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세포 외에서 ATP가 원형질막 G-단백의 일종인 P2Y수용체에 결합하게 되면 다
양한 생리학적 작용을 하게 된다.단기간으로는 세포 외 뉴클레오티드로써 작용을
하며,장기간으로는 세포의 증식,분화,세포사멸에 관여하기도 한다.전구지방세
포인 3T3-L1세포는 마우스 태아로부터 분리하였으며,일반적으로 invitro상에서
는 지방세포로 분화하거나 지방세포의 기능을 하기도 한다.그러나 아직까지 전구
지방세포에서 P2Y수용체 아형의 종류나 역할에 대해서 알려지지 않고 있다.이
에 본 연구에서는 칼슘 이미징 기법과 역전사 연쇄 중합반응의 방법을 이용하여
3T3-L1세포에 발현된 P2Y퓨린성 수용체의 아형과 기능적 특성을 규명해 보고자
하였다.본 연구를 통해 규명된 주요 결과는 다음과 같다.

1.ATP(EC50=224±0.06 μM,N=5,n=35)에 의한 [Ca2+]i은 농도 의존적으로 증가
하였으며,세포 외에 칼슘이 제거된 조건에서도 ATP에 의해서 [Ca2+]i이 증가하였
다.
2.P2Y수용체의 비선택적인 길항제인 suramin(1mM)투여 시에는 ATP에 의
한 [Ca2+]i이 대조군과 비교하여 대부분 억제되었다.
3.U-73122(1 μM)은 ATP에 의한 [Ca2+]i증가를 대부분 (n=34)억제하였으나,
U-73343(1μM)투여 시에는 [Ca2+]i이 억제되지 않는 것으로 나타났다.
4.전구지방세포와 분화된 지방세포에서 발현되는 특정 유전자 (G0/G1)간에는
확연한 차이가 있음을 볼 수 있다.
5.실시간 역전사 연쇄 중합반응을 이용하여 P2Y2,5,6아형의 수용체가 발현되어
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있고,특히 P2Y5가 가장 많이 발현되어 있음을 확인할 수 있었다.그리고 전구지
방세포에서는 IP3R3가 가장 많이 발현되어 있었지만,지방세포로 분화된 후에는
IP3R3발현이 거의 없음을 확인하였다.
6.퓨린성 수용체에 의해 시간의존적으로 cAMP의 농도가 증가하였다.

이상의 결과들로부터 전구지방세포에서는 P2Y5수용체가 가장 많이 발현되어 있
으며,복합적인 P2Y수용체 (P2Y2,5,6)는 세포 내 칼슘이온농도와 cAMP를 조절
하여 세포의 증식과 분화에 관여할 것으로 사료된다.

��������������������������������������������������������������������������

핵심되는 말 :전구지방세포,칼슘,cAMP,P2Y5
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<지도교수 공공공 인인인 덕덕덕>
연세대학교 대학원 의학과

이이이 형형형 주주주

제제제111장장장 서서서론론론

비만은 우리나라뿐만 아니라 전 세계적으로 주요 건강문제가 되고 있으며,심혈
관질환,당뇨병,암,관절염 등과 같은 심각한 질환의 주요 원인으로 지목되고 있
다.이러한 인식에도 불구하고 비만은 점차로 증가하고 있는 추세이어서 비만에
대한 다양한 수준에서의 기전탐색과 규명이 시급한 실정이다.
최근 들어 비만에 대한 세포 내 분자 수준에서 신호전달 경로를 규명하는 연구

가 활발하게 이루어지고 있는데,특히 지방조직의 주요 세포 성분인 지방세포
(adipocyte)가 전구지방세포 (preadipocyte)로부터 분화하는데 관여하는 조절 기전
들이 일부 보고되어 있다 (Gregoire 등,1998;Tang등,1999;2005).
일반적으로 지방세포는 해부학적 위치,형태학적 구조,기능 및 조절에 따라 백

색지방 (whiteadiposetissue,WAT)과 갈색지방 (brownadiposetissue,BAT)으
로 구별 된다 (표 1).백색지방은 체내 에너지 항상성 유지에 중추적 역할을 담당
한다 (Karamanlidis등,2007).즉,에너지 흡수량이 소비량에 비해 많은 경우 이를
중성지방의 형태로 저장하고,에너지가 부족한 경우 에너지원을 이용할 수 있도록
조절한다 (Lee등,2005).최근에는 지방세포가 능동적으로 adipocytokine등을 분
비하여,체내 에너지 섭취와 소비의 균형을 조절한다고 보고되고 있다 (Cantile등,
2003).지방세포에서 분비되는 물질로는 펩타이드성 호르몬인 leptin,adiponectin,
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resistin,또는 TNF-■와 같은 adipocytokine등과 FFA (freefattyacids)와 같은
지질 등이 존재한다 (Ho등,2005).이들 분비물질들은 뇌,간,근육을 포함하는 여
러 생체기관에 광범위하게 영향을 줌으로써 지방과 당대사를 포함한 체내 에너지
대사 항상성 유지에 중요한 역할을 수행하는 것으로 밝혀져 있다 (Cantile등,
2003;Liu등,2006).지방세포의 성장은 지방 크기가 증가되는 것과 지방세포가 전
구지방세포로부터 분화되는 것을 말하며,전구지방세포의 규명이 세포의 증식과
분화를 조절하는 인자를 규명할 수단으로 알려져 있다.
갈색지방은 많은 수의 미토콘드리아를 가지고 있으며 (Si등,2007),미토콘드리

