 크게 나
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타났다.시그마 수용체 리간드를 처치하였을 때 세포내 칼슘증가는 전체 세포들 

중 세포용량(cellcapacitance)이 작은 세포에서 주로 나타났다.
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그림 11.골반신경절 세포에서 시그마 수용체 type-1에 선택적인 리간드에 의한 

세포 내 칼슘 증가.골반신경절 세포를 fura-2/AM으로 37℃에서 30분간 부하

(loading)시킨 후,F340/F380 비율을 1Hz의 속도로 연속하여 측정(A),(+)-SKF10047
을 처치하기 전(B)과 후(C)의 세포내 칼슘 농도 변화 사진.
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그림 12.골반신경절 세포에서 시그마 수용체 type-2에 선택적인 리간드에 의한 

세포 내 칼슘 증가.골반신경절 세포를 fura-2/AM으로 37℃에서 30분간 부하

(loading)시킨 후,F340/F380 비율을 1Hz의 속도로 연속하여 측정(A),ifenprodil을 

처치하기 전과 후의 세포내 칼슘 농도 변화 사진(B).
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333...666...소포체로부터의 소포체로부터의 소포체로부터의 소포체로부터의 칼슘 칼슘 칼슘 칼슘 유리에서 유리에서 유리에서 유리에서 시그마 시그마 시그마 시그마 수용체의 수용체의 수용체의 수용체의 역할역할역할역할

G 단백질중 Gq/11에 연결된 수용체가 활성화 되었을 때 Gα와 Gβγ 서브유닛이 해

리되고,이때 활성화된 Gα 서브유닛에 의해 세포막(plasmamembrane)에 존재하

는 phosphatidylinositol4,5-bisphosphate(PIP2)가 diacylglycerol(DAG)와 inositol
1,4,5-triphosphate(IP3)로 분해되고,이때 생성된 DAG는 proteinkinaseC(PKC)를 

활성화시키고,IP3는 소포체 막에 존재하는 IP3 수용체를 활성화시켜 소포체로부터 

세포질로 칼슘이온을 유리시킨다.소포체 막에 존재하는 IP3 수용체는 ankyrin이라

는 구조 단백질 및 시그마 수용체 type-1과 동일 위치에 존재하고 있는 것으로 알

려져 있다.IP3에 의해 IP3 수용체가 활성화 되면 소포체로부터 칼슘이 유리되는데 

ankyrin이 존재하면 칼슘의 유리가 크지 않지만,ankyrin이 시그마 수용체 활성에 

의해 IP3 수용체로부터 해리되면 소포체로부터의 칼슘 유리가 크게 증가한다고 보

고되었다(Hayashi및 Su,2001).따라서 본 연구에서도 골반신경절 세포의 소포체

로부터 IP3 수용체 활성에 의한 소포체로부터의 칼슘 유리가 시그마 수용체의 활

성에 의해 증가하는지를 확인하였다.G 단백질중 Gq/11 단백질에 연결된 수용체중 

골반신경절 세포에서 직접적인 칼슘 증가를 나타내는 수용체로 bradykinin수용체

가 알려져 있다.그림 13에 나타난 바와 같이,fura-2/AM으로 부하시킨 골반신경

절 세포에 bradykinin(100 nM)을 처치하였을 때 세포내 칼슘이 증가되는 것

(0.32±0.08,n=5)을 확인하였고,20분 간격으로 반복적인 투여를 하더라도 칼슘증가

의 폭이 변화되지 않는 것(0.29±0.06,n=5)으로 확인되었다.Fura-2/AM으로 부하

시킨 골반신경절 세포에 bradykinin(100nM)을 단독으로 처리하였을 때보다 시그

마 수용체 type-1에 선택적인 리간드인 (+)-SKF10047(1µM)을 전처치하였을 때 세

포 내 칼슘이 더 크게 증가되는 것으로 확인되었다.이러한 칼슘증가는 모든 골반

신경절 세포에서 관찰되지 않았고,세포 용량(cellcapacitance)이 작은 세포에서 

주로 나타났다.
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그림 14.Bradykinin에 의해 유도되는 골반신경절 세포 내 칼슘 증가.골반신경절 

