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국문요약

심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 NNNaaa+---CCCaaa2+교교교환환환에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeee
CCCaaa2+전전전류류류 조조조절절절 기기기전전전

심장에서 L-typeCa2+ 통로는 막전압의 탈분극에 의해 활성되어 세포안과 밖
의 Ca2+농도차에 의해 세포 외부로부터 세포 내부로 Ca2+을 들어오게 하는 주요
한 Ca2+ 유입통로이고 Na+-Ca2+ 교환(Na+-Ca2+ exchanger;NCX)은 한 분자의
Ca2+을 세분자의 Na+과 맞교환하며 세포내 Ca2+을 세포 밖으로 배출하는 주요한
Ca2+배출기전이며 이완 유발 기전이다.최근에 NCX를 overexpression시킨 동
물 모델과 cardiacspecificknockout시킨 동물 모델에서 NCX가 L-typeCa2+통
로의 Ca2+ 의존적 불활성(Ca2+-dependentinactivation;CDI)을 조절할 가능성이
제시되었다.그러므로 본 연구에서는 심장에서 L-typeCa2+ 통로와 NCX의 상호
작용을 규명하기 위해 L-typeCa2+통로와 NCX가 같은 Ca2+micro-domain에 존
재하고 있는지를 확인하고 아울러 L-typeCa2+통로와 NCX의 활성이 상이한 흰
쥐,토끼,기닉픽에서 Ca2+micro-domain에 존재하는 NCX의 비율을 추구함으로서
종간 차이를 비교하고자 하였다.이러한 목적을 달성하기 위해 효소로 분리한 심
실근세포에서 whole-cellpatchclamp를 시행하였고,NCX의 영향은 BAPTA가
존재할 때와 존재하지 않을 때에 탈분극 자극으로 발생한 L-typeCa2+ 전류에서
Na+을 배제한 약물용액(0Na)으로 NCX를 봉쇄한 후 억제되는 전류로 관찰하였다.
이와 같은 실험으로 얻은 결과는 다음과 같다.

1.흰쥐 심실근세포에서 0Na은 L-typeCa2+전류의 전하 유입량을 45.3±4.3% 억
제하였고,0Na으로 억제되는 실제 전류는 10ms근처에서 피크를 이루었다.

2.Ryanodine처치로 근소포체의 Ca2+ 유리를 봉쇄할 경우 L-typeCa2+ 전류의
전하 유입량은 62.0±22.4% 증가하나,0Na은 여전히 전하 유입량을 48.8±7.7%
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억제하였다.이때 0Na으로 억제되는 실제 전류는 10ms근처에서 이루어지는
첫 번째 피크에 이어 새로이 20ms근처에서 두 번째 피크를 발생하였다.

3.10mM BAPTA 처치는 흰쥐 심실근세포내 Ca2+transient를 완전히 사라지게
하였으나,0Na으로 봉쇄되는 전류를 완전히 봉쇄하지는 못하였다.특히 0Na으
로 봉쇄되는 실제 전류에서 나타나는 첫 번째 피크는 억제하지 않는 반면,
ryanodine처치로 발생되는 두 번째 피크는 완전히 봉쇄하였다.

4.Ryanodine전처치로 새로이 발생되는 두 번째 피크는 isoproterenol처치로 더
크게 증가하였지만,BayK 8644처치 시에는 그 크기가 오히려 억제되며 오른
쪽으로 이동되었다.반면,두 약물은 10mM BAPTA 처치시 잔류하는 전류를
증가시켰으며,결과적으로 0Na으로 봉쇄되는 전체 전류에서 BAPTA로 억제되
지 않는 전류의 비율은 BayK 8644처치 후 38.6%에서 64.2%로 증가하였다.

5.토끼와 기닉픽의 경우 0Na으로 봉쇄되는 실제 전류는 흰쥐에서와는 달리 대조
군에서 이미 2개의 피크를 이루었다.Ryanodine처치는 두 번째 피크를 증가
시켰고,isoproterenol및 BayK 8644처치는 흰쥐와 유사한 반응을 나타내었으
나,BayK 8644처치 후 최대가 되는 BAPTA로 억제되지 않는 전류의 비율이
토끼와 기닉픽에서 각각 31.4%와 19.9%로 흰쥐에서보다 감소하였다.

이상의 결과로부터,NCX는 L-typeCa2+통로와 같은 기능적 Ca2+micro-domian
내에 적어도 흰쥐,토끼,기닉픽에서 각각 64%,31%,20%가 존재함으로써 L-type
Ca2+통로의 CDI유발 작용이 근소포체로부터 유리되는 Ca2+보다 더 우수한 작용
을 발현하는 L-typeCa2+ 통로를 통해 유입되는 Ca2+을 배출하면서 L-typeCa2+

통로의 CDI를 조절하고 있다는 결론을 얻었다.

핵심되는 말:Na+-Ca2+ 교환,L-typeCa2+ 통로,Ca2+ 의존적 불활성,BAPTA,
Ryanodine,BayK 8644,Caffeine.
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CCCaaa2+전전전류류류 조조조절절절 기기기전전전

<지도 고 창 만 교수>
연세대학교 대학원 의학과
안안안 성성성 완완완

제제제111장장장 서서서 론론론
심장에서 Ca2+은 전기적 신호를 매개하는 전달자이며 수축요소인 myofilament

의 직접적인 활성인자이다(Bers,2001).심장의 수축은 세포내 활성 Ca2+과
myofilament의 상호 작용으로 발생하기 때문에 심근의 수축력은 세포내 활성
Ca2+농도에 따라 비례하여 증가한다(Bers2002;Solaro및 Rarick,1998).수축에
필요한 활성 Ca2+은 심장의 활동전압 기간 동안 주로 막전압 의존적 L-typeCa2+

통로를 통해 세포 안과 밖의 Ca2+의 농도 차이에 의해 세포 외부로부터 세포 내로
유입되며 이렇게 유입된 소량의 Ca2+은 근소포체의 Ca2+ 유리 통로인 ryanodine
수용체(ryanodinereceptor;RyR)를 활성시켜 근소포체에 저장되어 있는 다량의
Ca2+을 세포질 내로 유리하게 한다.이와 같이 L-typeCa2+ 통로를 통해 유입된
Ca2+에 의해 근소포체로부터 Ca2+이 유리되는 기전을 Ca2+-유발 Ca2+유리
(Ca2+-induced Ca2+ release;CICR)기전이라고 한다(Fabiato,1983).심장에서
CICR은 근막의 함입으로 형성된 t-tubule내에 L-typeCa2+통로가 집중되어 있
고 근소포체의 ryanodine수용체가 L-typeCa2+ 통로와 매우 가까이에 인접하여
존재함으로써 가능하게 된다(Stern,1992; Wibo 등,1991; Kawai등,1999).
T-tubule안에서 L-typeCa2+통로를 포함하는 근막과 L-typeCa2+통로와 가까이
마주하고 있는 ryanodine수용체를 포함하는 근소포체막은 dyad라는 구조를 이루
게 되고 이러한 막 사이에 형성된 공간을 dyadiccleft라고 한다(Carl등,1995;
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Sun등,1995).세포 외부로부터 유입된 Ca2+과 근소포체로부터 유리된 Ca2+은 세
포질 내로 확산되어 결국 심근의 수축요소인 myofilament를 활성화시켜 수축을
유발하게 된다.이와 같이 심근에서 전기적 활성이 Ca2+에 의해 매개되어 기계적
수축을 유발하는 과정을 흥분-수축 연결(excitation-contraction coupling,E-C
coupling)이라고 한다(Bers,2002).

심근의 수축기 동안 증가한 세포내 Ca2+은 세포질로부터 제거됨으로써 심근 이
완을 유발하게 된다(Bers2002).심근 이완기 동안 세포내 Ca2+의 항상성을 유지하
기 위하여 내부에서 유리된 Ca2+양과 동일한 양의 Ca2+은 다시 내부로 재섭취 되
어야 하며 외부로부터 유입된 Ca2+양과 동일한 양의 Ca2+은 세포 밖으로 배출되
어야 한다.근소포체의 Ca2+재섭취는 근소포체막의 Ca2+-ATPase를 통해 이루어
지며 세포 밖으로의 Ca2+ 배출은 근막의 Na+/Ca2+ 교환체(Na+/Ca2+ exchanger;
NCX)와 근막의 Ca2+-ATPase를 통해 이루어지고 있다.하지만 세포 밖으로의
Ca2+ 배출속도는 근막의 Ca2+-ATPase의 경우 1 μM/sec이하인 반면에 NCX의
경우 30 μM/sec로 근막의 Ca2+-ATPase보다 월등히 높은 속도로 Ca2+을 배출한
다.그러므로 심근에서 NCX는 가장 중요한 Ca2+ 배출 기전이며 또한 이완 유발
기전이다(Bers,2001).한편 근소포체의 Ca2+유리는 L-typeCa2+통로를 통해 유
입되는 Ca2+양에 비례하여 증가하게 되며 NCX의 활성 변동은 Ca2+배출의 변동
을 초래하게 되므로 궁극적으로 이러한 Ca2+수송 단백질의 활성 변화는 심근 세
포내 Ca2+ 농도를 변동시켜 수축의 변동을 초래하게 된다(Fabiato, 1985;
Hasenfuss,1998;Mattiello등,1998).따라서 L-typeCa2+ 통로의 기능 및 NCX
활성 조절 기전은 심근의 수축을 조절하는 직접적인 요소가 된다.실제로 Ca2+통
로 봉쇄제는 심장의 부정맥 치료제로 사용되고 있으며 digitalis계통의 약물은 간
접적으로 NCX에 의한 Ca2+ 배출을 억제하여 심장 수축력을 강화시킨다(Smith,
1988).

L-typeCa2+통로의 조절에 있어 cAMP의존적 단백질 키나아제(PKA)에 매개
되는 L-typeCa2+통로의 인산화(phosphorylation)는 L-typeCa2+통로의 Ca2+유
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입을 크게 증가시킨다(Mcdonald등,1994;Keef등,2001).그러므로 심근에서 β-
아드레날린성 자극에 의한 cAMP의 증가는 L-typeCa2+통로를 통해 세포외부로
부터 Ca2+유입을 증가시키는 중요한 기전이다.뿐만 아니라 L-typeCa2+통로 조
절에 있어 또 다른 중요한 기전으로 L-typeCa2+ 통로 주위의 Ca2+농도 증가에
의해 L-typeCa2+ 통로를 통한 Ca2+ 유입이 억제되는 기전이 존재한다.이는
L-typeCa2+통로를 통해 유입되는 Ca2+으로 인하여 발생할 수 있는 세포내 Ca2+

의 과충전을 방지하기 위한 중요한 기전으로 이를 Ca2+ 의존적 불활성
(Ca2+-dependent inactivation; CDI)이라고 한다(Isenberg, 1977; Kass 및
Sanguinetti,1984;Lee등,1985).L-typeCa2+ 통로에서 CDI를 유발하기 위한
Ca2+의 결합 위치는 Ca2+ 통로의 pore를 형성하고 있는 α1c소단위의 C-말단에
존재하고 있으며 calmodulin에 의해 매개되는 것으로 알려져 있다(Stotz 및
Zamponi,2001;Anderson2001;Soldatov,2003).심근에서 L-typeCa2+ 통로 및
근소포체의 Ca2+유리 통로인 ryanodine수용체 모두 dyadiccleft내에 존재하고
있기 때문에 심근에서 L-typeCa2+통로의 CDI는 L-typeCa2+통로를 통해 유입
되는 Ca2+과 CICR 기전에 의해 근소포체로부터 유리되는 Ca2+이 dyadiccleft내
의 Ca2+ 농도를 증가시킴으로써 발생하는 것으로 알려져 있다(Spido 등 1995;
Adachi-Akahane등,1996;Sham 1997;Delgado등 ,1999;Linz및 Meyer,2000).
심근에서 근소포체로부터 유리되는 Ca2+의 양은 L-typeCa2+통로를 통해 유입되
는 Ca2+의 양보다 월등히 많기 때문에 근소포체로부터 유리되는 Ca2+은 L-type
Ca2+통로의 CDI에 훨씬 더 크게 영향을 미칠 것이다.실제로 근소포체로부터 유
리되는 Ca2+이 전체 CDI의 60%이상 관여하는 것으로 알려져 있다
(Adachi-Akahane등,1996).