아에 존재하는 사이토크롬 (cytochrome)색소에 의해 갈색을 띠고 있다 (Hansen
등,2004;Lee등,2005).또한 지방분해와 지방산 산화 능력을 포함한 대사활성이
크고,열 생산을 통하여 체온을 조절하는 것으로 알려져 있다 (Cantile등,2003;
Hansen등,2004). 갈색지방의 열발생 기능은 미토콘드리아와 UCP1(uncoupling
protein 1)이라는 미토콘드리아 단백질에 의해 일어난다 (Liu 등,2006;Si등,
2007). 갈색지방은 갓 태어난 동물에 많으며,인간의 경우 태아와 신생아에서만
발견되고 성인에서는 나타나지 않는다.설치류의 경우 성체에서도 상당한 양이 발
견되며,저온에 노출될 경우에 그 양이 증가하게 되며 (Karamanlidis등,2007),특
히 동면동물에서 지방세포의 발달은 동면 시에 현저히 나타난다.
지방세포의 분화과정은 전구지방세포에서 지방세포로 전환되는데,분화 특정 호

르몬에 의한 외부 자극과 복잡한 유전자발현 조절과정을 통하여 일어나며 (Green
등 1974;Ho등,2006),이러한 외부 신호는 지방세포 특이적인 유전자 발현 조절
경로를 통하여 조절된다 (Farmer등,2006).지방세포 분화를 유도하는 외부 신호
중 인슐린은 가장 널리 알려져 있는 호르몬이며 (Lee등,2005;Ho등,2006),전
구지방세포는 인슐린 자극에 의해 지방세포로 분화된다 (Otto등,2005).인슐린은
당질의 흡수와 중성지방의 합성을 증가시키는 등,지질의 형태로 에너지를 저장하
고,지질분해효소를 활성화시킴으로써 혈액 내에 순환하는 지질단백에서 유래된
지방산 흡수를 촉진하기도 한다 (MacDougald등,1995;Gregoire등,1998;Lee
등,2005;Otto등,2005).인슐린에 의해 지방세포 분화가 유도되는 동안 PPARγ,
C/EBP family,ADD1/SREBP1등의 전사인자들의 전사 발현이 증가하게 되며
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(Lane등,1999;Kim 등,2007),이들 전사인자들은 상호 전사를 유도함으로써 지
방세포 분화를 유도하는 것으로 알려져 있다 (Gregoire등,1998;Tang등,1999;
2005;Zandbergen등 2005).
ATP(adenosine5'-triphosphate)는 세포 내에서 에너지원으로 이용될 뿐 아니라

세포 외에서는 전령물질 (messenger)로 작용하면서 다양한 생리적 기능에 관여하
는 것으로 알려져 있다 (Burnstock,1997).세포 외액의 ATP와 같은 아데닌 뉴클
레오티드는 세포 외막에 존재하는 퓨린성 수용체 (purinergicreceptor)를 매개로
작용을 나타내며,여기에는 P1과 P2수용체가 있다.일반적으로 세포 외액의 퓨린
뉴클레오티드와 뉴클레오시드는 포유동물의 장기와 뼈,지방 등과 같은 조직에 광
범위하게 분포하고 있으면서 (Fries등,2004)신경전달 (Ralevic및 Burnstock,
1998;Newman,2003),근수축 (Akasu등,1981;Kong,1993;Lee등,2000),호르
몬,신경전달물질 및 사이토카인 (cytokine)분비 (Fries등,2004)등과 같은 생리
적 기능을 조절한다.
특히 P2수용체는 다양한 세포에 광범위하게 분포하고 있는 세포 외 뉴클레오

티드의 작용을 매개하며,여기에는 리간드-의존성 P2X수용체와 G-단백 연결 P2Y
수용체가 포함된다.현재까지 포유류에서 클로닝 된 P2Y수용체에는 P2Y1,P2Y2,
P2Y4,P2Y5,P2Y6,P2Y10,P2Y11,P2Y12,P2Y13,P2Y14등의 아형들이 보고되어 있다.
(Janssens,1997;Ralevic및 Burnstock,1998;Fries등,2004).이 중 P2Y1,2,4,6
수용체는 사람에게서 클로닝 되어 왔고 기능적으로 활성화된 형태라고 알려져 있
는 반면 (Ralevic및 Burnstock,1998;sak등,2002;Abbracchio등,2003)그 외
아형들,특히 P2Y5와 P2Y10,그리고 최근에 보고된 P2Y12,13,14아형들에 대해서는
아직 알려진 바가 적다 (Murakami등,2008;Pasternack등,2008).
P2Y 퓨린성 수용체에 의한 세포 내 신호전달 기전은 대부분 phospholipaseC