세포를 fura-2/AM(5 μM)으로 37℃에서 30분간 부하(loading)시킨 후,F340/F380 비

율을 1Hz의 속도로 연속하여 측정(A).Bradykinin을 20분의 간격을 두고 반복하

여 처치하여 bradykinin에 의해 유도되는 칼슘 증가의 변화 확인.
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그림 15.Bradykinin에 의해 유도되는 골반신경절 세포 내 칼슘증가에 미치는 시

그마 수용체 type-1 리간드의 영향.골반신경절 세포를 fura-2/AM(5 μM)으로 3
7℃에서 30분간 부하(loading)시킨 후,F340/F380 비율을 1Hz의 속도로 연속하여 

측정.Bradykinin 투여 후 20분간 관류액으로 씻어주고,10분간 (+)-SKF10047(1
µM)을 전처치한 후 나타나는 bradykinin에 의한 세포 내 칼슘 증가의 변화 확인.
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시그마 수용체는 opioid나 phencyclidine수용체와는 다른 특성을 가진 수용체

로 분류되었고,우울증(mood disorder),기억(amnesic) 및 인지 장애(cognitive
disorder),약물남용(drugabuse)등의 정신과적 질환,지속적인 운동장애(tardive
dyskinesia),통증 등 다양한 신경계 이상을 매개한다.또한 암세포의 경우 정상 

세포 상태에서의 발현보다도 수백에서 수천 배까지 발현이 증가되어 있는 것으로 

보고되었고(John등,1995;Moody등,2000;Vilner등,1995),따라서 시그마 수용

체에 선택적으로 결합할 수 있는 리간드를 이용한 암의 진단 및 치료에도 이용될 

수 있기 때문에 임상적으로도 매우 중요한 연구 대상이 되고 있다(Guitart등,
2004;Aydar등,2004).

시그마 수용체 type-1은 중추신경계에서 운동기능(motorfunction)을 담당하는 

지역,변연계(limbicsystem),감각영역(sensoryarea),내분비 영역(endocrinearea)
등에 집중적으로 발현(expression)되어 있고,type-2는 특히 자세(posture)와 보행

(movement)에 관여하는 지역에 집중적으로 발현되어 있다고 보고되었다(McCann
등,1994).말초 기관의 경우 시그마 수용체가 간,신장,성 기관 등에 발현되어 있

다고 보고되었고(Dumont및 Lemaire,1991;Jansen 등,1992;Hellewell등,1994;
Maurice등 1996).본 연구에서 연구 대상이기도 한 자율신경계의 경우 상경신경

절(superiorcervicalganglion)이나 내심신경절(intracardiacganglion)세포에 높은 

수준으로 발현되어 있음이 보고되었다(Zhang 및 Cuevas,2002).이러한 자율신경

절에 발현된 시그마 수용체는 전압의존적 칼슘 채널과 포타슘 채널의 활성을 조

절한다고 보고되었다(Zhang및 Cuevas,2002;2005).자율신경인 골반신경절(major
pelvicganglion;MPG)세포는 교감신경인 하복신경(hypogastricnerve)과 부교감

신경인 골반신경(pelvicnerve)으로부터 구심성 입력을 받아 방광,전립선 및 음경 

등과 같은 비뇨생식계 기관과 일부의 장(bowel)의 신경지배를 하고(Langworthy
1965;Dail등,1975;Keast,1991;DeGroat및 Booth,1993a),기능적으로는 배뇨

(micturation)나 발기(erection)현상 등을 조절한다(Zoubek등,1993).본 연구에서 
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시그마 수용체가 상경신경절이나 내심신경절에 비해 상대적으로 발현량이 적지만 

골반신경절 세포에 시그마 수용체가 발현되어 있음을 역전사 중합 연쇄반응

(RT-PCR)을 통해 확인하였다.
세포내 칼슘 이온은 전술한 바와 같이 신경전달물질의 방출,호르몬 분비,신경

의 흥분성(excitability)조절,근육의 수축(musclecontraction),유전자 발현(gene
expression), 세포의 성장과 분화(growth and differentiation), 자가세포사멸