한편 NCX는 세포막을 사이에 두고 Na+과 Ca2+의 농도차에 의해 발생되는 전
기화학적 격차를 원동력으로 하여 세 분자의 Na+과 한 분자의 Ca2+을 맞교환하는
기전이다(Kimura등,1986;Mechmann및 Pott,1986;Bridge등,1990).따라서
NCX는 이동되는 전하의 차이에 의해 초과되는 한 분자의 Na+의 이동방향으로
NCX 전류를 발생하게 된다.NCX에 의한 Ca2+이동은 세포 내외의 Na+과 Ca2+의



- 4 -

농도 뿐만아니라 막전압(membranepotential;Em)에 의해서도 영향을 받는다.따
라서 막전압이 NCX의 평형전압{(ENa/Ca=3ENa-2ECa;ENa와 ECa은 Na+과 Ca2+의
평형전압(equilibrium potential)이다}보다 더 높을 때(Em >ENa/Ca)에는 외향 NCX
전류가 발생하여 Ca2+을 세포 내로 유입시키고 반면에 막전압이 NCX의 평형 전
압보다 더 낮을 때(Em <ENa/Ca)에는 내향 NCX 전류가 발생하여 Ca2+을 세포 밖
으로 배출시킨다(Bers,2002).이와 같이 NCX는 세포막을 사이에 두고 Ca2+과
Na+의 농도 그리고 막전압에 따라 양방향으로 Ca2+을 이동시킬 수 있다.실제로
심장에서 활동전압 초기에는 막전압이 NCX의 평형 전압을 초과하므로 일시적으
로 NCX는 Ca2+유입 기전으로 작용하는 것으로 알려져 있다(weber등 2002).그
러나 대부분의 활동전압 기간에는 Ca2+을 배출시키는 기전으로 작용한다.활동전
압 초기에 NCX를 통해 유입된 Ca2+은 L-typeCa2+ 통로를 통해 유입되는 Ca2+

보다 매우 적기 때문에 NCX를 통해 유입된 Ca2+이 L-typeCa2+통로를 통해 유
입된 Ca2+처럼 근소포체로부터 Ca2+을 효율적으로 유리할 수 있는지에 대해서는
아직 명확하지 않다(Bouchard 등,1993a,b;Sham 등,1995;Sipido 등,1997;
Litwin등,1998;Leblanc및 Hume,1990;Ritter등,2003).따라서 심장에서 NCX
는 비록 활동 전압 초기에 일시적으로 Ca2+을 유입할 수 있다 하더라도 주로 Ca2+

의 배출기전으로 작용하고 있고 NCX를 통한 Ca2+의 배출은 세포 내로의 Ca2+유
입과 균형을 맞춤으로써 세포내 Ca2+ 항상성을 유지하게 된다(Adachi-Akahane
등 1997;Terracciano등,1988;Yao등,1998).

한편 최근에 NCX가 L-typeCa2+통로의 활성에 영향을 줄 가능성이 보고되어
NCX와 L-type Ca2+ 통로 상호간의 조절 가능성이 제시되었다.즉 NCX를
homozygousoverexpression시킨 동물모델에서 근소포체의 Ca2+양이 변화되지 않
았음에도 불구하고 L-typeCa2+전류의 최대 피크가 크게 증가되었다(Reuter등,
2004).이러한 L-typeCa2+전류의 최대 피크의 증가는 NCX가 Ca2+배출 기전으
로 강하게 작용할 수 있는 막전압에서 특히 뚜렷하였다.이와 대조적으로 NCX를
tissuespecificknockout시킨 동물모델에서는 L-typeCa2+전류의 최대 피크가 상
당량(50%)감소되었다(Henderson등,2004;Pott등,2006).그렇지만 두 경우의
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연구에서 L-typeCa2+ 통로의 단백질 발현량의 변화는 관찰되지 않았으며,또한
다른 Ca2+수송 단백질인 근소포체의 Ca2+-ATPase와 ryanodine수용체 그리고 근
막의 Ca2+-ATPase의 발현량의 변화도 관찰되지 않았다.따라서 이와 같이 NCX
가 L-typeCa2+ 전류에 영향을 줄 수 있는 가장 가능성이 있는 가설로 NCX가
L-typeCa2+통로 주위의 Ca2+농도를 증가시키거나 감소시킴으로서 L-typeCa2+

통로의 CDI를 항진 혹은 약화시킬 수 있다는 것이다(Pott등,2006).그러나 이 경
우 심근에서 L-typeCa2+ 통로는 주로 dyadiccleft내에 존재하고 있기 때문에
NCX가 L-typeCa2+전류에 영향을 미치기 위해서는 NCX 역시 L-typeCa2+통
로와 같이 dyadiccleft내에 존재하여 dyadiccleft내의 Ca2+농도를 변동 시켜야
할 것이다.하지만 NCX가 L-typeCa2+통로와 같은 dyadiccleft내에 존재하는지
에 대해서는 아직 명확하지 않다.형광 염색을 통한 면역조직학적 연구에서 일부
연구자들은 NCX가 주로 T-tubule에 존재하고 있는 것으로 보고 하였지만(Frank
등,1992)다른 연구자들은 NCX가 근막 전체에 분포하고 있는 것으로 보고하였다
(Musa등,2002;Kieval등 1992).한편 최근에 de-tubulation을 이용한 연구에서
de-tubulation후 NCX의 활성이 상당량 감소되는 결과를 얻음으로서 NCX가 적어
도 t-tubule에 주로 존재하는 것으로 받아들여지고 있다(Yang 등,2002;Brette
등,2002;Fowler등,2004).그러나 NCX가 t-tubule내 중에서도 dyadiccleft안에
존재하고 있는지에 대해서는 현존하는 광학적 측정방법의 해상도를 크게 벗어나
있어 실제적으로 확인이 불가능하다(Scriven등 2000;Brette및 Orchard,2003).
이러한 혼란은 기능적 연구의 결과에서도 마찬가지인 실정이다.초기 연구에서
L-typeCa2+통로 봉쇄제를 사용하여 L-typeCa2+통로를 봉쇄한 후 NCX를 통해
유입된 Ca2+이 근소포체로부터 Ca2+을 유리할 수 있는 가능성을 보여 주었다
(Kohmoto 등,1994;Levi등,1994;Grantham 및 Cannell,1996;Leblanc및
Hume,1990).만약 NCX에 의한 CICR이 사실이라면 이러한 현상은 NCX가
ryanodine 수용체에 인접하여 존재할 때에 비로소 가능할 것이므로 NCX의
dyadiccleft내 존재를 뒷받침하게 된다.하지만 다른 연구자는 caffeine을 처치하
여 근소포체로부터 Ca2+을 유리하였을 때 NCX를 통한 Ca2+의 배출이 고농도의
Ca2+ 완충제에 의해 완벽히 억제됨으로써 NCX가 ryanodine 수용체의 Ca2+
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micro-domain과 기능적으로 분리되어 있다고 보고한 바 있다(Adachi-Akahane
등 1996).

한편 심근 수축에 필요한 활성 Ca2+의 공급에 있어 세포 외부로부터 유입되는
Ca2+과 근소포체로부터 유리되는 Ca2+의 비율이 종에 따라 차이가 나며 또한 세포
내 Ca2+항성성을 유지하기 위해 NCX를 통해 배출되는 Ca2+의 양에도 차이가 있
음은 잘 알려진 사실이다(Bers2002;Bers등 1996).흰쥐,생쥐와 같은 동물에서
는 외부로부터 유입되는 Ca2+이 8~10%,내부로부터 유리되는 Ca2+이 90~92%에
이르는 것으로 알려져 있는 반면에 토끼,족제비,개,고양이,기닉픽 등에서는 외
부로부터 유입되는 Ca2+이 28~30%,내부로부터 유리되는 Ca2+이 70~72%에 이르
는 것으로 알려져 있다.이완기 동안 세포내 Ca2+ 항상성을 유지하기 위해 세포
외부로부터 유입된 Ca2+은 세포 밖으로 배출되어야 하기 때문에 토끼,족제비,개,
고양이,기닉픽 등의 심근 세포에서는 NCX를 통해 28~30%가 세포 밖으로 배출
되어야 하며 흰쥐와 생쥐의 심근 세포에서는 NCX를 통해 8~10%가 배출되어야
한다.하지만 최대 수축력에 필요한 세포내 활성 Ca2+농도는 1uM 정도로 종간
차이가 없으며 또한 막전압을 고정한 후 탈분극 자극에 의한 L-typeCa2+전류의
크기와 전하 유입량은 큰 차이를 보이지 않는다(Josephson등,1984;Varro등,
1993;Isenberg및 Klockner,1982;Matuda및 Noma,1984).결국 이와 같은 종간
활성 Ca2+ 비율의 차이는 NCX의 활성의 차이에 기인할 가능성이 높다고 할 수
있다(Sham 등,1995;Bers2002).

만약 NCX가 dyadiccleft내에 존재하고 dyadiccleft내에서 L-typeCa2+통로
를 통해 유입되는 Ca2+과 근소포체로부터 유리된 Ca2+이 NCX에 의해 배출된다면
NCX가 심근 수축 조절에 있어 중요한 역할을 담당하게 될 것이다.즉 dyadic
cleft내에서 NCX의 활성은 L-typeCa2+ 통로를 통해 유입된 Ca2+과 근소포체로
부터 유리되는 Ca2+을 배출하여 실제 수축에 필요한 활성 Ca2+량을 감소시키게 될
것이고 결국 수축 강도에 영향을 미치게 될 것이다.또한 NCX를 통한 Ca2+의 배
출은 dyaiccleft내에 Ca2+농도를 낮추게 됨으로서 L-typeCa2+통로의 CDI효
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과를 감소시키게 될 것이다.결국 dyadiccleft내에 NCX의 활성은 수축에 필요한
활성 Ca2+의 증가 속도를 조절 하게 됨으로써 심근의 이완 기전 외에 심근의 수축
강도를 조절하는 중요한 역할을 담당하게 될 것이다.

따라서 본 연구에서는 심장의 수축 기전에서 NCX와 L-typeCa2+통로의 상호
작용을 규명하기 위해서 L-typeCa2+ 통로와 NCX가 같은 Ca2+ micro-domain에
존재하는지를 확인하고 아울러 L-typeCa2+ 통로와 NCX의 활성이 상이한 흰쥐,
토끼,기닉픽에서 L-typeCa2+통로와 같은 Ca2+micro-domian에 존재하는 NCX
비율을 추구함으로써 종간 차이를 규명해 보고자 하였다.이러한 목적을 달성하기
위해 효소로 분리한 심실근세포는 전기 생리학적 방법을 이용하여 L-typeCa2+

전류를 발생하였고 Ca2+을 배출하면서 발생하는 내향 NCX 전류는 약리학적 방법
을 이용하여 L-typeCa2+전류에서 Ca2+의존적 CDI를 제거함으로서 직접 분리하
였다.또한 고농도의 BAPTA를 사용하여 Ca2+의 확산을 제한함으로서 Ca2+의 반
응을 국소 부위 영역으로 국한 시켰다.그리하여 고농도 BAPTA가 존재할 때와
존재하지 않을 때에 NCX의 내향 전류를 비교함으로써 직접적으로 NCX의 활성
비율을 분석하였다.
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제제제222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111...단단단일일일 심심심실실실근근근 세세세포포포의의의 분분분리리리
본 실험에서는 체중 250g내외의 흰쥐(Sprague-Dawleyrat)와 기닉픽 그리고

2.5kg내외의 토끼를 사용하여 효소 분리 방법에 따라 심실근세포를 분리하였다
(Mitra와 Morad,1985).모든 종은 heparin500IU/kg을 복강 내 주사로 전처치한
후 pentobabitalsodium 50mg/kg을 복강 내 주사하여 마취를 유도하였다.대동맥
기시부를 보존한 상태로 적출한 심장은 Ca2+이 제거된 Tyrode용액에 담근 다음
부드럽게 두 세 차례 짜주어 심실내의 혈액을 제거하였다.이어 빠른 시간 내에
대동맥에 관을 삽입한 후 peristalticpump를 이용하여 Ca2+이 제거된 Tyrode용
액을 흰쥐와 기닉픽은 분당 6ml,토끼는 분당 25ml의 관류 속도로 심근 조직
내로 관류시켰다.8분 후 Ca2+이 제거된 Tyrode 용액에 흰쥐는 1 mg/ml의
collagenaseA(activity>0.15U/mg,Roche,Mannheim,Germany)와 0.1mg/ml
protease(type XIⅤ,Sigma,Louis,USA),기닉픽은 1 mg/ml의 collagenase
B(activity>0.15U/mg,Roche,Mannheim,Germany)그리고 토끼는 0.9mg/ml
collagenase type 2(activity 274 U/mg,Worthington,Lakewood,USA)와 0.4
mg/mlprotease(typeXIⅤ,Sigma,USA)을 첨가하여 15분간 관류시킴으로써 심
근 내 결체조직을 분해시켰다.효소 처치 후 0.2mM Ca2+이 첨가된 Tyrode용
액으로 바꾸어 6분간 관류함으로써 심근 조직 내 효소를 씻어내었다.이 후 심실
근조직 부위만 떼어내어 0.2mM Ca2+이 첨가된 Tyrode용액이 들어있는 petri
dish로 옮겨 해부 가위로 조직을 길이 방향으로 흠집을 낸 후 부드럽게 흔들어 단
일 심실근세포를 분리하였다.분리된 심실근세포는 실온에서 보관하였으며,분리
후 10시간 이내에 사용하였다.심실근세포 분리는 37℃에서 수행하였고 분리에 사
용한 용액은 모두 100% 산소로 포화시켰다.본 실험에 사용한 Tyrode용액의 조
성(mM)은 136NaCl,5.4KCl,2CaCl2,0.99MgCl2,10HEPES,10glucose이고
충분히 교반한 후 1N NaOH로 pH를 7.4로 적정하여 사용하였다.
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222...222...전전전기기기 생생생리리리학학학 실실실험험험
전기 생리학 실험은 Axopatch200B(Axopatch200B,Axoninstrument,Foster

city,USA)를 사용하여 whole-cellpatchclamp를 구성하여 막전류를 측정하였다.
도립현미경 위에 설치된 patchchamber로 분리한 심실근세포를 분주한 다음 10
분 동안 세포를 안정시킨 후 Tyrode용액으로 실험 전과정 동안 분당 3ml의 속
도로 관류시켰다.약물은 빠른 약물 전환 방법(fastdrugswitchingmethod;Lee
Co,USA)를 사용하여 심실근세포에 최대한 접근하여 처치하였다.막전류 측정에
사용하는 미세유리전극은 microelectrodepuller(P-97,SutterInc,Novato,CA,
USA)를 사용하여 직경 1.5mm 유리관(BF150-117-10,SutterInc,Novato,CA,
USA)의 첨끝을 직경이 1.5µm 정도가 되게 제작하였고 미세유리전극의 거친 첨
끝은 microfuge(MF-83,Narishige,Japan)을 사용하여 매끈하게 열처리하였다.
Whole-cellpatchclamp의 형성은 수력식 미세조작기(Hydraulicmicromanipulator
MHW-3,Narishige,Japan)를 사용하여 미세유리전극을 심실근세포에 접촉시켜
gigaseal를 형성한 후 가벼운 음압을 가하여 미세유리전극과 접촉된 근세포막을
파열시켜 형성하였다.측정된 전류를 세포 크기에 따라 보정하기 위해 근세포의
축전전류(capacitancecurrent)를 10mV 크기로 과분극을 시킨 상태에서 Pclamp
9software(Axoninstrument,Fostercity,USA)를 사용하여 측정하였다.전극용
액이 세포질로 확산되도록 충분히 기다린 다음 막전압을 -60mV로 고정한 후 0
mV로 200ms동안 탈분극 자극을 주어 Ca2+전류를 유발하였고 탈분극 자극으로
발생한 전류가 안정될 때까지 기다린 다음 실험을 진행하였다.