(PLC)가 활성화,inositol1,4,5-trisphosphate(IP3)생성,세포 내 칼슘 동원의 경로
를 따르며 (Harden등,1995),P2Y1,2,4,6,14수용체 아형들이 이러한 기전을 나
타낸다 (Chen등 1995).그 외 adenylylcyclase(AC)를 경유하는 cAMP를 조절하
는 기전도 알려져 있는데 (Ralevic및 Burnstock,1998),P2Y5,12,13수용체 아형들
이 여기에 속한다 (Burnstock,2007).특이하게,P2Y11은 PLC와 AC 기전을 모두
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활성화시키는 것으로 알려져 있다 (Burnstock,2007).
한편,선행연구에 의하면 ATP는 지방세포에서 포도당 이동,지방분해,인슐린

작용,세포질 내 칼슘 조절 등 다양한 생리적 기능조절에 관여하는 것으로 보고되
어 있다.그러나 지방 전구세포에서의 퓨린성 작용에 대한 연구는 드물어,전구
지방세포에서 지방세포로 분화하는데 있어 퓨린성 기전의 관련성에 관해서는 잘
알려져 있지 않다.최근 들어 ATP가 P2Y 수용체를 활성화시켜 전구 지방세포의
이주 (migration)와 지방세포로의 분화를 촉진하는 것으로 보고되었지만
(Omatsu-Kanbe등,2006)그 기전에 대해서는 여전히 밝혀져 있지 않으며,또한
여러 P2Y 수용체 중 어떠한 아형(들)이 작용하는지도 알려져 있지 않다.따라서
본 연구에서는 전구 지방세포를 대상으로 여기에 발현되어 있을 것으로 예상되는
퓨린성 수용체의 발현특성을 규명하고 이를 통하여 분화 전・후 지방세포에서
P2Y퓨린성 신호전달의 기전을 탐색해 보고자 하였다.
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표표표 111...설설설치치치류류류에에에서서서 백백백색색색지지지방방방과과과 갈갈갈색색색지지지방방방의의의 특특특징징징
WAT BAT

주요 위치 서혜부,복막후 견갑골,겨드랑이,척추방
색 상아색,노란색 갈색

혈관시스템 ++ +++
신경 자극 전달 교감신경계(++) 교감신경계(+++)
지방 세포 단세포 다세포
기능 체내 에너지 항상성 유지 열 생산을 통한 체온 조절

미토콘드리아 + +++
UCPs UCP2(++) UCP1,UCP2(+),UCP3

GMP환원효소 - +++
Leptin +++ +++

α,β-adrenoceptors β3(++),α2(+) β3(+++)
PGC-1 + +++

Cig30mRNA - ++
(Seo등,2004)
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제제제 222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111...모모모델델델 세세세포포포주주주 및및및 배배배양양양

본 연구에서 사용한 전구지방세포인 3T3-L1세포는 마우스 태아에서 분리한 것
으로 미국 세포주 은행 (ATCC)에서 분양받아 사용하였다. 3T3-L1 세포는
Dulbecco'sModifiedEagle'sMedium (DMEM)에 10% 우 혈청 (BovineSerum,
BS)및 100,000unit/Lpenicillin이 첨가된 배지에서 배양하였다.세포주는 ATCC
의 프로토콜에 따라 3~4일 간격으로 배지를 갈아주었고 7일을 주기로 계대배양
하였다.

222...222...실실실험험험 용용용액액액 및및및 약약약물물물

222...222...111...실실실험험험 용용용액액액

칼슘 이미징 실험을 위한 세포 외 관류액 (externalsolution;PSS)의 조성 (mM)
은 135NaCl,5KCl,1.8CaCl2,1MgCl2,10HEPES,10glucose(pH 7.4)이었
다.

222...222...222...약약약물물물

우 혈청 및 antimycotic-antibiotics는 GibcoBRL로부터,fura-2/AM은 Molecular
probes로부터 각각 구입하였고, DMEM, ATP, U-73122, U-73343, suramin,
isobutylmethylxanthine (IBMX), insulin, dexamethasone, Oil-Red-O는 Sigma
ChemicalCo.(St.Louis,MO,USA)로부터 구입하였다.Fura-2/AM과 U-73122,
U-73343은 dimethylsulfoxide(DMSO)에 녹여 사용하였고,IBMX는 3차 증류수와
KOH에 녹였으며,그 외의 모든 시약은 3차 증류수에 녹여 사용하였다.
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222...333...세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘이이이온온온농농농도도도 ((([[[CCCaaa222+++]]]iii)))측측측정정정