(apoptosis)등 생리적 항상성(physiologicalhomeostasis)조절에 중요한 역할을 담

당한다(Barridge등,1998).이러한 세포 내 칼슘 이온은 필요성에 따라 농도 증가

와 감소가 빈번하게 발생하지만 정확하게 조절이 이루어진다.세포 내 칼슘 농도

의 증가는 세포 밖으로부터 칼슘 이온이 칼슘 채널이나 리간드에 의해 열리는 채

널을 통해 유입되거나 세포내 칼슘 저장소로부터 유출되는 경로에 의해 발생한다.
최근 보고에 의하면 시그마 수용체가 세포 내 칼슘 농도를 조절하는데 중요한 역

할을 담당한다는 사실이 밝혀졌다(Guitart등,2004;Bowen,2000).예를 들면 시그

마 수용체 활성이 해마 추체세포(hippocampalpyramidalneuron)에서 고전압에서 

활성화(highvoltage-activated;HVA)되는 칼슘 채널을 통한 칼슘 유입을 억제한다

고 보고되었다(Church및 Fletcher,1995).한편,시그마 수용체에 의한 HVA 칼슘 

채널의 억제를 통한 세포내 칼슘 조절이 쥐 일차 피질신경세포(primarycortical
neuron)에서의 신경방어(neuroprotection)를 매개한다고 보고된 바 있다(Klette등,
1995).이와 같은 중추신경계 세포 내 칼슘 조절뿐만 아니라,자율신경계 세포의 

경우에도 시그마 수용체의 활성이 세포 내 칼슘 농도의 조절에 중요한 역할을 담

당한다고 보고되었다.최근 교감 신경군인 상경신경절 세포에서 시그마 수용체 

type-2에 선택적인 리간드를 처치하였을 때 전압의존적 칼슘 채널이 억제된다고 

보고되었고,부교감 신경군인 내심신경절 세포에 발현된 전압의존적 칼슘 채널 역

시 type-2에 선택적인 리간드에 의해 억제된다고 보고되었다(Zhang 및 Cuevas,
2002).시그마 수용체 type-1을 개구리 알에 이종발현(heterologouslyexpression)한 

후 type-1에 선택적인 리간드를 처치하였을 때 리간드에 의한 직접적인 억제

(directinhibition)가 아닌 수용체를 매개(receptor-mediated)로 하여 A-type포타슘

(Kv1.4)과 delayed-rectifying포타슘 채널(Kv1.5)을 통한 전류를 억제한다고 보고되
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었다(Aydar등,2002).또한 시그마 수용체 type-1에 선택적인 리간드를 처치하엿

을 때 내심신경절 세포에 발현된 delayedrectifying 포타슘 채널과 M-type포타

슘 채널을 억제하여 궁극적으로 안정막전압(restingmembranepotential;RMP)의 

변화 없이 활동전위(actionpotential)의 발생 빈도(frequency)를 감소시킨다고 보고

되었다(Zhang및 Cuevas,2005).본 연구에서도 시그마 수용체 리간드를 처치하여 

확인한 결과 리간드에 의한 HVA 칼슘 채널의 활성의 억제 정도가 haloperidol>
ifenprodil>DTG >(+)-SKF10047순으로 나타났기 때문에,상경신경절과 내심신

경절 세포에서 보고된 바와 같이 시그마 수용체 type-2에 의해 매개됨을 알 수 있

었다.
일반적으로 신경전달물질에 의한 칼슘전류의 억제는 G protein의 네 가지 아군

들 (Gs,Gi/o,Gq/11,그리고 G12)들 중 백일해 독소(pertussistoxin;PTX)에 민감한 

Gi/o이나 PTX에 민감하지 않은 Gq/11에 의해 주로 매개된다고 알려져 있다(Ikeda
등,1999;Hille,1992;Jeong등,1999).PTX-민감성 Gi/o에 의해 일어나는 칼슘전류

의 전압의존적 억제 현상은 Gαβγ와 Gβγ subunit중에서 Gβγ가 다른 신호전달물질

(secondmessenger)을 통하지 않고 직접 칼슘통로에 가서 결합하는 막에 국한된

(membranedelimited)경로로 일어난다고 알려져 있다(Ikeda,1996;Herlitze등,
1996;Ikeda및 Dunlap,1999).PTX에 민감하지 않은 Gq/11에 연결된 신경전달물질 