222...333...실실실험험험 용용용액액액 및및및 시시시약약약
실험에 사용한 전극용액의 구성(mM)은 9 NaCl,105 CsCl,0.035 CaCl2,5

ATP-Mg,20 tetraethylammonium chloride(TEA-Cl),0.1 cAMP,0.2 fura-2
pentasodium 이며 pH는 CsOH를 사용하여 7.2로 적정하였다.CsCl와 TEA-Cl는
K+전류를 억제하기 위해 첨가하였으며.cAMP는 L-typeCa2+통로의 활성을 증
가시켜 L-typeCa2+전류를 증가시키기 위해 첨가하였다.Ca2+의 확산을 제한하기
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위한 실험에는 0.2mM fura-2pentasodium 대신에 전극용액에 10mM BAPTA
를 첨가하였다.두 전극 용액의 세포내 Na+농도는 10mM이 되도록 조정하였고
세포내 Ca2+ 농도는 WinmaxC v2.5(stanfordUniversity,USA)를 사용하여 90
nM이 되도록 조절하였다.두 전극 용액의 최종 삼투압 농도는 300~305mOsm이
되도록 sucrose를 이용하여 조절하였다.
실험에 사용한 약물 용액은 K+ 전류를 억제하기 위하여 Tyrode용액에서 5.4

mM KCl를 제거하였고 Na+전류를 억제하기 위해 10 μM TTX를 첨가하였으며.
Cl-전류를 억제하기 위하여 0.1mM DIDS를 첨가하여 사용하였다.0Na을 배제
한 용액(0Na)은 약물 용액의 NaCl를 LiCl로 대치하여 Na+를 제거하였다.

222...444...단단단일일일 심심심근근근 세세세포포포내내내 CCCaaa2+농농농도도도 측측측정정정
분리한 심실근세포는 도립형광현미경 위에 설치된 patchchamber로 분주한 다

음 0.2mM fura-2pentasodium이 포함된 표준 전극 용액을 사용하여 whole-cell
modepatch를 형성한 후 측정하였다.10mM BAPTA가 포함된 전극용액에는 0.2
mM fura-2pentasodium을 첨가하여 측정하였다.탈분극 자극을 주는 동안 세포
질내의 Ca2+ 농도 변화는 형광측정장치(photon technology InternationalInc,
Lawrenceville,NJ,USA)를 이용하여 340nm와 380nm의 두 개의 흥분파장을 번
갈아 가며 Ca2+과 결합한 fura-2를 여기 시킨 후 이 때 방사되는 에너지를 510
nm의 방사파장에서 Felix software(photon technology International Inc,
Lawrenceville,NJ,USA)로 검출하여 340nm/380nm 비율의 형광세기를 측정하
였다.

222...555...시시시약약약
결체조직 분해효소인 collagenaseA와 collagenaseB는 BoehringerMannheim,

collagenasetype2는 Worthington,그리고 proteasetypeⅪⅤ는 Sigma로부터 구
입하였다.그리고 마취를 유도하기 위해 사용한 heparin(국산)과 pentobarbital
sodium(국산)은 국내제조업체로부터 구입하였다. Tyrode용액의 제조에 사용한
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약물과 ryanodine 수용체 봉쇄제인 ryanodine과 L-type Ca2+ 통로 길항제인
nimodipine그리고 isoproterenol은 Sigma로부터 구입하였고 L-typeCa2+통로 효
현제인 Bayk8644는 RBI로부터 구입하였다.Nimodipine의 경우 DMSO(dimethyl
sulfroxide)의 효과를 최소화하기 위하여 DMSO의 최종농도가 0.1%를 넘지 않게
사용하였다.

222...666...자자자료료료 분분분석석석
자료의 획득 및 처리는 Pclamp 9(Axon instrument,Foster city,USA)와

Originversion6(Microcal,Northampton,USA)를 이용하였고 모든 결과는 평균±
표준오차로 나타내었다.자료의 분석은 pairedt-검정과 unpairedt-검정으로 확인
하였고 이 때 p값은 0.05이하일 때 통계적으로 유의하다고 간주하였다.
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제제제333장장장 결결결 과과과

333...111LLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+전전전류류류에에에 대대대한한한 000NNNaaa의의의 효효효과과과
NCX만 특이하게 봉쇄하는 봉쇄제는 현재까지 알려져 있지 않고 또한 사용되고

있는 NCX 봉쇄제는 일부 L-typeCa2+ 전류를 억제하는 것으로 알려져 있다
(Reuter등,2002).그러므로 본 실험에서는 약물용액에 NCX의 기질 이온인 Na+

을 배제한(0Na)용액을 사용함으로써 NCX를 봉쇄하였다.Ca2+외에 K+,Na+그리
고 Cl-이온의 간섭을 배제하기 위해 약물 용액은 K+을 배제하였고 3 μM TTX와
0.1mM DIDS를 첨가하였다.L-typeCa2+전류의 전하 유입량은 탈분극 자극으로
발생한 L-typeCa2+전류에서 10 μM nimodipine에 의해 억제된 전류를 적분하여
측정하였고 L-typeCa2+전류의 불활성 속도는 최대 피크 전류의 90%에서 10%까
지 감소할 때 걸리는 시간으로 측정하였다.
그림 1은 흰쥐 심실근세포에서 투석용액에 BAPTA가 존재하지 않을 때와 존재

할 때 L-typeCa2+전류에 대한 0Na의 영향을 보여주고 있다.그림 1A에서 보듯
이 BAPTA가 존재하지 않을 때 탈분극 자극은 10 μM nimodipine에 의해 억제되
는 내향 L-typeCa2+전류와 세포내 Ca2+transient를 유발하였다.BAPTA가 존재
하지 않을 때 0Na의 처치는 전하 유입량과 최대 피크 전류를 각각
45.3±4.3%(0.41±0.03에서 0.23±0.03 pC/pF), 22.2±5.5%(14.53±0.8에서 11.26±0.9
pA/pF)억제하였고 L-typeCa2+ 전류의 불활성 속도(0Na처치 전; τ=45.9±5.1
ms,0Na 처치 후; τ=34.5±5.8 ms)를 빨라지게 하였다.그러나 0Na은 Ca2+

transient의 최대 피크 크기와 Ca2+transient의 감소속도에 뚜렷한 변화를 유발하
지 않았다.한편 그림 1B에서 보듯이 10mM BAPTA를 투석한 흰쥐 심실근세포
는 세포내 Ca2+transient를 완전히 사라지게 하였고 10 μM nimodipine으로 봉쇄
되는 L-typeCa2+ 전류의 전하 유입량을 두 배 이상 증가시켰으며 L-typeCa2+

전류의 불활성 속도(τ=136.7±15.0ms)를 느리게 하였다.10mM BAPTA 투석 후
세포내 Ca2+transient가 사라진다는 것은 BAPTA가 Ca2+의 확산을 제한하고 있음
을 의미하고 이는 BAPTA 존재 하에서 Ca2+에 대한 반응이 세포 전체의 Ca2+반
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응이 아닌 Ca2+ micro-domain 안에서 일어나는 반응임을 의미한다(Rousset등
2004;You등 1997;Tsien,1980).BAPTA 존재 하에서 0Na은 L-typeCa2+전류
의 전하 유입량과 최대 피크 전류를 각각 17.6±1.7%(1.07±0.14에서 0.88±0.11
pC/pF)와 7.0±1.6%(16.34±0.7에서 15.17±0.59pA/pF)억제하였고 L-typeCa2+ 전
류의 불활성 속도(τ=105.8±7.1ms)를 빠르게 하였다.
이와 같은 결과는 흰쥐 심실근 세포에서 0Na이 L-typeCa2+전류의 불활성 속

도를 빠르게 하면서 L-typeCa2+ 전류를 억제하고 있음을 의미하고 또한 0Na에
의한 L-type Ca2+ 전류의 억제가 L-type Ca2+ 통로와 같은 기능적 Ca2+

micro-domain안에서도 일어나고 있음을 의미한다 할 수 있을 것이다.

본 실험에서 0Na처치에 의한 NCX 봉쇄는 L-typeCa2+ 통로를 통해 유입된
Ca2+의 배출과 근소포체로부터 유리된 Ca2+의 배출을 모두 억제하게 될 것이다.
Ca2+배출의 억제는 결국 L-typeCa2+통로 주위의 Ca2+농도를 증가시켜 L-type
Ca2+전류의 불활성 속도를 빠르게 하며 L-typeCa2+전류를 억제하였을 것이다.
또한 0Na처치에 의한 NCX의 봉쇄는 NCX가 Ca2+을 배출하면서 발생하는 내향
NCX 전류를 봉쇄 하였을 것이다.결국 0Na에 의해 억제되는 전류에는 L-type
Ca2+통로의 CDI강화에 의한 L-typeCa2+전류의 억제와 내향 NCX전류의 억제
가 포함되어 있을 것이다.그러므로 이어지는 실험에서는 0Na으로 억제되는 전류
에서 L-typeCa2+통로의 CDI강화 부분과 내향 NCX 전류를 구분하고자 하였다.
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그그그림림림 111...흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 NNNaaa+++배배배제제제에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+전전전류류류 억억억제제제...흰쥐
심실근세포에서 L-typeCa2+전류는 막전압을 -60mV로 고정한 상태에서 0mV
로 200ms동안 탈분극 자극으로 유발하였고 0Na은 자극 5초 전부터 탈분극 자
극이 끝날 때 까지 처치였다.BAPTA의 처치는 10mM BAPTA를 투석용액에 첨
가하여 세포내로 투석함으로써 수행하였다.BAPTA가 존재하지 않을 때(A)혹은
10 mM BAPTA가 존재할 때(B)의 실제 L-type Ca2+ 전류와 세포내 Ca2+

transient.C:L-typeCa2+최대 피크 전류와 전하유입량.()안의 숫자는 실험 예
수.Veh:KCl제거 tyrode용액 +0.1mM DIDS+3 μM TTX,0Na:Veh에서
NaCl을 LiCl로 대치한 용액,Nimo:10 μM nimodipine.***:p< 0.001,**:p<
0.05.
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333...222근근근소소소포포포체체체 유유유리리리 CCCaaa2+에에에 의의의한한한 CCCDDDIII제제제거거거 후후후 000NNNaaa의의의 효효효과과과
흰쥐의 심근에서 근소포체의 유리 Ca2+은 L-typeCa2+ 통로의 CDI에 65~75%

관여하는 것으로 알려져 있고 수축에 필요한 활성 Ca2+의 92%를 제공하고 있는
것으로 알려져 있기 때문에 그림 2에서는 근소포체의 Ca2+유리를 봉쇄하기 위해
100uM ryanodine을 처치하였다.그림 2A에서 보듯이 예상대로 BAPTA가 존재
하지 않을 때 ryanodine의 처치는 세포내 Ca2+ transient를 상당히 억제하였고
L-typeCa2+전류의 전하 유입량을 62.0±22.4%(0.66±0.13에서 0.99±0.14pC/pF)증
가시켰으며 L-typeCa2+ 전류의 불활성 속도(τ=113.7±4.7ms)를 느리게 하였다.
하지만 ryanodine처치 후에 최대 피크 전류는 변화되지 않았다.Ryanodine처치
후 0Na의 처치는 최대 피크 전류보다 L-typeCa2+전류의 불활성 속도를 빠르게
하며 L-typeCa2+ 전류의 전하 유입량을 강하게 억제하였다.0Na의 처치는 전하
유입량을 48.8±7.7%(0.99±0.14에서 0.50±0.10pC/pF)억제하면서 ryanodine처치
전처럼 불활성 속도(τ=49.7±3.8ms)를 빠르게 하였다.그렇지만 최대 피크 전류의
억제는 전하 유입량의 억제에 비해 억제 정도가 크기 않았으며 또한 세포내 Ca2+

transient는 0Na에 의해 영향을 받지 않았다.
그림 2B에서 보듯이 유사한 반응은 또한 10mM BAPTA로 투석하여 세포내

Ca2+transient가 완전히 사라진 후에도 일어났다.10mM BAPTA의 투석으로 이
미 L-typeCa2+전류의 불활성 속도가 느려진 심실근세포는 ryanodine처치에 의
해 전하 유입량이 증가하였고 불활성 속도를 더욱 느리게 하였다.BAPTA 존재
하에서 ryanodine 처치 후 0Na은 전하 유입량을 14.6±1.8%(1.78±0.06에서
1.52±0.08pC/pF)억제하였고 L-typeCa2+전류의 불활성 속도를 다시 빠르게 하
였다.그렇지만 최대 피크 전류는 ryanodine처치와 0Na처치에 의해 크게 변화되
지 않았다.
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그그그림림림 222...흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 rrryyyaaannnooodddiiinnneee에에에 의의의한한한 근근근소소소포포포체체체 CCCaaa2+ 유유유리리리 봉봉봉쇄쇄쇄가가가
NNNaaa+++배배배제제제에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+전전전류류류 억억억제제제에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...100 μM ryanodine의
처치는 L-typeCa2+전류를 증가시켰고 0Na은 ryanodine처치로 증가하는 전류가
평형상태에 도달할 때까지 기다린 후(약3분)처치하였음.BAPTA가 존재하지 않
을 때(A)혹은 10mM BAPTA가 존재할 때(B)의 실제 L-typeCa2+전류와 세포
내 Ca2+transient.C:L-typeCa2+최대 전류와 전하유입량.()안의 숫자는 실험
예수.Ryn:100 μM ryanodine.***:p<0.001,**:p<0.05.
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333...333BBBaaayyyKKK 888666444444와와와 iiisssoooppprrrooottteeerrreeennnooolll의의의 CCCDDDIII제제제거거거 효효효과과과
비록 근소포체로부터 유리되는 Ca2+이 L-typeCa2+통로의 CDI에 65%~75% 관