세포 내 칼슘이온농도 ([Ca2+]i)의 변화를 측정하기 위해 형광이미지 시스템
(fluorescenceimagingsystem)을 사용하였다.먼저 세포배양액 1ml에 fura-2/AM
5uM 농도를 첨가한 후 1분간 초음파 처리 (sonication)후 여기에 전구지방세포
가 붙어있는 coverslip을 넣은 다음 37℃ 세포 배양기 (CO2incubator,95% air,
5% CO2)에서 1시간 부하시켰다.부하가 끝나면 세포외 관류액으로 2회 세척하여
세포 외액의 잔여 fura-2/AM을 충분히 제거한 다음 도립현미경 (IX51,Olympus,
Japan)위의 관류 챔버에 올려놓고 관류액 (normalPSS)을 중력에 의해 2ml/min
속도로 10분 이상 관류시켜 충분한 탈에스테르화 (deesterification)가 되도록 하였
다.
형광이미지는 75-W Xenon lamp로부터 나오는 광원 (light source) 중

fura-2/AM에 적합한 340/380nm (F340/380)파장으로 여기 (excitation)시켰을 때
510 nm의 파장에서 방출 (emission)되는 형광 세기를 CCD 카메라 (cooled
charge-coupleddevicecamera,Cascade,Roper,USA)가 증폭시켜 이미지로 나타
내었는데 (그림 1),이때 얻어지는 형광이미지는 약물투여 시 0.1Hz의 빈도로 60
초간 측정하였으며 세척동안에는 0.03Hz의 빈도로 측정하여 광원으로 인한 세포
손상을 최소화하였다.세포 내 칼슘이온농도는 자극을 주기 전 fura-2/AM 부하로
인한 기본 형광값 (F0)에서 약물을 투여하였을 때 변화되는 형광값 (F340/F380)의 비
율로 측정하였으며 Ratio(F340/F380)값이 세포 내 칼슘이온농도의 변화를 반영하도
록 하였다.세포마다 fura-2/AM에 부하되는 정도에 차이가 있어,본 연구에서는
F0값이 1,000이상으로 충분히 잘 부하된 세포에서 얻은 값만을 포함시켰다.
측정한 형광이미지는 소프트웨어 패키지인 MetaFluor6.1(UniversalImaging

Corporation,USA)로 기록한 뒤,단일세포의 Ratio(F340/F380)값을 평균 내어 분석
하였으며,이들 형광 Ratio(F340/F380)값의 최대 (peak)치를 비교하여 분석하였다.
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그그그림림림 111...세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘이이이온온온농농농도도도 이이이미미미징징징 측측측정정정을을을 위위위한한한 장장장치치치 및및및 모모모식식식도도도...Iluminator
에서 나오는 광원 중 filter를 통과한 340/380nm의 파장이 dichroicmirror에서
반사되어 시료 (sample)를 여기 (exitation) 시키면 사방으로 형광이 방출
(emission)되며 이 중 510 nm 파장에 해당하는 형광이 relay lens와 증폭기
(imageintensifier)를 통과하면서 CCD 카메라에 포착되고 이것이 컴퓨터의 하드
디스크에 저장된다.

222...444...전전전구구구지지지방방방세세세포포포에에에서서서 지지지방방방세세세포포포로로로의의의 분분분화화화유유유도도도 및및및 지지지방방방세세세포포포의의의
OOOiiilll---RRReeeddd---OOO 염염염색색색
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222...444...111...전전전구구구지지지방방방세세세포포포에에에서서서 지지지방방방세세세포포포로로로의의의 분분분화화화유유유도도도

35mm 용기에 배지 (DMEM +BS+penicillin)를 채운 다음 세포를 깔고 (%
밀도)2일 후에 배지를 교체해주었다.4일째 되는 날,용기에 세포가 꽉 차게 되면
배지를 갈고 2일 더 기다린다.6일째 되는 날에 MDI(1 μM dexamethasone+
167nM insulin+520 μM IBMX)를 1ml배지에 섞어서 처리 하였다 (이때 배지
의 조성은 DMEM +FBS+penicillin).8일째 되는 날에 insulin만 들어간 배지로
바꾸어주고,10일 차에 동일 배지로 교체해주어 분화가 완료된 지방세포를 확보하
였다.

222...444...222...지지지방방방세세세포포포의의의 OOOiiilll---RRReeeddd---OOO 염염염색색색

분화가 완료된 지방세포가 들어 있는 용기를 PBS로 2회 세척하여 배지를 완전
히 제거해 주었다.고정액 (10% formalin+90% PBS)으로 3분간 세포를 고정시킨
후,100% propyleneglycol을 이용하여 2분 30초간 2회 과정으로 세포를 탈수 시
킨다.Oil-Red-O를 이용하여 10분간 염색을 하였다.이때 60℃ (염색약 굳는 현상
방지)를 유지해주는 것이 중요하다.세척액 (85% propyleneglycol+3차 증류수)
으로 3분간 세척을 하고,마지막으로 3차 증류수로 잔여물이 없어질 때까지 세척
을 하였다.광학현미경으로 염색된 세포 이미지를 얻었다.

222...555...역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄 중중중합합합반반반응응응 (((RRRTTT---PPPCCCRRR)))

Guanidinium thiocyanate-phenol-choloroform 추출 방법을 이용하여 3T3-L1세
포로부터 전체 RNA를 분리하였다 (Chomczyski및 Sacchi,1987).먼저 세포를
guanidinium thiocyanatebuffer로 용해시킨 다음 페놀 및 클로로포름을 가하여
얼음 위에서 15분 이상 세워두었다.이를 4℃에서 10,000xg로 15분간 원심 분리
한 후 상층액을 조심스럽게 취하여 동량의 isopropanol과 잘 섞은 뒤 -70 ℃에
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서 1시간 이상 세워두어 RNA를 침전시켰다. 다시 4℃에서 10,000xg로 15분간
원심 분리하여 RNA 침전물을 얻었으며,이를 75% ethanol로 씻어낸 후 원심 분
리하여 RNA 시료를 얻었다.
정량한 1 μg의 RNA를 1mM dNTP,50 μM oligod(T),20U RNaseinhibitor