수용체가 활성화되면 Gα와 Gβγ가 해리되고,Gα가 phospholipaseC(PLC)를 활성화

시키면 G 단백질은 막에 풍부하게 존재하는 phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate(PIP2)가 diacylglycerol(DAG)와 inositol1,4,5-triphosphate(IP3)로 

분해된다.이때 생성된 IP3는 소포체 막에 존재하는 IP3 수용체를 활성화시켜 소포

체로부터 세포질로 칼슘이온을 유리시키고,DAG는 proteinkinaseC(PKC)를 활

성화시키고,PKC에 의해 전압의존적 칼슘 채널을 포함한 세포막 단백질의 인산화

(phosphorylarion)가 일어나게 된다.시그마 수용체를 통한 세포내 신호전달 경로

(signaltransductionpathway)는 아직까지 정확하게 밝혀져 있지 않았고,따라서 

시그마 수용체의 신호전달에 G 단백질이 관여하는지 또는 관여하지 않는지 논쟁

거리가 되고 있다.G 단백질이 이온전류의 억제에 매개하는지를 확인하는 방법에

는 여러 가지가 있는데 첫째,가수분해되지 않는 GDP-βS를 사용하여 G 단백질의 
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GDP-GTP 교환(exchange)을 억제하여 G 단백질을 비활성화 시켰을 때 효현제에 

대한 반응을 관찰하거나,둘째,수용체의 활성을 by-pass하고 Gα 서브유닛을 

GTPγS를 사용하여 비가역적으로 활성화시킨 후 효현제에 대한 반응을 관찰하는 

것이다(Holz등,1986;Ikeda,1991;Jeong및 Wurster,1997).초기의 방사선 동위

원소로 표지된 리간드를 이용하여 시그마 수용체와 결합 효율을 비교한 결과 GTP
나 Gpp(NH)p에 의해 그 효율이 변화된다고 보고되었다(Beart등,1989;Connick
등,1992).최근에는 마우스 전두엽 피질에 위치한 연접 막에서 시그마 수용체에 

의해 G 단백질의 활성이 증가한다는 보고가 있었고(Tokuyama등,1997;1999),시

그마 수용체에 [3H](+)-3-PPP의 결합이 백일해 독소(pertussistoxin;PTX)와 콜레

라 독소(choleratoxin;CTX)의 전처치에 의해 억제된다는 보고도 있었다(Ytzhak
등,1989;Basile등,1992).더욱이 해마 CA3세포에서 시그마 수용체 type-1에 선

택적인 리간드에 의한 NMDA에 의해 유도되는 세포의 활성화(activation)의 억제

가 PTX와 CTX의 전처치에 의해 억제된다고 보고되었고(Monnet등,1994;Soriani
등,1999),심근세포(cardiacmyocytes)에서 BD737과 같은 시그마 수용체 type-1
리간드에 의해 세포내 IP3의 농도가 증가된다고 보고되었다(Novakova등,1998).
이러한 결과들은 적어도 G 단백질이 시그마 수용체 type-1의 활성에 의해 유도되

는 효과의 조절을 어느정도 매개한다고 할 수 있다.한편,이러한 몇몇 실험적 증

거에도 불구하고,많은 연구자들은 G 단백질이 시그마 수용체의 신호전달 경로에 

포함되지 않는다고 보고하였다. 예를 들면 시그마 수용체 type-1 리간드인 

pentazocine에 의한 해마 세포에서의 NMDA에 대한 반응 조절에서 PTX의 전처

치는 아무런 변화를 주지 못했다(Monnet등,1994).최근에는 상경신경절과 내심

신경절 세포에서 시그마 수용체 리간드에 의한 전압의존적 칼슘 채널의 억제시 

GDP-βS의 전처치를 하더라도 억제 정도의 변화를 주지 못했다(Zhang및 Cuevas,
2002).본 연구에서도 골반신경절 세포에서의 전기생리학적 실험을 통해 확인한 

결과,Gpp(NH)p의 투석 전이나 후에 (+)-SKF10047과 haloperidol에 의한 전압의

존적 칼슘 채널의 억제가 차이를 보이지 않았다(그림 7).시그마 수용체의 세포내 

신호전달에 G 단백질의 관여 여부는 더 많은 검증을 거쳐야 확인이 될 것으로 생

각한다.