여 한다 할지라도 L-type Ca2+ 통로를 통해 유입되는 Ca2+은 또한 남아있는
25~35%의 CDI에 관여하고 있다.그러므로 L-typeCa2+ 통로를 통해 유입되는
Ca2+이 0Na으로 억제되는 전류에 미치는 영향을 확인하기 위해 L-typeCa2+통로
의 효현제인 BayK 8644와 isoproterenol의 효과를 비교하였다.BayK 8644는
isoproterenol과 달리 L-typeCa2+통로가 cAMP-의존적 단백질 키나아제(PKA)에
의해 인산화되어 있을 때 L-typeCa2+전류의 불활성 속도를 특히 의미 있게 느
려지게 하기 때문에 본 연구에서는 BayK 8644와 isoproterenol를 선택하였다
(Tiaho등 1990;Adachi-Akahane등,1999).그림 3은 L-typeCa2+전류의 불활성
에 대한 두 약물의 다른 영향을 보여 주고 있다.BAPTA가 존재하지 않는 흰쥐
심실근세포에서 3 μM BayK 8644와 2μM isoproterenol은 모두 L-typeCa2+전류
의 전하 유입량을 크게 증가 시켰으며 L-typeCa2+ 전류의 불활성 속도(BayK
8644;τ=144.5±11.1ms,isoproterenol;τ=121.3±8.7ms)를 느려지게 하였다.하지만
L-typeCa2+전류의 전하 유입량에 있어 BayK 8644는 isoproterenol보다 훨씬 크
게 증가 시켰다(Bayk 8644;158.8±27.69% 대 isoproterenol;41.26±6.79%).한편
isoproterenol처치 후 ryanodine의 처치는 L-typeCa2+ 전류의 전하 유입량을
32.0±8.4%로 증가 시키며 isoproterenol에 의해 느려진 L-typeCa2+전류의 불활성
속도를 더욱 느려지게 하였다.반면에 BayK 8644의 경우 ryanodine 처치는
L-typeCa2+ 전류의 전하 유입량을 증가시키지도 않았고 또한 L-typeCa2+전류
의 불활성 속도를 느려지게 하지 않았다.이러한 결과는 BayK 8644의 경우
isoproterenol과는 달리 L-typeCa2+통로의 불활성 속도를 느려지게 한다는 사실
을 재확인하는 것이다.
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그그그림림림 333...흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 LLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+전전전류류류의의의 CCCaaa2+의의의존존존적적적 불불불활활활성성성에에에 대대대한한한
BBBaaayyyKKK 888666444444와와와 iiisssoooppprrrooottteeerrreeennnooolll의의의 비비비교교교...3 μM BayK 8644(A) 혹은 2 μM
isoproterenol(B)처치 후 실제 L-typeCa2+전류.C:L-typeCa2+최대 전류와 전
하유입량.()안의 숫자는 실험 예수.Bay:3 μM BayK 8644,ISO:3 μM
isoproterenol.***:p<0.001,**,##:p<0.05.
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333...444BBBaaayyyKKK 888666444444와와와 iiisssoooppprrrooottteeerrreeennnooolll처처처치치치 후후후 000NNNaaa의의의 효효효과과과
BayK 8644,isoproterenol단독 또는 ryanodine를 조합하여 전처치한 후 0Na의

처치는 심실근세포의 강한 수축을 유발하였으며 이 후 세포가 죽는 결과를 발생
하였다.그러므로 이러한 강한 수축을 방지하고 세포를 보호하기 위해 BayK 8644
혹은 isoproterenol를 처치하기 전에 100 μM ryanodine를 투석용액에 첨가하여 세
포내로 투석하였다.100 μM ryanodine를 투석한 세포는 평형상태에 도달하기 위
해 10분 이상 기다렸고 이후 실험을 실시하였다.BAPTA가 존재하지 않는 심실근
세포에서 ryanodine의 세포내 투석은 근소포체 유리 Ca2+의 봉쇄에 기인하여 세포
내 Ca2+ transient를 크게 감소시켰다.Ryanodine을 투석한 흰쥐 심실근세포에서
BayK 8644혹은 isoproterenol의 처치는 전하유입량을 유사한 크기로 증가시키며
L-typeCa2+전류의 불활성 속도를 느리게 하였다.그림 5에서 보듯이 BayK 8644
처치 후 0Na으로 억제되는 L-typeCa2+전류는 그림 2에서 ryanodine단독 처치
후 0Na으로 억제되는 L-typeCa2+전류와 비교하여 BAPTA가 존재하지 않는 경
우에는 감소하였고 BAPTA가 존재할 경우에는 오히려 증가하였다.BAPTA가 존
재하지 않은 경우 0Na으로 억제되는 전하 유입량은 34.0±1.7%(1.58±0.09에서
1.03±0.05pC/pF)로 ryanodine단독 처치에 억제되는 48.8±7.7% 보다 억제 비율이
감소하였고 BAPTA가 존재하는 경우 0Na로 억제되는 전하 유입량은
21.9±4.2%(1.88±0.08에서 1.48±0.15 pC/pF)로 ryanodine 단독 처치에 억제되는
14.6±1.8% 보다 억제 비율이 증가하였다.이와 대조적으로 그림 4에서 보듯이 2 μ

M isoproterenol처치 후 0Na으로 억제되는 L-typeCa2+ 전류의 전하 유입량은
ryanodine 단독 처치 군과 비교하여 BAPTA가 존재하지 않은 경우
47.6±6.9%(1.42±0.06에서 0.75±0.10 pC/pF) 그리고 BAPTA가 존재할 경우
18.3±3.1%(2.60±0.10에서 2.13±0.11pC/pF)로 별 차이를 보이지 않았다.
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그그그림림림 444...RRRyyyaaannnooodddiiinnneee으으으로로로 근근근소소소포포포체체체 CCCaaa2+유유유리리리를를를 봉봉봉쇄쇄쇄시시시킨킨킨 흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서
iiisssoooppprrrooottteeerrreeennnooolll에에에 의의의한한한 NNNaaa+++ 배배배제제제에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeee CCCaaa2+ 전전전류류류의의의 억억억제제제 완완완화화화...
Ryanodine및 BAPTA는 pipette내에 첨가하였음.BAPTA가 존재하지 않을 때(A)
혹은 10mM BAPTA가 존재할 때(B)의 실제 L-typeCa2+ 전류와 세포내 Ca2+

transient.C:L-typeCa2+ 최대 전류와 전하유입량.()안의 숫자는 실험 예수.
***,###:p<0.001,**,##:p<0.05.
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그그그림림림 555...RRRyyyaaannnooodddiiinnneee으으으로로로 근근근소소소포포포체체체 CCCaaa2+유유유리리리를를를 봉봉봉쇄쇄쇄시시시킨킨킨 흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서
BBBaaayyyKKK 888666444444에에에 의의의한한한 NNNaaa+++ 배배배제제제에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeee CCCaaa2+ 전전전류류류의의의 억억억제제제 완완완화화화...
Ryanodine및 BAPTA는 pipette내에 첨가하였음.BAPTA가 존재하지 않을 때(A)
혹은 10mM BAPTA가 존재할 때(B)의 실제 L-typeCa2+ 전류와 세포내 Ca2+

transient.C:L-typeCa2+ 최대 전류와 전하유입량.()안의 숫자는 실험 예수.
***,###:p<0.001.
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333...555000NNNaaa으으으로로로 억억억제제제된된된 CCCaaa2+전전전류류류의의의 탈탈탈분분분극극극 시시시간간간에에에 따따따른른른 변변변화화화
그림 6은 흰쥐 심실근세포에서 각 처치군간 실제 0Na에 의해 봉쇄된 내향 전류

의 시간에 따른 변화를 보여 주고 있다.L-typeCa2+전류에서 0Na에 봉쇄된 내
향전류는 그림 1,2,4,5에서 0Na의 처치 전과 처치 후의 L-typeCa2+전류의 차
를 가지고 계산하였다.왼쪽 그림은 실제 0Na으로 억제된 전류를 보여주고 있고
오른쪽 그림은 0Na처치 전 최대 피크 전류에 대한 % 비율로 표시하였다.그림
6A에서 보듯이 BAPTA가 존재하지 않을 경우 실제 0Na에 봉쇄된 내향 전류는
10ms이전에 피크 값에 도달한 후 점진적 감소를 보였다.그렇지만 ryanodine를
단독 처치한 군에서는 첫 번째 피크 외에 새로이 두 번째 피크를 발생하였다(그림
6B).Ryanodine에 의해 발생한 두 번째 피크는 자극이 개시된 후 20.6±0.1ms에
서 첫 번째 피크 값보다 더 큰 피크 값에 도달하였고 자극이 종료될 때까지 지속
되었다.이러한 두 번째 피크는 BayK 8644에 의해 오히려 억제되었고 최대 피크
에 도달하는 시간을 오른쪽으로 이동시켰다(그림 6D).하지만 isoproterenol은
ryanodine에 의해 발생한 두 번째 피크를 더욱 크게 증가시켰다(그림 6C).한편
첫 번째 피크는 10mM BAPTA를 투석한 후에도 모든 약물 처치 군에서 잘 보
존되어 있었다.반면 BAPTA가 존재하지 않을 때 ryanodine과 isoproterenol에 의
해 발생하고 증가한 두 번째 피크는 10mM BAPTA에 의해 대부분 억제 되었다.
그렇지만 BAPTA가 존재할 때 BayK 8644의 처치는 BAPTA에 의해 억제되는 두
번째 피크를 증가시켰다.이와 같은 결과로부터 0Na으로 억제되는 L-typeCa2+

전류는 BAPTA로 억제되는 전류와 BAPTA에 의해 억제되지 않는 전류로 구분할
수 있다.한편 BayK 8644처치군의 결과는 BayK 8644가 BAPTA에 억제되는 전
류를 감소시켰고 BAPTA에 의해 억제되지 않는 전류를 증가시켰다.결과적으로
그림 6E에 보듯이 BAPTA에 의해 억제되지 않는 전류의 비율은 BayK8644의 처
치 후에 38.6%에서 64.2%로 증가하였다.
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그그그림림림 666...흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 000NNNaaa으으으로로로 억억억제제제된된된 실실실제제제 전전전류류류의의의 탈탈탈분분분극극극 자자자극극극 시시시간간간
에에에 따따따른른른 변변변화화화...0Na으로 억제된 실제 전류는 그림 1(A),그림 2(B),그림 4(C),그
림 5(D)에서 0Na처치 전후의 ICaL의 차이로 산출하였으며 좌측 panel은 실제 전
류,우측 panel은 ICaL의 최대 전류에 대한 %로 표시하였음.E:A~D의 각 전류의
전하 유입량으로 좌측 panel은 실제값,우측 panel은 ICaL전하 유입량에 대한 %로
표시하였음.□,○,◇,△:0mM BAPTA,■,●,◆,▲:10mM BAPTA,□,■:
대조군,○,●,:100 μM ryanodine,◇,◆:3 μM isoproterenol,△,▲:3 μM
BayK 8644.
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333...666000NNNaaa으으으로로로 억억억제제제되되되는는는 전전전류류류의의의 특특특성성성
그림 7에서는 0Na에 봉쇄되는 L-typeCa2+전류가 NCX에 의한 전류라는 것을

명확히 하기 위해 약물 용액에 Ca2+을 Ba2+으로 대치하여 비교하였다.Ba2+은
L-typeCa2+ 통로를 통해 유입되면서 Ba2+ 전류를 발생하지만 근소포체로부터
Ca2+유리를 유발하지 않고 L-typeCa2+통로의 CDI에 영향을 거의 미치지 않는
다.그리고 Ba2+은 NCX를 통해 배출되지 않는다(Trac등,1997).그림 7에서 보듯
이 예상대로 흰쥐 심실근세포에서 탈분극 자극에 의해 발생한 Ba2+ 전류는
L-typeCa2+ 전류에 비해 최대 피크 전류를 10.3±5.5% 증가시켰고 전하유입량은
476.9±44.0%로 크게 증가 시켰다.또한 불활성 속도를 크게 감소시킴으로서 Ca2+

에 의한 CDI효과를 제거하였다.하지만 이러한 Ba2+ 전류는 0Na으로 억제되지
않았다.또한 ryanodine를 세포내 투석한 세포는 L-typeCa2+전류와 마찬가지로
BayK8644의 처치에 의해 Ba2+전류의 최대 피크 전류를 6.2±7.5% 증가시켰고 전
하 유입량을 136.5±24.9%로 증가시켰다.이렇게 증가한 Ba2+ 전류 역시 0Na으로
억제되지 않았다.