와 50U murineleukemiavirusreversetranscriptase(Perkin-Elmer,Shelton,CT,
USA)와 함께 37℃에서 1시간 반응시켜 cDNA를 합성하였다.이어 역전사 연쇄
중합반응은 분화 관련 유전자에 대한 primer를 이용하여 적당한 조건에서 이루어
졌으며 이들의 염기서열은 표 2에 각각 요약하였다.역전사 연쇄 중합반응액에는
합성된 cDNA 0.05 μg, 각각의 primer(10pmoles),1.25units의 AmpliTaq
DNA polimerase(perkin-Elmer,Norwalk,CT,USA),10nmolesdNTP등이 포
함되게 하여,94℃ 30초,60℃ 30초,72℃ 1분으로 35회 (cycle)동안 반응시켰다.역
전사 연쇄 중합반응 산물은 ethidium bromide가 포함된 1.5% agarosegel에 전
기 영동하여 U.V.하에서 관찰하였다.

222...666...실실실시시시간간간 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄 중중중합합합반반반응응응 (((RRReeeaaallltttiiimmmeeeRRRTTT---PPPCCCRRR)))

총 RNA의 분리와 cDNA합성은 전술한 바와 같고 내부대조군은 GAPDH의 cDNA
를 PCR로 증폭시켰다 (2.4참조).합성된 총 cDNA50mg과 1XQUANTITECTSYBR
GreenPCRMasterMix,0.5 μM primerpairs를 섞어 혼합물을 제작하였다.준비된
혼합물을 95℃ 15분 동안 예열 한 후 95℃ 15초,58℃ 30초,72℃ 30초의 주기로
45회 반복 실시간 역전사 연쇄 중합반응을 수행하였고 (Rotor-Gen 3000 thermal
cycler,CorbettResearch,USA) 55℃에서 99℃까지의 온도로 융해곡선을 그려
primer의 특이성을 확인하였다.결과는 2-∆∆CT 공식을 적용하여 상대적 비의 변화를
표현하였다 (Livak등 2001).특정 primer는 표 3에 제시하였다.
표표표 222...역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄 중중중합합합반반반응응응에에에 사사사용용용된된된 분분분화화화유유유도도도 특특특정정정 유유유전전전자자자 ppprrriiimmmeeerrr



- 21 -

표표표 333...실실실시시시간간간 역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄 중중중합합합반반반응응응에에에 사사사용용용된된된 PPP222YYY수수수용용용체체체 및및및 IIIPPP333수수수용용용체체체 ppprrriiimmmeeerrr

222...777...세세세포포포 내내내 cccAAAMMMPPP농농농도도도 측측측정정정

세포 내 cAMP 농도 변화를 측정하기 위해 CatchPointTM cAMP Fluorescent
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AssayKit(MolecularDevicesCorporation,Orleans,CA,USA)를 사용하였다.Kit
에서 제공하는 세포 배양 용기 (96well)에 1×104개의 세포를 깔고 하루동안 37℃
세포 배양기에 안정화 시켰다.배지를 제거하고 10mM 글루코즈 (glucose)가 포
함된 Krebs-RingerBicarbonate Buffer(KRBG)씻어낸 후,세포 내에 발생한
cAMP가 분해되지 않게 하기 위해 0.75mM IBMX를 100 μlKRBG에 넣어 세포
가 들어있는 모든 용기에 10분간 처리하였다.100 μM,1mM ATP를 50 μlPBS에
넣고 각각 용기에 5분,10분,15분,30분,60분 처리하였다 (37℃).다음 과정부터는
CatchPointTM cAMPFluorescentAssayKit에서 제공해 준 실험방법과 시약을 이
용하여 진행하였다.
cAMP 측정은 FlexStation Ⅱ(MolecularDevicesCorporation,Orleans,CA,

USA)를 이용 측정하였으며 SoftMaxProv5.2(MolecularDevicesCorporation,
Orleans,CA,USA)를 이용하여 분석하였다.

222...888...자자자료료료 분분분석석석

결과는 평균 (mean)과 표준오차 (SEM)로 나타내었으며,통계적인 의의는
unpairedt-검정과 분산분석 (one-wayANOVA)으로 검정하여,p값이 0.05이하일
때를 유의한 차이가 있다고 간주하였다.결과에서 제시한 그림에서 실험횟수는 N
으로,세포 수는 n으로 표기하였다.