-40-

최근의 일련의 연구들은 세포 외부로부터의 칼슘 이온의 유입뿐 아니라 세포 

내 칼슘 저장소로부터의 칼슘 유리에도 시그마 수용체가 관여한다고 보고하였다

(Hayashi 등,2000;Vilner 및 Bowen,2000;Hong 등,2004). 예를들면 쥐 

neuroblastomaNG-108세포에서 시그마 수용체 type-1리간드인 (+)-pentazocine
이 G단백질 중 Gq/11에 연결된 bradykinin수용체의 활성화에 의해 유도되는 세포 

내 칼슘 증가를 항진시킨다고 보고하였다(Hayashi및 Su,2001;Hong 등,2004).
소포체에 존재하는 IP3 수용체,구조 단백질인 ankyrin,그리고 시그마 수용체 

type-1이 하나의 복합체(complex)를 이루고 있는데 ankyrin이 두가지 수용체를 연

결한 형태로 되어 있다(그림 15).활성화되지 않은 시그마 수용체 type-1은 IP3 수

용체를 기본적으로 억제하고 있기 때문에 IP3가 IP3 수용체에 결합하더라도 소포

체로부터의 칼슘 유리가 크지 않지만,시그마 수용체가 활성화되면 ankyrin과 시

그마 수용체가 IP3 수용체로부터 해리되고,이때 IP3가 IP3 수용체에 결합하면 더 

많은 칼슘이 유리될 수 있다(Hayashi및 Su,2001).본 연구에서 확인한 결과,시

그마 수용체 type-1에 선택적인 리간드인 (+)-SKF10047의 전처치에 의해 시그마 

수용체 type-1의 활성화되면 Gq/11에 연결된 수용체인 bradykinin수용체의 활성화

의 결과 생성된 IP3에 의한 세포 내 칼슘 유리가 항진되는 것으로 확인되었다.소

포체에 존재하는 IP3 수용체를 통한 칼슘 유리의 항진 이외에도,SK-N-SH
neuroblastoma 세포에서 시그마 수용체 리간드인 CB-64D,BD737,haloperidol의 

단시간 처치에 의해 세포 내 칼슘이 빠르고,순간적으로 증가된다고 보고되었고,
장시간 처리시에는 느리지만 오랫동안 유지되는 칼슘 증가가 보고되었다(Vilner
및 Bowen,2000).시그마 리간드의 단시간 처리에 의한 세포 내 칼슘의 빠르고 순

간적인 증가는 thapsigargin의 처시시 사라지는 것으로 보아 직접적인 소포체로부

터의 칼슘 유리이고, 장시간 처치시에 나타나는 지속적인 칼슘 증가는 

thapsigargin의 처치시에도 여전히 나타나는 결과로 보아 또 다른 칼슘 저장소인 

미토콘드리아(mitochondria)로부터 유리된 칼슘이라고 보고되었다(Vilner 및 

Bowen,2000). 본 연구에서 확인한 결과, 시그마 리간드인 (+)-SKF10047과 

ifenprodil의 처치시에 순간적이고 빠른 세포 내 칼슘 농도의 증가를 관찰 할 수 

있었다.이러한 직접적인 칼슘 증가가 시그마 리간드가 직접 세포막을 투과하여 
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소포체에 존재하는 시그마 수용체에 결합한 후 효과를 나타내는지 아니면 세포막

에 존재하는 시그마 수용체에 결합 후 특정 신호 전달 경로를 거쳐 소포체에 존

재하는 시그마 수용체를 활성화시키는지에 대한 논란이 있다.최근 신경스테로이

드(neurosteroid)가 시그마 수용체의 세포 내 신호전달 물질이라는 주장이 제기되

었다(Monnet 등,1995;Hong 등,2004). 신경스테로이드의 일종인 DHEA가 

NMDA에 의해 유도되는 norepinephrine(NE)의 유리를 항진시키고,이러한 효과

는 신경스테로이드 억제제인 progestrone에 의해 억제된다고 보고되었다(Monnet
등, 1995). 또한 SH-SY5Y 세포에서 시그마 수용체 type-1 리간드인 