- 25 -

Ba2+

Ba2++0Na

Veh

Nimo
0 nA

50 ms

1 nA Ba2++Bay

Ba2++Bay+0Na
Veh

Nimo
0 nA

50 ms

1 nA

No drug Bay+Ryn
0

10

20

(5)(5)(5)(5)(5)(5)

P
ea

k 
am

pl
itu

de
(p

A
/p

F
)

 Vehicle
 Ba2+

 Ba2++0Na

No drug Bay+Ryn
0.0

1.0

2.0

3.0

(5)(5)(5)(5)(5)(5)

***

 Vehicle
 Ba2+

 Ba2++0Na***

C
ha

rg
e 

in
flu

x(
pC

/p
F

)

-60 mV

0 mV

0Na
-60 mV

0 mV

-60 mV

0 mV

0Na0Na0Na
-60 mV

0 mV

0Na
-60 mV

0 mV

-60 mV

0 mV

0Na0Na0Na

A B

C

그그그림림림 777... CCCaaa222+++을을을 BBBaaa2+으으으로로로 치치치환환환시시시 NNNaaa+++ 배배배제제제가가가 미미미치치치는는는 영영영향향향...Ryanodine및
BayK 8644전처치 전(A)과 후(B)의 실제 전류의 변동과 이때의 전하 유입량(C).
()안의 숫자는 실험 예수.***:p<0.001.
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333...777토토토끼끼끼와와와 기기기닉닉닉픽픽픽에에에서서서 LLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+전전전류류류에에에 대대대한한한 000NNNaaa의의의 영영영향향향
흰쥐의 심실근세포에서 0Na으로 봉쇄되는 전류는 BAPTA에 의해 억제되는 전

류와 BAPTA에 의해 억제되지 않는 전류로 구분되었다.이러한 실험을 E-C
coupling과정에서 NCX의 활성이 다른 토끼와 기닉픽에서 반복하여 수행하였다.
흰쥐와 마찬가지로 10mM BAPTA는 토끼와 기닉픽에서도 세포내 Ca2+transient
를 완전히 사라지게 하였다.또한 약물을 전처치 하지 않은 군에서 BAPTA가 존
재하지 않을 때와 BAPTA가 존재할 때 0Na은 L-typeCa2+전류의 전하유입량을
억제하며 불활성 속도을 빠르게 하였고 세포내 Ca2+transient의 최대 피크 크기와
감소속도를 변화시키지 않았다(그림 8과 12).그리고 흰쥐와 마찬가지로 BayK
8644의 처치는 근소포체의 유리 Ca2+에 의한 CDI를 사라지게 하였다(그림 16).

그림 9와 13은 토끼와 기니픽에서 ryanodine처치로 근소포체의 Ca2+유리를 봉
쇄한 후 0Na으로 억제되는 L-typeCa2+전류를 보여주고 있다.흰쥐 심실근세포
와 마찬가지로 BAPTA가 존재하지 않을 때 ryanodine처치는 L-typeCa2+전류
의 전하유입량을 토끼와 기닉픽에서 각각 61.1±10.5%(0.44±0.22에서 0.75±0.77
pC/pF),91.7±7.4%(0.74±0.05에서 1.41±0.1pC/pF)증가시켰고 L-typeCa2+ 전류의
불활성 속도를 느리게 하였다.Ryanodine처치 후 0Na은 L-typeCa2+전류의 전
하 유입량을 토끼와 기닉픽에서 각각 56.4±3.4%,52.5±3.7% 억제하면서 불활성 속
도를 빠르게 하였다.또한 10mM BAPTA를 투석한 토끼와 기닉픽 심실근세포에
서 ryanodine는 L-typeCa2+ 전류의 전하유입량을 증가시키며 L-typeCa2+ 전류
의 불활성을 느리게 하였고 BAPTA 존재 하에서 ryaondine처치 후 0Na은 토끼
와 기닉픽에서 전하 유입량을 각각 17.5±3.4%,17.2±1.4%씩 억제하며 불활성 속도
를 빠르게 하였다.하지만 BAPTA가 존재하지 않을 때 ryanodine은 기닉픽에서
L-typeCa2+전류의 전하 유입량을 92% 증가시켰다.이러한 값은 흰쥐 62%,토끼
61%와 비교하여 약 1.5배 증가한 값이다.또한 BAPTA가 존재할 때 ryanodine은
토끼와 기닉픽에서 L-typeCa2+전류의 전하 유입량을 각각 46%,9% 증가시켰다.
이러한 전하 유입량의 증가는 토끼에서 22% 증가한 값과 비교하여 토끼의 경우 2
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배 증가하고 기닉픽의 경우 2배 감소한 값이다.

그림 10과 14는 토끼와 기닉픽에서 ryanodine과 BayK 8644처치 후 L-type
Ca2+전류에 대한 0Na의 영향을 보여주고 있다.토끼와 기닉픽에서도 ryanodine의
세포내 투석은 세포내 Ca2+transient를 크게 감소시켰고 BayK 8644의 처치는 두
종에서 L-typeCa2+ 전류의 전하 유입량을 유사한 크기로 증가시켰으며 L-type
Ca2+전류의 불활성 속도를 느리게 하였다.BayK 8644처치 후 0Na은 전하 유입
량을 토끼와 기닉픽에서 각각 35.5±3.8%,49.2±2.4% 억제하였다.또한 BAPTA 존
재 하에서도 ryanodine전처치 후 BayK 8644는 전하 유입량을 두 종에서 유사한
크기로 증가시켰으며 L-typeCa2+전류의 불활성 속도를 느리게 하였고 BAPTA
존재하에서 BayK 8644처치 후 0Na은 L-typeCa2+전류의 전하 유입량을 토끼와
기닉픽에서 각각 11.1±1.4%와 9.9±1.0% 억제하였다.하지만 BAPTA가 존재하지
않을 때 ryanodine과 BayK 8644처치 후 0Na으로 억제되는 L-typeCa2+전류는
토끼의 경우 흰쥐와 마찬가지로 ryanodine단독 처치 군보다 뚜렷하게 감소되는
경향을 보였지만 기닉픽의 경우 뚜렷한 감소를 보이지 않았다.또한 BAPTA가 존
재할 때 ryanodine과 BayK 8644처치 후 0Na으로 억제되는 L-typeCa2+전류는
흰쥐와 달리 토끼와 기닉픽에서는 ryanodine단독 처치 군보다 오히려 감소하는
경향을 보였다.
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그그그림림림 888...토토토끼끼끼 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 NNNaaa+++배배배제제제에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+전전전류류류 억억억제제제...
토끼 심실근세포에서 BAPTA가 존재하지 않을 때(A)혹은 10mM BAPTA가 존
재할 때(B)나타나는 실제 L-typeCa2+전류와 세포내 Ca2+transient.C:L-type
Ca2+최대 전류와 전하유입량.()안의 숫자는 실험 예수.***:p<0.001.
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그그그림림림 999...토토토끼끼끼 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 rrryyyaaannnooodddiiinnneee에에에 의의의한한한 근근근소소소포포포체체체 CCCaaa2+ 유유유리리리 봉봉봉쇄쇄쇄가가가
NNNaaa+++배배배제제제에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+전전전류류류 억억억제제제에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...토끼 심실근세포에서
BAPTA가 존재하지 않을 때(A)혹은 10mM BAPTA가 존재할 때(B)ryanodine
처치 후 나타나는 실제 L-typeCa2+ 전류와 세포내 Ca2+ transient.C:L-type
Ca2+최대 전류와 전하유입량.()안의 숫자는 실험 예수.***,###:p<0.001,**:
p<0.05.
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그그그림림림 111000...RRRyyyaaannnooodddiiinnneee으으으로로로 근근근소소소포포포체체체 CCCaaa2+유유유리리리를를를 봉봉봉쇄쇄쇄시시시킨킨킨 토토토끼끼끼 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서
BBBaaayyyKKK 888666444444에에에 의의의한한한 NNNaaa+++ 배배배제제제에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeee CCCaaa2+ 전전전류류류의의의 억억억제제제 완완완화화화...
Ryanodine및 BAPTA는 pipette내에 첨가하였음.BAPTA가 존재하지 않을 때(A)
혹은 10mM BAPTA가 존재할 때(B)의 실제 L-typeCa2+ 전류와 세포내 Ca2+

transient.C:L-typeCa2+ 최대 전류와 전하유입량.()안의 숫자는 실험 예수.
***,###:p<0.001.
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그그그림림림 111111...토토토끼끼끼 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 000NNNaaa으으으로로로 억억억제제제된된된 실실실제제제 전전전류류류의의의 탈탈탈분분분극극극 자자자극극극 시시시간간간
에에에 따따따른른른 변변변화화화...0Na으로 억제된 실제 전류는 그림 8(A),그림 9(B),그림 10(C)에
서 0Na처치 전후의 ICaL의 차이로 산출하였으며 좌측 panel은 실제 전류,우측
panel은 ICaL의 최대 전류에 대한 %로 표시하였음.D:A~C의 각 전류의 전하 유
입량으로 좌측 panel은 실제값,우측 panel은 ICaL전하 유입량에 대한 %로 표시하
였음.□,○,△:0mM BAPTA,■,●,▲:10mM BAPTA,□,■:대조군,
○,●,:100μM ryanodine,△,▲:3μM BayK 8644.
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그그그림림림 111222...기기기닉닉닉픽픽픽 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 NNNaaa+++배배배제제제에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+전전전류류류 억억억제제제...
기닉픽 심실근세포에서 BAPTA가 존재하지 않을 때(A)혹은 10mM BAPTA가
존재할 때(B)나타나는 실제 L-type Ca2+ 전류와 세포내 Ca2+ transient.C:
L-typeCa2+최대 전류와 전하유입량.()안의 숫자는 실험 예수.***:p< 0.001,
**:p<0.05.
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그그그림림림 111333...기기기닉닉닉픽픽픽 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 rrryyyaaannnooodddiiinnneee에에에 의의의한한한 근근근소소소포포포체체체 CCCaaa2+ 유유유리리리 봉봉봉쇄쇄쇄
가가가 NNNaaa+++배배배제제제에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+전전전류류류 억억억제제제에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...기닉픽 심실근세포
에서 BAPTA가 존재하지 않을 때(A)혹은 10 mM BAPTA가 존재할 때(B)
ryanodine처치 후 나타나는 실제 L-typeCa2+전류와 세포내 Ca2+transient.C:
L-typeCa2+최대 전류와 전하유입량.()안의 숫자는 실험 예수.***:p< 0.001,
**:p<0.05.
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그그그림림림 111444...RRRyyyaaannnooodddiiinnneee으으으로로로 근근근소소소포포포체체체 CCCaaa2+유유유리리리를를를 봉봉봉쇄쇄쇄시시시킨킨킨 기기기닉닉닉픽픽픽 심심심실실실근근근세세세포포포에에에
서서서 BBBaaayyyKKK 888666444444에에에 의의의한한한 NNNaaa+++ 배배배제제제에에에 의의의한한한 LLL---tttyyypppeee CCCaaa2+ 전전전류류류의의의 억억억제제제 완완완화화화...
Ryanodine및 BAPTA는 pipette내에 첨가하였음.BAPTA가 존재하지 않을 때(A)
혹은 10mM BAPTA가 존재할 때(B)의 실제 L-typeCa2+ 전류와 세포내 Ca2+

transient.C:L-typeCa2+ 최대 전류와 전하유입량.()안의 숫자는 실험 예수.
***,###:p<0.001.
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그그그림림림 111555...기기기닉닉닉픽픽픽 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 000NNNaaa으으으로로로 억억억제제제된된된 전전전류류류의의의 탈탈탈분분분극극극 자자자극극극 시시시간간간에에에
따따따른른른 변변변화화화...0Na으로 억제된 실제 전류는 그림 12(A),그림 13(B),그림 14(C)에서
0Na처치 전후의 ICaL의 차이로 산출하였으며 좌측 panel은 실제 전류,우측 panel
은 ICaL의 최대 전류에 대한 %로 표시하였음.D:A~C의 각 전류의 전하 유입량
으로 좌측 panel은 실제값,우측 panel은 ICaL 전하 유입량에 대한 %로 표시하였
음.□,○,△:0mM BAPTA,■,●,▲:10mM BAPTA,□,■:대조군, ○,
●:100 μM ryanodine,△,▲:3 μM BayK 8644.