제제제 333장장장 결결결과과과
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333...111...AAATTTPPP에에에 의의의한한한 세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘이이이온온온농농농도도도 변변변화화화

Fura-2/AM으로 부하된 3T3-L1세포들에 ATP투여 시 대부분의 세포들 (80%
이상)에서 일시적인 세포 내 칼슘이온농도의 증가가 뚜렷이 관찰되었으며, ATP
에 의한 세포 내 칼슘이온은 농도 의존적으로 증가하였다 (그림 2).
ATP투여 후 일시적 세포 내 칼슘이온농도 증가가 세포 외 칼슘유입 때문인지,

세포 내 칼슘저장소 (endoplasmicreticulum,ER)로부터의 유리인지를 알아보기
위하여 세포 외 칼슘을 제거한 Ca2+-free(0Ca2+)관류액을 5분간 전처치한 후
ATP에 의한 세포 내 칼슘이온농도의 변화를 관찰하였다 (그림 3A).실험결과 세
포 외 칼슘이 제거된 조건에서도 ATP에 의한 세포 내 칼슘이온농도 증가는 대조
군과 비슷하게 유지되어 통계적 유의성은 없었다 (그림 3B).이 결과로 세포 외
칼슘이 ATP에 의한 세포 내 칼슘이온농도에는 영향을 미치지 않은 것으로 확인
하였다.이와 같은 결과는 ATP에 의한 칼슘 증가가 세포 외부의 칼슘과는 무관하
게 세포 내 칼슘저장소로부터의 동원에 의함을 시사한다.
다음으로는 ATP에 의한 세포 내 칼슘동원 기전을 확인하고자 PLC경로 차단제

인 U-731222 μM을 사용하여 대조군과 비교하였다.U-73122를 5분 동안 전처치
후 ATP에 의한 세포 내 칼슘반응이 완전히 차단되었다 (n=33)(그림 4A,B).반면
에,U-73122의 구조적 유사체 (isoform)인 U-733432 μM를 동일시간 전처치한 경
우 ATP에 의한 칼슘이온의 증가는 영향을 받지 않았다 (그림 4C,D).따라서 이
와 같은 결과들을 종합해 볼 때 ATP에 의한 퓨린성 수용체 활성화의 주요 기전
은 PLC경로를 통한 세포 내 칼슘저장소로부터의 칼슘 동원임을 확인하였다.

그그그림림림 222...AAATTTPPP농농농도도도에에에 따따따른른른 세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘이이이온온온농농농도도도 변변변화화화...그림 A는 형광물질인
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fura-2/AM을 세포 내로 부하한 후 (5 μM)ATP를 각 농도 별로 60초간 투여 하
였을 때 세포 내 칼슘이온농도의 변화를 기록한 것이다.ATP투여 농도에 따른
세포 내 최고 형광값의 변화양상은 그림 B와 같다.



- 25 -

그그그림림림 333...세세세포포포 외외외 칼칼칼슘슘슘이이이 AAATTTPPP에에에 의의의한한한 세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘이이이온온온농농농도도도 변변변화화화에에에 미미미치치치는는는 효효효
과과과...세포 외 칼슘을 제거한 0Ca2+관류액을 5분간 전처치한 후 ATP에 의한 세포
내 칼슘이온농도의 변화를 관찰하였다 (A).실험결과 0Ca2+ 조건에서 ATP를 투
여하였을 때 대조군과 유의한 차이가 없었다 (B).
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그그그림림림 444...UUU---777333111222222가가가 AAATTTPPP에에에 의의의한한한 세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘이이이온온온농농농도도도 변변변화화화에에에 미미미치치치는는는 효효효과과과...
PLC억제제인 U-731222 μM을 5분 동안 전처치한 경우 ATP에 의한 세포 내 칼
슘이온 증가가 완전히 봉쇄되었으나 (A,B),구조적 유사체이며,PLC억제 효과가
없는 U-733432μM은 전혀 억제 효과가 없었다 (C,D).

333...222...퓨퓨퓨린린린성성성 수수수용용용체체체 길길길항항항제제제에에에 의의의한한한 세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘이이이온온온농농농도도도 변변변화화화

ATP에 의한 세포 내 칼슘이온의 증가가 P2Y수용체를 매개하는지 확인하기 위
해,P2Y수용체 비선택적인 길항제인 suramin(1mM)을 사용하여 [Ca2+]i을 관찰
하였다.ATP에 의한 세포 내 칼슘반응은,suramin을 전처치 후에는 대조군과 비
교하여 대부분 억제되었다 (92.23±4.9%)(그림 5).
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그그그림림림 555...비비비선선선택택택적적적 길길길항항항제제제인인인 sssuuurrraaammmiiinnn이이이 세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘이이이온온온농농농도도도 변변변화화화에에에 미미미치치치는는는 효효효
과과과...Suramin을 5분간 전처치한 후 ATP에 의한 세포 내 칼슘이온농도의 변화를
관찰하였다.그 결과 세포 내 칼슘반응은 대조군의 ATP에 의한 세포 내 칼슘반응
최고값의 90% 이상 감소되어 suramin에 의해 대부분 억제됨을 확인할 수 있었다.
333...333...AAATTTPPP에에에 의의의한한한 세세세포포포 내내내 cccAAAMMMPPP농농농도도도 변변변화화화