(+)-pentazocine에 의한 bradykinin에 의해 유도되는 세포 내 칼슘 저장소인 소포

체로부터의 칼슘 유리의 항진이 신경스테로이드 억제제인 progestrone에 의해 억

제된다는 보고도 있었다(Hong 등,2004). 이러한 증거들은 신경스테로이드인 

DHEA나 pregnenolone등이 시그마 수용체의 세포내 신호전달을 위한 물질일 것

이라고 생각되어 지지만,아직까지 실질적인 검증이 남아있다.시그마 수용체 리

간드가 직접 세포막을 투과하여 세포 내 칼슘 저장소인 소포체에 존재하는 수용

체에 결합하기 위해서는 가장 큰 장벽인 세포막을 투과하여야 한다(Vilner등,
2000).일반적으로 생리적 pH에서는 90% 이상의 시그마 수용체 리간드가 양성자

를 얻은 형태(protonated form)로 존재하며, pH가 8.2로 증가하였을 때 

deprotonatedform으로 전환되어 소수성(hydrophobic)으로 바뀌어 쉽게 소수성인 

막을 투과하게 된다.따라서 시그마 수용체 리간드가 직접 세포막을 투과하여 소

포체에 존재하는 시그마 수용체에 결합한다고 주장하는 연구자들은 시그마 리간

드 중 deprotonatedform으로 전화되는 특정 종류의 리간드 존재하거나 더 지용

성인 리간드가 존재할 것이라고 주장한다(Bowen,2000;Vilner등,2000).이러한 

부분에 대한 연구는 앞으로도 추가로 진행되어야 할 것이라 사료된다.
그림 15에 나타난 모식도와 같이,시그마 수용체가 활성화 되면 세포 내 신호전

달 경로중 하나인 G 단백질을 경유하거나 또는 세포 내 신경스테로이드와 같은 

신호전달물질을 통해 세포막에 존재하는 전압의존적 칼슘채널과 포타슘 채널을 

억제하는 방향으로 작용할 것이라 생각된다.또한 시그마 수용체 리간드가 직접 

세포막을 투과하여 세포 내 칼슘 저장소인 소포체에 존재하는 시그마 수용체를 
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활성화시켜 소포체로부터의 칼슘 유리를 증가시키거나 세포막에 존재하는 시그마 

수용체에 결합한 후 활성화된 시그마 수용체에 연결된 세포 내 신호전달물질을 

통해 소포체의 시그마 수용체가 활성화 되어 소포체로부터의 칼슘 유리를 증가시

킬 것이라 생각된다.
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그림 15.시그마 수용체에 의한 세포 내 칼슘 조절 모식도.Ankyrin:소포체에 존

재하는 구조 단백질,σ1R:시그마 수용체 type-1,IP3R:IP3 수용체,σR-ligands:시

그마 수용체 리간드.(-):억제(inhibition),(+):항진(potentiation).
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제제제제555장 장 장 장 결론결론결론결론