- 36 -

0.5

1.0

1.5

1 s

Bay+Ryn

Bay

Veh

R
 3

40
 / 

38
0

0.5

1.0

1.5

1 s

Bay+Ryn

Bay

Veh

R
 3

40
 / 

38
0

0 nA

50 ms

1 nA

Bay+Ryn

Bay

Veh

Nimo

A B

Rabbit Guinea
0

10

20

(4)(4)(4)(5)(5)(5)

***
**

P
ea

k 
am

pl
itu

de
(p

A
/p

F
)

 Vehicle
 BayK
 BayK+Ryn

Rabbit Guinea
0.0

1.0

2.0

(4)(4)(4)(5)(5)(5)

 Vehicle
 BayK
 BayK+Ryn ***

***

C
ha

rg
e 

in
flu

x(
pC

/p
F

)

50 ms

1 nA

0 nA
Nimo

Veh

Bay
Bay+Ryn

-60 mV

0 mV

0Na
-60 mV

0 mV

-60 mV

0 mV

0Na

0.5

1.0

1 s

Bay+Ryn

Bay

Veh

R
 34

0 
/ 3

80

-60 mV

0 mV

Drug
-60 mV

0 mV

-60 mV

0 mV

Drug
-60 mV

0 mV

Drug
-60 mV

0 mV

-60 mV

0 mV

Drug

-60 mV

0 mV

0Na
-60 mV

0 mV

-60 mV

0 mV

0Na

C

그그그림림림 111666...토토토끼끼끼와와와 기기기닉닉닉픽픽픽 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 BBBaaayyyKKK 888666444444가가가 LLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+ 전전전류류류의의의
CCCaaa2+의의의존존존적적적 불불불활활활성성성 완완완화화화 작작작용용용...토끼(A)와 기닉픽(B)의 실제 L-typeCa2+전류와
세포내 Ca2+transient.C:L-typeCa2+최대 전류와 전하유입량(좌측:토끼;우축:
기닉픽).()안의 숫자는 실험 예수.***:p<0.001,**:p<0.05.
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333...888 토토토끼끼끼와와와 기기기닉닉닉픽픽픽의의의 심심심실실실근근근세세세포포포에에에서서서 000NNNaaa으으으로로로 억억억제제제되되되는는는
CCCaaa2+전전전류류류의의의 탈탈탈분분분극극극 시시시간간간에에에 따따따른른른 변변변화화화
그림 11과 15는 토끼와 기닉픽 심실근세포에서 각 처치군간 실제 0Na에 의해

억제되는 전류의 시간에 따른 변화를 보여 주고 있다.BAPTA가 존재하지 않을
때 0Na에 의해 억제되는 전류는 흰쥐 심실근세포와 달리 첫 번째 피크와 두 번째
피크를 발생하였다.0Na으로 억제되는 전류는 토끼에서 첫 번째 피크를 발생한
후 감소하다 다시 20ms근처에서 피크 값을 가지는 두 번째 피크를 발생하였고
기닉픽에서는 첫 번째 피크를 발생한 후 계속 증가하여 20ms근처에서 피크 값
을 가지는 두 번째 피크를 발생하였다.Ryanodine은 토끼의 경우 첫 번째 피크의
증가 없이 두 번째 피크만 크게 증가 시켰고 반면에 기닉픽의 경우 첫 번째 피크
와 두 번째 피크를 모두 증가시켜 두 피크 사이의 구분을 사라지게 하였다.토끼
에서 ryanodine에 의해 증가한 두 번째 피크는 흰쥐와 마찬가지로 BayK 8644에
의해 억제되었고 두 번째 피크에 도달하는 시간을 오른쪽으로 이동시켰다.반면에
기닉픽에서 BayK8644는 ryanodine에 의해 증가한 피크의 폭을 좁게 하며 억제하
였다.10mM BAPTA는 토끼와 기닉픽에서도 두 번째 피크 전류를 대부분 억제
하였다.그러나 10mM BAPTA는 흰쥐 심실근세포와 달리 토끼와 기닉픽에서 첫
번째 피크를 다소 억제하는 경향을 보였다.또한 BAPTA가 존재할 때 흰쥐 심실
근세포와 달리 BayK 8644는 BAPTA로 억제되는 두 번째 피크를 증가시키지 않
았다.토끼와 기닉픽에서도 0Na으로 억제되는 전류는 BAPTA에 의해 억제되는
전류와 BAPTA에 의해 억제되지 않는 전류로 구분되고 있다.그러나 BAPTA로
억제되지 않는 전류는 흰쥐 심실근세포와 달리 BayK 8644에 의해 CDI를 감소시
켰을 때 증가하지 않았다.BayK 8644처치군의 결과에서 BAPTA로 억제되지 않
는 전류의 비율은 토끼와 기닉픽에서 각각 31.4%와 20.0%로 흰쥐에 비해 낮은 비
율을 보여주고 있다.
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333...999근근근소소소포포포체체체의의의 rrryyyaaannnooodddiiinnneee수수수용용용체체체와와와 NNNCCCXXX의의의 상상상호호호작작작용용용
그림 17은 caffeine으로 근소포체 Ca2+을 유리시킨 후 유리된 Ca2+이 NCX를 통

해 배출되면서 발생하는 내향 NCX 전류를 보여 주고 있다.BAPTA가 존재하지
않는 상태에서 -60mV로 막전압을 고정한 후 caffeine을 처치할 경우 흰쥐와 토
끼에서 내향 NCX 전류가 크게 발생하였다.하지만 흰쥐 심실근세포의 경우 10
mM BAPTA는 caffeine처치로 발생한 내향 NCX 전류를 완전히 사라지게 한 반
면에 토끼 심실근세포의 경우에는 10mM BAPTA 투석 후에도 내향 NCX 전류
가 잘 보존되었다.이와 같은 결과는 흰쥐 심실근세포에서 10mM BAPTA에 의
해 형성된 Ca2+ micro-domain에 ryanodine수용체가 배제되어 있음을 의미하고
반면에 토끼의 경우에는 10 mM BAPTA로 형성된 Ca2+ micro-domain에
ryanodine수용체가 포함되어 있음을 의미한다.
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그그그림림림 111777...근근근소소소포포포체체체 유유유리리리 CCCaaa2+으으으로로로 발발발생생생한한한 내내내향향향 NNNCCCXXX 전전전류류류에에에 BBBAAAPPPTTTAAA가가가 미미미치치치는는는
영영영향향향...흰쥐(A)와 토끼(B)심실근세포에서 -60mV로 막전압을 고정한 후 10초 동
안 20mM cccaffeine처치에 의해 발생한 실제 내향 NCX 전류와 10mM BAPTA
처치 후 억제되는 실제 내향 NCX전류.
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제제제444장장장 고고고 찰찰찰

본 연구의 주요한 발견은 0Na으로 억제되는 전류에서 BayK 8644처치 후
BAPTA로 억제되지 않는 전류가 흰쥐,토끼,기닉픽 심실근세포에서 각각 64%,
31%,20% 존재하고 있으며 BAPTA로 형성되는 Ca2+micro-domain은 흰쥐의 경
우 ryanodine수용체가 배제 되어있는 반면에 토끼의 경우 ryanodine수용체를 포
함하고 있다는 것이다.

본 연구에서 Ca2+대신에 Ba2+으로 대치하여 발생한 Ba2+전류는 0Na으로 억제
되지 않기 때문에 0Na으로 억제되는 전류는 Ca2+과 Na+에 의해 매개되는 전류이
며 NCX의 봉쇄에 의해 억제되는 전류이다.NCX의 봉쇄에 의한 전류의 억제는
두 개의 다른 내향 전류의 봉쇄에 기인할 것으로 예상된다.첫째로 0Na에 의한
NCX의 봉쇄는 L-typeCa2+통로 주위의 Ca2+농도를 증가시켜 L-typeCa2+통로
의 CDI를 강화시키게 되고 결국 L-typeCa2+전류를 억제하였을 것이다.둘째로
NCX는 한 분자의 Ca2+이온과 세분자의 Na+을 맞교환하며 Ca2+이동과 반대 방향
으로 전류를 발생하기 때문에 NCX를 통한 Ca2+의 배출은 내향 NCX 전류를 발생
한다.따라서 0Na에 의한 NCX의 봉쇄는 직접적으로 내향 NCX 전류를 봉쇄하였
을 것이다.흥미롭게도 본 연구에서 0Na으로 억제되는 전류의 시간에 따른 변화
는 두 번째 피크를 포함하는 BAPTA에 의해 억제되는 전류와 첫 번째 피크를 포
함하는 BAPTA에 의해 억제되지 않는 전류로 구분되고 있다.

흰쥐에서 0Na으로 억제되는 전류에서 두 번째 피크는 ryanodine처치 후 발생
하였고 isoproterenol처치로 더욱 크게 증가하였으며 BAPTA에 의해 억제되었다.
0Na으로 억제되는 전류의 두 번째 피크가 isoproterenol처치 후 더 크게 증가하
였음을 고려한다면 BayK 8644의 처치는 isoproterenol보다 두 번째 피크를 더 크
게 증가시킬 가능성이 있을 것이다.왜냐하면 그림 3에서 보듯이 흰쥐 심실근세포
에서 BayK 8644의 처치는 전하 유입량을 159% 증가시켰으며 이 값은
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isoproterenol의 41% 증가와 비교하여 3배 이상 크기 때문이다. 하지만
isoproterenol과 달리 BayK 8644는 두 번째 피크를 오히려 억제하였고 피크에 도
달하는 시간을 오른쪽으로 이동시켰다.BayK 8644가 isoproterenol보다 L-type
Ca2+통로의 전하 유입량을 크게 증가시켰음에도 불구하고 두 번째 피크가 오히려
억제되는 것은 BayK 8644의 다른 작용 즉 L-typeCa2+통로의 CDI제거 효과가
Ca2+유입량의 증가에 의해 강화되고 있는 두 번째 피크의 증가를 사라지게 하고
있음을 의미할 것이다(Tiaho등 1990;Adachi-Akahane등,1999).BayK 8644의
CDI제거 효과가 0Na으로 억제되는 전류의 두 번째 피크를 억제하고 있음을 볼
때 결국 L-typeCa2+통로의 CDI의 강화는 0Na처치 후 두 번째 피크의 발생과
증가에 주요한 기전으로 작용하고 있음을 알 수 있다.

이와 같은 두 번째 피크는 ryanodine처치로 근소포체 유리 Ca2+에 의한 CDI의
제거와 isoproterenol처치로 L-typeCa2+ 통로의 활성 변화에 의해 L-typeCa2+

통로를 통해 유입되는 Ca2+ 양이 증가함으로써 증가하고 있음을 보여 주고 있다
(Adachi-Akahane등,1996;Sham 등 1995).심근에서 심근 수축에 필요한 활성
Ca2+의 대부분이 근소포체로부터 유리되는 Ca2+과 L-typeCa2+통로를 통해 유입
되는 Ca2+인 것으로 볼 때(Bers,2002)ryanodine으로 근소포체 유리 Ca2+을 봉쇄
한 후에는 활성 Ca2+의 대부분이 L-typeCa2+통로를 통해 유입되는 Ca2+이 될 것
이다.그러므로 ryanodine처치 후 0Na으로 억제되는 전류에서 BAPTA에 의해
억제되는 전류의 두 번째 피크와 관련된 CDI의 주요한 Ca2+은 L-typeCa2+통로
를 통해 유입되는 Ca2+이라는 것은 명백할 것이다.더구나 근소포체의 유리 Ca2+

은 L-typeCa2+ 통로의 CDI에 65~75%를 관여하고 있기 때문에(Balke및 Wier,
1991;Sham,1997;Adachi-Akahane등,1996;Sham 등 1995;Sipido등,1995)근
소포체의 유리 Ca2+의 봉쇄는 근소포체의 유리 Ca2+에 의한 상당량의 L-typeCa2+

통로의 CDI를 제거함으로써 L-typeCa2+ 통로를 통해 유입되는 Ca2+ 양을 크게
증가시키게 될 것이다.결국 심근 세포에서 ryanodine처치 후 0Na으로 억제되는
전류의 두 번째 피크는 L-typeCa2+ 통로를 통해 유입되는 Ca2+이 NCX 봉쇄로
배출되지 않아 L-typeCa2+통로의 CDI를 강화시킴으로써 Ca2+전류를 더 강하게
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억제하여 발생된 것이라는 것을 의미하게 된다.L-typeCa2+통로를 통해 유입된
Ca2+에 의한 L-typeCa2+통로의 CDI강화는 isoproterenol의 처치로 0Na으로 억
제되는 전류의 두 번째 피크가 더 크게 증가되는 결과를 볼 때 더욱 명확해 진다.

0Na으로 억제되는 전류에서 두 번째 피크의 특성은 토끼와 기닉픽에서도 흰쥐
의 경우와 유사한 결과를 보였다.즉 ryanodine처치로 0Na으로 억제되는 두 번째
피크는 증가하였고 ryanodine처치로 증가한 두 번째 피크는 BayK 8644처치에
의해 억제되었다.토끼와 기닉픽에서도 흰쥐와 마찬가지로 0Na으로 억제되는 전
류에서 두 번째 피크가 BayK 8644처치로 억제되는 것으로 볼 때 L-typeCa2+

통로의 CDI강화에 의한 것임을 의미하게 되고 ryanodine처치로 근소포체 유리
Ca2+에 의한 L-typeCa2+ 통로의 CDI를 제거함으로써 증가하는 것으로 볼 때
L-typeCa2+통로를 통해 유입된 Ca2+에 의한 CDI의 강화에 의한 것임을 의미하
게 된다.하지만 흰쥐의 경우 0Na으로 억제되는 전류에서 두 번째 피크는
ryanodine처치 후 새로이 발생하는 반면에 토끼와 기닉픽의 경우 두 번째 피크는
이미 대조군에서도 존재하고 있다.토끼와 기닉픽의 대조군에서 두 번째 피크의
존재는 흰쥐와 달리 L-typeCa2+통로를 통해 유입된 Ca2+에 의한 L-typeCa2+통
로의 CDI강화 외에 또 다른 기전에 의한 L-typeCa2+통로의 CDI강화가 존재
할 가능성이 있음을 의미하게 될 것이다(Kohmoto 등,1994;Levi등,1994;
Grantham 및 Cannell,1996;Leblanc및 Hume,1990).이러한 가능성은 고찰의 후
반부에서 다시 기술하겠다.