P2Y수용체에 의한 세포 내 cAMP농도 변화를 확인하기 위해 cAMPkit를 이
용하여 ATP처리 후 cAMP의 변화를 관찰하였다.1mM ATP에 의해서 세포 내
cAMP가 증가되었는데,시간에 따라 점차 증가되었으며,약 30분 이후에는 비교적
일정한 값을 보여 1시간 처리 후 세포 내 cAMP는 ATP투여 전 2.12pmol/ml에
서 투여 후 17.42pmol/ml로 크게 증가하였다 (그림 6).
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그그그림림림 666...AAATTTPPP에에에 의의의한한한 세세세포포포 내내내 cccAAAMMMPPP농농농도도도 변변변화화화...각 시간 별로 1mM ATP를 처
리하였을 때 세포 내 cAMP농도 변화를 기록한 것이다.ATP처리 시간에 따라
cAMP의 농도가 점차 증가하는 것을 알 수 있었다.
333...444...분분분화화화 유유유도도도에에에 의의의한한한 OOOiiilll---RRReeeddd---OOO 염염염색색색

전구지방세포에서 지방세포로 분화 유도했을 때,분화 정도를 확인하기위한 방
법으로 분화가 된 지방세포에 Oil-Red-O 시료를 이용하여 지방세포를 염색하였다.
MDI시료를 처리하는 순간부터 분화가 유도되고 insulin을 2회 처리하게 되면 작
은 지방방울이 형성되었다 (그림 7).

333...555...역역역전전전사사사 연연연쇄쇄쇄 중중중합합합반반반응응응 방방방법법법을을을 이이이용용용한한한 분분분화화화유유유전전전자자자의의의 분분분자자자
생생생물물물학학학적적적 규규규명명명

적절한 분화유도 확인을 위하여 분화과정에서 발현되는 특정 유전자 adipose
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protein2(aP2),L23108(CD36),G0/G1switchgene(G0/G1)의 분포 정도를 비교
하였다.3T3-L1세포로부터 RNA를 분리한 다음 특정 유전자들의 primer를 이용
하여 역전사 연쇄 중합반응을 실시하였다.그림 9에서 나타난 바와 같이 전구지방
세포 mRNA 상태에서는 aP2와 CD36이 약하게 발현되어 있었으나 지방세포
mRNA 상태에서는 aP2와 CD36이 강하게 뚜렷이 발현되어 있었으며,특히 전구
지방세포에서 없었던 G0/G1가 관찰되었다 (그림 8).
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그그그림림림 777...전전전구구구지지지방방방세세세포포포에에에서서서 지지지방방방세세세포포포로로로 분분분화화화 유유유도도도한한한 후후후 OOOiiilll---RRReeeddd---OOO 염염염색색색...전구지
방세포를 분화 유도하여 지방세포로 만든다.그리고 지방세포로 분화가 되었는지
확인하기 위하여 Oil-Red-O 염색을 통해 확인하였다 (20X,40X는 현미경 렌즈
배율).지방세포로 분화하면서 작은 지방방울이 생기고,그 지방방울이 붉은색으로
가득 채워지는 것을 확인하였다.
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그그그림림림 888...전전전구구구지지지방방방세세세포포포와와와 지지지방방방세세세포포포에에에서서서의의의 분분분화화화에에에 따따따른른른 OOOiiilll---RRReeeddd---OOO 염염염색색색 반반반응응응과과과
분분분화화화 지지지표표표...전구지방세포와 지방세포 상태에서 분화 정도를 확인하기 위해 두 상
태의 세포에서 RNA를 분리한 다음 분화 유도 특정 유전자에 선택적인 primer를
이용하여 역전사 연쇄 중합반응을 실시하였다 (표 2.참조).대조군으로는 GAPDH
를 사용하였으며,A는 전구지방세포 상태일 때 분화 유도 특정 유전자의 발현정
도이며,B는 지방세포 상태일 때 분화 유도 특정 유전자의 발현정도이다.전구지
방세포에서 음성이던 Oil-Red-O 염색이 지방세포로 분화 후에는 강한 양성을 띠
게 된다.
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333...666...분분분화화화 전전전후후후 PPP222YYY수수수용용용체체체 및및및 IIIPPP333수수수용용용체체체 아아아형형형의의의 발발발현현현 변변변화화화

333...666...111...PPP222YYY퓨퓨퓨린린린성성성 수수수용용용체체체

약물학적 방법을 통해 전구지방세포에서 세포 내 신호전달 기전이 주로 P2Y퓨
린성 수용체에 의해 이루어지고 있음을 확인한 후,3T3-L1세포막에 발현되어 있
는 P2Y수용체 아형을 규명하고자 하였다.전구지방세포로부터 RNA를 분리한 다
음,특정 아형에 선택적인 primer를 이용하여 실시간 역전사 연쇄 중합반응을 실
시하였다.그림 9에서 나타난 바와 같이 P2Y2:P2Y5:P2Y6=3.13:38.97:1크기로 수용
체가 발현되어 있음을 알 수 있었다.
한편 전구지방세포로부터 지방세포로 분화를 유도한 뒤,같은 실험을 반복하여,
분화 전・후를 비교하였는데,그 결과는 P2Y2:P2Y5:P2Y6=5.78:8.57:5.74이었다.