본 연구에서는 골반신경절 세포에 시그마 수용체가 발현되어 있는지,발현되었

다면 시그마 수용체의 활성이 세포 내 칼슘 농도를 조절하는지 관찰하고,조절한

다면 어떤 아형의 시그마 수용체가 관여하는지를 확인하고,세포 내 칼슘 조절의 

분자적 기전을 규명하고자 하였다.본 연구 결과,상경신경절에 비해 상대적으로 

적게 발현되어 있지만,골반신경절 세포에 시그마 수용체 type-1이 발현되어 있는 

것으로 확인되었다.또한 시그마 수용체 type-2의 경우 세포 내 신호전달경로중 

하나인 G 단백질을 경유하지 않고,세포막에 존재하는 전압의존적 칼슘채널과 음

성적으로(negatively)연결되어 있음이 확인되었다.또한 시그마 수용체 type-1과 

type-2모두 활성화시에 세포 내 칼슘 저장소로부터 일시적으로 빠른 칼슘 유리를 

일으키는 것으로 확인되었고, 시그마 수용체 type-1의 경우 Gq/11에 연결된 

brdykinin 수용체의 활성을 통해 생성된 IP3에 의한 소포체로부터의 칼슘유리를 

항진시키는 것으로 확인되었다.이러한 결과를 종합해 보면,시그마 수용체의 활

성이 세포 외부로부터의 칼슘 유입은 억제하고,세포 내 칼슘 저장소로부터의 칼

슘 유리는 항진시키는 것으로 보아 세포 내부와 외부로부터의 칼슘의 이동성 조

절을 통해 세포 내 칼슘 이온의 농도를 역동적으로 조절한다고 판단되며,이러한 

조절이 골반신경절 세포의 칼슘 이온에 의하여 나타나는 다양한 생리학적 작용들

을 조절할 수 있을 것이라 사료된다.
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Lee,JongWoo
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(DirectedbyProfessorWhangKum)

Sigmareceptorsarehighaffinitybindingsitesforawidevarietyofligands
including neurosteroids,antipsychotics,and psychomimetic drugs,and are
widely distributed in the nervous,endocrine,and immune systems.Two
subclasses ofthe sigma receptor called sigma-1 and sigma-2 have been
pharmacologically identified.In thecentralnervoussystem,sigma receptors
havebeenimplicatedinanumberofphysiologicalfunctionssuchasregulation
ofneurotransmitterrelease,learningandmemoryprocesses,andregulationof
movementandposture.Inaddition,sigmareceptorshavebeenalsoimplicated
incentraldisordersincludingmooddisorders,amnesicandcognitivedeficits,
effectsproducedbydrugsofabuse,tardivedyskinesia,andanalgesia.Todate,
however,thefunctionalrolesofsigmareceptorsareunclearintheperipheral
nervoussystem.
Thepurposeofthepresentstudy wasto investigatewhetherthesigma

receptorsareinvolvedinintracellularCa2+ regulationintheautonomicmajor
pelvicganglion(MPG)neuronsinnervatingvariousurogenitalorgansincluding
theurinarybladder,theprostate,andthepenis.Inthisregard,Ca2+ currents
were measured using 10 mM Ca2+ as a charge carrier under whole
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cell-ruptured configuration ofthe patch-clamp technique.Intracellular Ca2+

level([Ca2+]i)wasalsomonitoredwithratiometricfluorescencemeasurementin
MPG neuronsloaded with fura-2/AM(5mM)at37℃ for30min.Basically,
RT-PCR analysisrevealedthattheMPG neuronscontaintranscriptsencoding
type-1sigmareceptor.Bath application ofhaloperidol,anon-selectivesigma
ligand,dose-dependentlyinhibitedhighvoltage-activated(HVA)Ca2+currentsin
thesympatheticand parasympatheticMPG neurons.Haloperidolinhibited all
HVA Ca2+channelisoforms(L-,N-,& R-types)expressedintheMPG neurons.
(+)-SKF-10047,atype-1sigmareceptorligand,exerted smalleffectson HVA
Ca2+ currents.Thepotencyorderofdifferentsigmaligandswasasfollows:
haloperidol(19±2 μM)>ifenprodil(58±4 μM)>(+)-SKF-10047(427±44 μM)>
DTG(457±12μM).Thehaloperidoland(+)-SKF10047-inducedHVA-Ca2+current
inhibition was prevented by dialysis ofGpp(NH)p.Application ofsigma
ligandssuchas(+)-SKF-10047andifenprodiltransientlyincreased[Ca2+]iinthe
MPG neurons. Furthermore, application of (+)-SKF-10047 potentiated
bradykinin-induced Ca2+ releasefrom endoplasmicreticulum(ER)in theMPG
neurons.Takentogether,thesedatasuggestthatsigmareceptors(predominantly,
type-2)are negatively coupled to Ca2+ channels via G-protein-independent
pathwaysandpositivelycoupledtotheCa2+releasefrom ERinMPGneurons.

Keywords:sigmareceptor,majorpelvicganglion,sigmaligand,Ca2+release
highvoltage-activatedCa2+channels,endoplasmicreticulum
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