한편 BAPTA에 의해 억제되는 전류와 달리 0Na으로 억제되는 전류에서
BAPTA에 의해 억제되지 않는 전류는 L-typeCa2+ 통로의 CDI의 제거에 의해
감소되지 않았다.BAPTA로 억제되지 않는 전류는 대조군에 비해 ryanodine처치
로 증가하였으며 ryanodine으로 증가한 전류는 BayK 8644처치로 흰쥐에서 오히
려 증가하였고 토끼와 기닉픽에서는 BayK 8644처치로 감소되지 않았다.BayK
8644의 CDI제거 효과가 BAPTA에 의해 억제되지 않는 전류를 억제하지 않는 것
으로 볼 때 이러한 전류는 CDI와 무관한 전류라는 것을 의미하게 될 것이다.앞



- 43 -

에서 설명하였듯이 0Na으로 억제되는 전류는 L-typeCa2+통로의 CDI강화에 의
해 억제되는 L-type Ca2+ 전류와 NCX 봉쇄에 의한 내향 NCX 전류로 구분할
수 있다.흥미롭게도 본 실험에서 0Na으로 억제되는 전류는 두 번째 피크를 포함
하는 BAPTA에 의해 억제되는 전류와 첫 번째 피크를 포함하는 BAPTA에 의해
억제되지 않는 전류로 구분되고 있다.그러므로 BAPTA에 의해 억제되는 전류가
L-typeCa2+ 통로의 CDI강화에 의한 L-typeCa2+ 전류의 억제라면 BAPTA에
의해 억제되지 않는 전류는 결국 NCX가 Ca2+을 배출하면서 발생하는 내향 NCX
전류가 될 것이다.

더욱이 이러한 BAPTA로 억제되지 않는 전류는 BAPTA가 세포내 Ca2+

transient를 사라지게 함으로써 Ca2+의 확산을 국소부위로 제한하기(Rousset등
2004,Stern,1992;Sham,1997)때문에 BAPTA에 의해 형성된 L-typeCa2+통로
와 동일한 Ca2+micro-domain안에서 L-typeCa2+통로를 통해 유입된 Ca2+을 배
출하면서 발생하는 내향 NCX 전류가 될 것이다.따라서 BAPTA로 억제되지 않
는 전류는 전체 NCX 활성 중 L-typeCa2+통로와 동일한 Ca2+micro-domain안
에 존재하는 NCX의 활성 비율이 될 것이다.이러한 비율은 BayK 8644로 CDI를
부분적으로 제거한 후에 흰쥐의 경우 38.6%에서 64.2%로,토끼의 경우 17.5%에서
31.4%로 기닉픽의 경우 19.6%에서 19.9%로 증가하는 경향을 보였다.이러한 비율
의 변화는 실험적으로 CDI를 제거함으로써 비율이 증가하고 있음을 보여주고 있
다.그러므로 BayK 8644처치 후 CDI가 완벽히 제거되지 않았다면 실제 L-type
Ca2+통로와 동일한 기능적 Ca2+micro-domain내의 NCX 활성은 위의 비율보다
더 높아질 것이다.결국 L-typeCa2+ 통로와 동일한 Ca2+ micro-domain안에서
NCX의 활성이 적어도 흰쥐,토끼,기닉픽에서 각각 64%,31%,20% 이상이 된다
는 것을 의미한다.

한편 NCX는 한 분자의 Ca2+과 세분자의 Na+을 맞교환하기 때문에 Ca2+을 배
출하면서 한 분자의 Na+ 이동 방향으로 내향 전류를 발생한다(Kimura등,1986;
Mechmann및 Pott,1986;Bridge등,1990).따라서 NCX가 L-typeCa2+ 통로와
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동일한 기능적 micro-domain에 존재한다는 것은 결국 두 전류의 시간차를 매우
짧게 만들 것이며 결국 실험적으로 측정한 Ca2+전류에는 NCX를 통해 Ca2+을 배
출하며 발생하는 내향 NCX 전류가 포함되어 있게 될 것이다.L-typeCa2+ 통로
를 통해 유입되는 Ca2+은 2가 양이온의 내향 전류를 발생하며 NCX에 의한 Ca2+

의 배출은 Na+에 의한 1가 양이온의 내향 NCX 전류를 발생하게 된다.그러므로
이론적으로 내향 NCX 전류는 L-typeCa2+전류의 1/2에 해당하는 전류를 발생한
다.만약 NCX가 기능적으로 같은 Ca2+micro-domain안에서 L-typeCa2+통로를
통해 유입된 Ca2+을 모두 배출한다면 내향 NCX의 전류는 실험적으로 발생한
Ca2+전류의 최대 1/3(33.4%)가 될 것이다.하지만 이번 실험에서 BAPTA가 존재
할 때 BayK 8644처치 후 0Na으로 억제되는 L-typeCa2+전류의 전하 유입량은
흰쥐,토끼,기닉픽에서 각각 22%,11%,10%를 보여주고 있다.이것은 이번 실험
조건에서 발생한 L-typeCa2+전류에 내향 NCX 전류가 적어도 흰쥐,토끼,기닉
픽에서 각각 22%,11%,10% 포함되어 있음을 의미하게 된다.한편 0Na으로 억제
되는 전류의 시간에 따른 변화에서 BAPTA에 의해 억제되지 않는 전류의 첫 번
째 피크는 잘 보존되어 있다.BAPTA에 의해 억제되는 두 번째 피크가 L-type
Ca2+통로의 CDI강화에 의해 발생되는 전류라면 결국 첫 번째 피크는 CDI가 발
생하기 전에 NCX를 통해 배출되는 전류라 할 수 있다.따라서 L-typeCa2+전류
에 포함된 NCX 전류는 또한 L-typeCa2+전류의 최대 피크 크기에도 영향을 미
치고 있을 것이다.그러나 막전압의 변화에 의해 발생하는 축전 전류(capacitance
current)가 wholecellpatch구성 상태와 처치 약물에 따라 변화되기 때문에 첫
번째 피크의 정량적인 분석은 현재의 실험조건에서 어려움이 있다.

10mM BAPTA는 컴퓨터 시뮬레이션에서 Ca2+의 확산을 40nm 이하로 제한하
는 것으로 알려져 있다(Stern,1992;Sham,1997;Adachi-Akahane등,1996).따
라서 10mM BAPTA로 형성되는 Ca2+micro-domain은 L-typeCa2+통로 주위의
세포질면 쪽 근막 아래의 좁은 범위로 제한되게 되고 또한 NCX의 봉쇄에 의한
반응은 이러한 제한된 범위에서 일어나는 반응이 될 것이다.한편 심장에서
L-typeCa2+통로의 대부분은 t-tubule의 dyad내에 집중되어 있으므로(Takagishi
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등 ,2000;Carl등,1995;Kawai등,1999;Musa등,2002;Scriven등,2000;
Doly등,1986;Frank등,1992)이번 실험에서 얻어진 Ca2+micro-domain의 대부
분은 dyadiccleft가 될 것이다.또한 조직 면역학 방법을 이용한 측정으로부터
dyad의 폭이 약 100~200nm이고 dyad의 두 막간 거리가 12~15nm 임을 감안한
다면(Soeller및 Cannell,1999;Sun 등,1995;Franzini-Armstrong 등,1999,
Langer및 Peskoff,1996)10 mM BAPTA로 형성되는 Ca2+ micro-domain는
dyadiccleft내에 충분히 포함하게 된다.그러므로 0Na으로 억제되는 Ca2+전류에
서 BAPTA에 의해 억제되지 않는 전류가 존재한다는 결과는 결국 dyadiccleft
내에 NCX가 존재하고 있다는 기능적인 증거를 제시하게 될 것이다.

한 걸음 더 나아가 이전의 보고는 흰쥐 심실근세포에서 근소포체 유리 Ca2+이
NCX를 통해 배출되면서 발생하는 내향 NCX 전류가 고농도의 Ca2+완충제의 존
재 하에서 사라지는 결과를 얻음으로써 NCX가 L-typeCa2+ 통로와 근소포체의
ryanodine수용체를 포함하는 기능적 Ca2+ micro-domain으로부터 배제되어 있다
고 결론을 내렸다(Adachi-Akahane등,1996).반면에 기닉픽에서 NCX를 통해 유
입된 Ca2+은 근소포체로부터 Ca2+을 유리할 수 있음을 보이면서 NCX가 dyadic
cleft내에서 ryanodine수용체와 근접하여 존재하고 있음을 제시하였다(Leblanc
및 Hume,1990).이러한 기능적 연구의 결과는 NCX가 dyadiccleft내에 존재하
고 있는지 혹은 dyadiccleft밖에 존재하고 있는지에 대한 많은 논란을 유발하였
다.그림 17에서 보듯이 이번 연구에서도 caffeine처치로 근소포체로부터 Ca2+을
유리한 후 발생하는 내향 NCX 전류는 10mM BAPTA에 의해 흰쥐 심실근세포
에서 사라지는 반면에 토끼 심실근세포에서는 잘 보존되어 있었다.이와 같은 결
과는 이전의 연구 결과와 마찬가지로 흰쥐의 경우 NCX가 근소포체의 Ca2+유리
통로인 ryanodine수용체와 기능적으로 분리되어 있음을 재확인하며 반면에 토끼
와 기닉픽은 NCX와 ryanodine수용체가 기능적으로 같은 Ca2+micro-domain안에
존재하고 있음을 의미하게 된다.따라서 이번 실험에서 BAPTA로 형성된 기능적
Ca2+ micro-domain은 흰쥐의 경우 L-typeCa2+ 통로와 NCX를 포함하고 있지만
ryanodine 수용체는 배제되어 있음을 의미하며 반면에 토끼와 기닉픽의 경우
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L-typeCa2+통로와 NCX 그리고 ryanodine수용체 모두를 포함하고 있음을 의미
하게 된다.

흰쥐에서 NCX가 L-typeCa2+ 통로와 같은 기능적인 Ca2+ micro-domain에 존
재하고 ryanodine수용체가 배제되어 있다면 흰쥐의 대조군에서 비록 근소포체의
Ca2+ 유리가 존재하다 할지라도 0Na처치로 축적되는 대부분의 Ca2+은 L-type
Ca2+ 통로를 통해 유입된 Ca2+이 될 것이다.이와 대조적으로 토끼의 경우
ryanodine 수용체가 NCX와 L-type Ca2+ 통로와 같은 기능적인 Ca2+

micro-domain에 존재하기 때문에 대조군에서 0Na으로 축적되는 Ca2+은 L-type
Ca2+통로를 통해 유입된 Ca2+과 근소포체로부터 유리된 Ca2+이 될 것이다.따라서
대조군에서 흰쥐의 경우 0Na 처치 후 L-typeCa2+ 통로의 CDI강화는 주로
L-typeCa2+통로를 통해 유입된 Ca2+에 의해 일어나게 되고 반면에 토끼와 기닉
픽의 경우 0Na처치 후 L-typeCa2+통로의 CDI강화는 L-typeCa2+통로를 통
해 유입된 Ca2+과 근소포체로부터 유리된 Ca2+에 의해 일어나게 될 것이다.토끼
와 기닉픽에서 근소포체로부터 유리된 Ca2+이 0Na처치 후 L-typeCa2+ 통로의
CDI강화에 일부 기여하고 있음은 0Na으로 억제되는 전류에서 BAPTA에 억제되
는 전류의 두 번째 피크가 흰쥐와 달리 토끼와 기닉픽의 경우 대조군에서도 존재
하고 있는 이유의 일부를 설명할 수 있을 것이다.그러나 토끼와 기닉픽의 경우
L-typeCa2+통로를 통해 유입되는 Ca2+의 양은 수축에 필요한 활성 Ca2+의 30%
를 제공함으로써 흰쥐의 8%에 비해 월등히 많은 양의 Ca2+이 유입되게 된다.이
렇게 유입된 많은 양의 Ca2+은 NCX 봉쇄 후 더 강하게 L-typeCa2+통로의 CDI
를 강화시키게 될 것이다.그러므로 토끼와 기닉픽의 대조군에서 0Na으로 억제되
는 전류에서 두 번째 피크의 존재는 BAPTA로 형성된 Ca2+ micro-doamin에
ryanodine수용체의 존재와 L-typeCa2+통로의 활성 차이에 기인하였을 가능성이
클 것이다.그러나 본 실험에서는 토끼와 기닉픽의 대조군에서 두 번째 피크에 기
여하는 Ca2+을 명확히 구분하는 것은 사실 어렵다.이 부분은 앞으로 더 많은 연
구가 필요하리라 사료된다.
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다른 한편 ryanodine처치 후 증가하는 0Na으로 억제되는 두 번째 피크는
dyadiccleft내의 Ca2+ 농도가 낮아 졌음을 고려할 때 L-typeCa2+ 통로를 통해
유입된 Ca2+이 L-typeCa2+통로의 CDI를 더 강화시켰음을 의미할 것이다.실제로
모든 종에서 근소포체의 유리 Ca2+의 억제는 세포내 Ca2+ 농도를 크게 감소시켰
다.또한 활동전압 기간 동안 dyadiccleft내의 Ca2+농도는 근소포체의 유리 Ca2+

이 존재 하지 않을 때 42uM에서 10uM로 감소하기 때문에(Peskoff및 Langer,
1998;Soeller및 Cannell,1997;Cannell및 Soeller,1997)dyadiccleft내의 Ca2+

농도도 또한 감소하게 된다. 더구나 근소포체의 유리 Ca2+을 봉쇄한 후
isoproterenol의 처치로 L-typeCa2+통로를 통한 Ca2+유입량이 소량 증가하였을
때 0Na으로 억제되는 두 번째 피크는 더 크게 증가하였다.(그림 6A,B).그러므로
이러한 결과는 두 개의 중요한 결과를 유추할 수 있을 것이다.첫째로 심근세포에
서 0Na으로 억제되는 두 번째 피크는 dyadiccleft내의 Ca2+ 농도가 매우 낮은
상태에서 증가하였기 때문에 L-typeCa2+ 통로의 CDI는 dyadiccleft내의 Ca2+

농도에 의해 결정되지 않는다는 것이다.둘째로 심근세포에서 L-typeCa2+통로를
통해 유입되는 Ca2+과 근소포체 유리 Ca2+중에 L-typeCa2+통로의 CDI의 발생
에 있어 L-typeCa2+통로를 통해 유입된 Ca2+이 결정적이라는 것이다.이것은 본
실험에서 L-typeCa2+통로의 CDI의 강화가 근소포체의 유리 Ca2+의 제거한 상태
에서 isoproterenol의 처치로 Ca2+유입량의 증가함에 따라 오히려 더 강화되고 있
음을 보여 주고 있기 때문이다.이와 같은 결과는 최근의 L-typeCa2+ 통로의
CDI에 대한 kinetic모델을 빌어 설명할 수 있을 것이다(Markevich등,2005).이
들은 L-typeCa2+ 통로의 CI부위에 두 개의 다른 알로스텍릭 Ca2+ 결합 부위
(slow bindingsite와 fastbindingsite)가 있다는 것을 제시하였다.그들은 Ca2+

통로를 통해 들어온 Ca2+이 결합하는 slow bindingsite는 CDI를 개시하고 CDI의
시상수를 결정하는 반면에 fastbindingsite에는 CDI가 발생한 후 다른 곳으로부
터 기원하는 Ca2+이 결합하여 CDI를 안정시킨다고 제안하였다.따라서 현재의 실
험 결과와 L-typeCa2+통로의 CDI에 대한 kinetic모델에 대한 가설을 고려하였
을 때 L-typeCa2+통로를 통해 유입되는 Ca2+은 L-typeCa2+통로의 CDI에 결정
적이라는 것을 의미하게 될 것이다.하지만 본 연구에서는 NCX가 L-typeCa2+
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통로와 기능적으로 같은 Ca2+ micro-domain에 존재하여 세포로 유입된 Ca2+을
CDI가 유발되기 전에 곧바로 세포 밖으로 배출하고 있기 때문에 L-typeCa2+통
로를 통해 유입된 Ca2+의 대부분이 CDI를 유발하지 못하게 됨을 보여 주고 있다.

본 연구의 또 다른 생리학적 의미는 NCX가 L-typeCa2+ 통로와 같은 기능적
Ca2+micro-domain에 존재함으로써 심근의 E-Ccouplinggain을 조절할 가능성을
보여주고 있다는 것이다.이런 가능성은 NCX를 homozygousoverexpression시킨
동물모델에서 NCX의 활성 증가는 심근의 E-C couplinggain(근소포체로부터 유
리된 Ca2+/L-typeCa2+ 전류)을 감소시킨다고 보고한 결과와 일치하는 결과이다
(Reuter등,2004).본 실험에서 NCX는 BAPTA로 형성되는 L-typeCa2+통로와
동일한 Ca2+micro-domain에 존재하면서 L-typeCa2+통로를 통해 유입된 Ca2+을
배출하고 있음을 보여주고 있다.이것은 NCX가 L-typeCa2+통로를 통해 유입된
Ca2+을 배출함으로써 근소포체로부터 Ca2+을 유리하기 위해 필요한 활성 Ca2+을
감소시켜 근소포체로부터 Ca2+유리를 감소시키는 결과를 초래하게 될 것이다.결
국 근소포체의 유리 Ca2+의 감소는 심근 세포의 E-Ccouplinggain을 감소시키게
될 것이다.한편 0Na으로 억제되는 전류에서 BAPTA로 억제되지 않는 전류는
L-typeCa2+통로를 통해 Ca2+유입이 되면서 발생하는 전류가 아닌 Ca2+이 배출
되면서 발생하는 NCX 전류이다.따라서 L-typeCa2+전류에서 L-typeCa2+통로
를 통해 유입되는 Ca2+과 상관없는 전류의 존재는 실제 E-C couplinggain의 측
정에 있어 잘못된 측정을 유발할 수 있게 될 것이다.

본 연구는 NCX가 dyadiccleft내에도 존재함으로써 심근의 이완 기전 외에도
수축의 강도를 조절할 수 있을 가능성을 보여주고 있다.현재까지 NCX은 이완기
동안 세포내 Ca2+을 배출하면서 주로 심근의 이완 기전으로 작용하는 것으로 알려
져 왔다(Bers,2002;Adachi-Akahane등 1997;Terracciano등,1988;Yao등,
1998).그러나 이번 연구는 비록 종간 dyadiccleft내의 NCX의 활성이 다르긴 하
지만 이러한 공간 안에서 L-typeCa2+통로를 통해 유입되는 Ca2+이 CICR을 유발
하기 전에 NCX를 통해 배출될 가능성을 보여주고 있다.Dyadiccleft내에서
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NCX의 Ca2+의 배출은 Ca2+이 세포질로 확산되어 세포내 Ca2+transient를 발생하
기 전에 일어나기 때문에 결국 세포내 Ca2+농도의 증가 속도에 영향을 미치게 될
것이다.더구나 토끼와 기닉픽의 경우 L-typeCa2+통로를 통해 유입된 Ca2+뿐만
아니라 근소포체로부터 유리된 Ca2+도 배출하고 있기 때문에 두 종은 흰쥐보다도
Ca2+농도의 증가 속도에 더 크게 영향을 미치게 될 것이다.따라서 dyadiccleft
내에 NCX 존재는 세포내 Ca2+농도의 변동에 있어 Ca2+농도의 감소와 증가 속
도 모두를 조절하는데 관여하고 있을 가능성이 있음을 암시한다.그러나 dyadic
cleft내의 Ca2+의 순환은 NCX 뿐만아니라 세포막의 Ca2+ 완충 역할과 세포막의
표면 전하 효과 등을 또한 고려하여야 할 것이다(Langer및 Peskoff,1997;Wang
등,1996).

결론적으로 NCX는 BAPTA로 형성된 L-type Ca2+ 통로와 같은 Ca2+

micro-domain내에 적어도 흰쥐,토끼,기닉픽에서 각각 64%,31%,20%가 존재
함으로써 근소포체로부터 유리되는 Ca2+보다 L-typeCa2+통로의 CDI에 더 크게
영향을 미치고 있는 L-type Ca2+ 통로를 통해 유입되는 Ca2+을 배출하면서
L-typeCa2+ 통로의 CDI를 조절하고 있다.이처럼 Ca2+ 통로와 기능적으로 같는
Ca2+ micro-domain에 NCX가 존재하여 L-typeCa2+ 통로를 통해 유입된 Ca2+을
배출한다는 것은 결국 근소포체 유리 Ca2+ 양을 감소시켜 심근의 E-C coupling
gain을 감소시키고 세포내 Ca2+transient의 변동에 있어 세포내 Ca2+의 증가 속도
를 조절하고 있을 가능성이 있음을 의미하게 될 것이다.하지만 NCX에 의한 수축
기전의 조절 가능성은 앞으로 더 많은 연구가 필요하리라 사료된다.
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효소로 분리한 흰쥐,토끼,기닉픽의 심실근세포에서 NCX와 L-typeCa2+통로
의 상호작용을 규명하기 위하여 BAPTA가 존재할 때와 존재하지 않을 때 탈분극
자극에 의해 발생하는 L-typeCa2+전류에 포함되어 있는 내향 NCX 전류를 약리
학적 방법을 이용하여 분리하여,10mM BAPTA 존재 유무에 따른 크기를 비교
하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.흰쥐 심실근세포에서 0Na은 L-typeCa2+전류의 전하 유입량을 45.3±4.3% 억
제하였고,0Na으로 억제되는 실제 전류는 10ms근처에서 피크를 이루었다.

2.Ryanodine처치로 근소포체의 Ca2+ 유리를 봉쇄할 경우 L-typeCa2+ 전류의
전하 유입량은 62.0±22.4% 증가하나,0Na은 여전히 전하 유입량을 48.8±7.7%
억제하였다.이때 0Na으로 억제되는 실제 전류는 10ms근처에서 이루어지는
첫 번째 피크에 이어 새로이 20ms근처에서 두 번째 피크를 발생하였다.

3.10mM BAPTA 처치는 흰쥐 심실근세포내 Ca2+transient를 완전히 사라지게
하였으나,0Na으로 봉쇄되는 전류를 완전히 봉쇄하지는 못하였다.특히 0Na으
로 봉쇄되는 실제 전류에서 나타나는 첫번째 피크는 억제하지 않는 반면,
ryanodine처치로 발생되는 두 번째 피크는 완전히 봉쇄하였다.

4.Ryanodine전처치로 새로이 발생되는 두 번째 피크는 isoproterenol처치로 더
크게 증가하였지만,BayK 8644처치 시에는 그 크기가 오히려 억제되며 오른
쪽으로 이동되었다.반면,두 약물은 10mM BAPTA 처치시 잔류하는 전류를
증가시켰으며,결과적으로 0Na으로 봉쇄되는 전체 전류에서 BAPTA로 억제되
지 않는 전류의 비율은 BayK 8644처치 후 38.6%에서 64.2%로 증가하였다.

5.토끼와 기닉픽의 경우 0Na으로 봉쇄되는 실제 전류는 흰쥐에서와는 달리 대조
군에서 이미 2개의 피크를 이루었다.Ryanodine처치는 두번째 피크를 증가시
켰고,isoproterenol및 BayK 8644처치는 흰쥐와 유사한 반응을 나타내었으
나,BayK 8644처치 후 최대가 되는 BAPTA로 억제되지 않는 전류의 비율이
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토끼와 기닉픽에서 각각 31.4%와 19.9%로 흰쥐에서보다 감소하였다.

이상의 결과로 부터, NCX는 L-type Ca2+통로와 같은 기능적 Ca2+

micro-domian내에 적어도 흰쥐,토끼,기닉픽에서 각각 64%,31%,20%가 존재함
으로써 L-typeCa2+통로의 CDI유발 작용이 근소포체로부터 유리되는 Ca2+보다
더 우수한 작용을 발현하는 L-typeCa2+통로를 통해 유입되는 Ca2+을 배출하면서
L-typeCa2+통로의 CDI를 조절하고 있다는 결론을 얻었다.
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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

MMMeeeccchhhaaannniiisssmmm ooofffNNNaaa+---CCCaaa2+EEExxxccchhhaaannngggeee---IIInnnddduuuccceeeddd
RRReeeggguuulllaaatttiiiooonnnooofffLLL---tttyyypppeeeCCCaaa2+CCCuuurrrrrreeennnttt
iiinnnttthhheeeVVVeeennntttrrriiicccuuulllaaarrrMMMyyyooocccyyyttteee

AAAhhhnnnSSSuuunnngggWWWaaannn

Dept.ofMedicine,TheGraduateSchool
YonseiUniversity

Intheheart,L-typeCa2+ channel(LTCC)isamajorpath,throughwhich
Ca2+enterscellaccordingtoitsconcentrationdifferenceacrossthesarcolemma
duringactivation.WhileNa+-Ca2+exchange(NCX)contributesasamajorpath,
through which Ca2+ isextrudedfrom cellcausing relaxation by exchanging
3Na+ against1Ca2+.Recently,ithasbeen suggested in theanimalmodel
overexpressingorknockingoutcardiac-specificNCX thatNCX mightregulate
Ca2+-dependentinactivation(CDI)ofLTCC.Therefore,thisstudyisplannedto
clarify theinteraction between LTCC and NCX,and itsmechanism taking
placeespeciallyinthesamefunctionalCa2+microdomainastheLTCCaswell
asitsspeciesdifferences.Toachievethesegoals,wedirectlymeasuredand
comparedinfluenceofNCX blockingafterNa+-depletion(0Na)inthepresence
and absenceof10mM BAPTA,afastCa2+ buffer,in theisolated single
ventricularmyocytesfrom therat,rabbitandguinea-pig.Theresultwereas
followed;

1.Intheratventricularmyocytes,0Nasuppressedchargeinflux ofICaL by
45.3±4.3% showingasinglepeakaround10msintimerelatedchangeof
theactualinwardcurrentsuppressedby0Na.

2.0NastillsuppressedtheICaL chargeinfluxby48.8±7.7% evenafterSRCa2+
releaseblockingwithryanodine,whichincreasedtheICaL chargeinfluxby
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62.0±22.4%.Interestingly,in this case,the second peak was newly
developedaround20msimmediatelyfollowingtheinitialpeakdeveloped
around10msinitsactualinwardcurrentsuppressedby0Na.

3.Internaldialysis ofmyocytes with 10 mM BAPTA,which completely
abolishedtheintracellularCa2+ transient,stillpreservedthe0Na-induced
ICaL suppressioninspiteof itsreducedmagnitudeshowing acomplete
suppressionofthesecondpeakbutnosuppressionintheinitialpeakin
theactualinwardcurrentsuppressedby0Na.

4.Thesecondpeakdevelopedafterryanodinepretreatmentwasincreasedafter
isoproterenol,butratherslightly suppressed and shifted rightward after
BayK 8644increasingtheBAPTA-resistantproportionofthetotalinward
currentsuppressedby0Nafrom 38.6% to64.2%.

5.Contrastingly,in the cases ofrabbitand guinea-pig,theactualinward
currentsuppressed by 0Na showed two peak even in the absence of
ryanodinepretreatment,whichincreasedthesecondpeak.
The second peak was also increased after isoproterenoland slightly
suppressedandshiftedrightwardafterBayK 8644aslikeintherat.the
BAPTA-resistantproportionsofthetotalinward currentsuppressed by
0Na obtained afterBayK 8644 were 31.4%,and 19.9% in rabbit,and
guinea-pig,respectively.

From theseresults,itisconcludedthatNCX regulatesCDIoftheLTCCby
extruding Ca2+ from cellimmediatelyafteritsentrythroughtheLTCC,but
beforeittriggersCDIintheheart,becauseatleast64%,31%,and20% of
NCX activityisconcentratedinthesamefunctionalCa2+ microdomainasthe
LTCC intheheartofrat,rabbitandguinea-pig,respectively.
_____________________________________________________________________
Keyword:Na+-Ca2+exchange,L-typeCa2+channel,Ca2+-dependentinactivation,
BAPTA,Ryanodine,BayK 8644,Caffeine.
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