333...666...222...IIIPPP333수수수용용용체체체

3T3-L1세포의 소포체에서 발현되는 IP3수용체 아형을 확인하기 위해 전구지방
세포와 지방세포로부터 RNA를 분리한 다음,특정 아형에 선택적인 primer를 이
용하여 실시간 역전사 연쇄 중합반응을 실시하였다.그림 10에서 나타난 바와 같
이 상대적인 발현양은 IP3R3,IP3R1,그리고 IP3R2순이었으며,특히 IP3R3의 경우
IP3R1의 약 5.92배로 그 발현양이 가장 컸다.한편,지방세포로의 분화 이후 IP3수
용체의 상대적 발현 또한 크게 달라졌는데,주목할 만한 것은,분화 전 가장 발현
량이 높던 IP3R3가 거의 모두 사라졌다.
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그그그림림림 999...전전전구구구지지지방방방세세세포포포와와와 지지지방방방세세세포포포에에에서서서의의의 PPP222YYY 퓨퓨퓨린린린성성성 수수수용용용체체체의의의 분분분자자자생생생물물물학학학적적적
규규규명명명...전구지방세포와 지방세포에서 RNA를 분리한 다음 실시간 역전사 연쇄 중
합반응을 실시한 결과 (표 3.참조),P2Y5수용체가 가장 많이 발현되었으며,P2Y2,
P2Y6수용체가 발현되어있음을 확인하였다.대조군으로 GAPDH를 사용하였으며,
상대적 발현량은 전구지방세포 P2Y2를 ‘1’로 기준을 두고 표현하였다.
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그그그림림림 111000...전전전구구구지지지방방방세세세포포포와와와 지지지방방방세세세포포포에에에서서서의의의 IIIPPP333수수수용용용체체체의의의 분분분자자자생생생물물물학학학적적적 규규규명명명...전
구지방세포와 지방세포에서 RNA를 분리한 다음 실시간 역전사 연쇄 중합반응을
실시한 결과 (표 3.참조)전구지방세포에서는 IP3R3수용체가 가장 많이 발현된
반면에 지방세포에서는 IP3R3 수용체가 발현되지 않았음을 확인하였다.대조군으
로 GAPDH를 사용하였으며,상대적 발현량은 전구지방세포 IP3R1를 ‘1’로 기준을
두고 표현하였다.

제제제 444장장장 고고고찰찰찰



- 36 -

본 연구에서는 세포 내 칼슘이온의 측정,cAMP정량,분화유도,그리고 몇몇
분자생물학적 기법을 활용하여 전구지방세포인 3T3-L1세포에 발현된 P2Y수용체
의 아형 확인하고 그 특성을 규명하는 것을 목적으로 하였다.
세포 내 칼슘신호전달과 관련하여 P2Y수용체의 특징은 세포 외부의 칼슘이온

과는 무관하게,주로 G-단백 (Gq/11)을 매개로 세포 내 칼슘이온 저장소로부터 칼
슘이온을 동원하는 것이다 (Janssens등,1997;Ralevic및 Burnstock,1998;Fries
등,2004).3T3-L1세포에 대한 세포 외액의 ATP노출은 일시적인 세포 내 칼슘이
온의 증가를 나타내었는데,이와 같은 반응은 세포 외액의 칼슘이온에 무관하게
나타났으며,비선택적인 퓨린 수용체 길항제인 suramin에 의해 대부분 억제되었
다.P2Y퓨린성 수용체 중 대표적으로 P2Y1,2,4,6은 주로 PLC경로를 통한 IP3의
생성에 의해 칼슘조절에 관여하는데,본 실험의 결과에서는 P2Y2,P2Y5및 P2Y6가
검색되었으며,그중 P2Y5의 발현이 상대적으로 가장 높았다.한편,ATP에 의한 세
포 내 칼슘이온 증가는 농도 의존적이었으며,PLC억제제인 U-73122에 의해 선택
적으로 그 효과가 봉쇄되는 것으로 보아,세포 내 칼슘이온의 증가는 전적으로
PLC의존적인 경로를 통해 이루어짐을 알 수 있었다.PLC활성화 이후의 칼슘신
호전달기전은 대표적으로 IP3수용체가 관여함으로 IP3수용체 아형의 발현 분포
를 확인하여 보았는데,주로 IP3R3가 가장 많았으며,일부 IP3R1가 일부 발현되었
으나,상대적으로 IP3R2은 미미하였다.이상의 결과는 ATP에 의한 3T3-L1세포에
서의 칼슘증가는 대부분 PLC활성화를 경유하여 IP3R3를 통한 세포내 ER로 부터
의 칼슘동원에 기인함을 의미한다.
전구지방세포에 발현된 것으로 확인된 P2Y2,5,6아형의 퓨린성 수용체들은 대

부분 인간을 비롯하여 포유동물 조직에서 널리 분포하며 기능적으로 활성화되어
있는 아형들이다 (Raleic및 Burnstock,1998;Sak및 Webb,2002;Abbracchio등,
2003;Fries등,2004;Pasternack등,2008).결과에 나타낸 바와 같이 3T3-L1세포
에서 P2Y5수용체의 발현이 가장 두드러진다는 매우 주목할 만한 사실이다.P2Y5
수용체는 현재 인간과 마우스 두 종에서 유전자가 클로닝되어 있으며,G-단백 (Gs
혹은 Gi/o)과 연관이 있다는 몇몇 보고 이외는 특이 수용체 효현제나 봉쇄제가
알려져 있지 않고 있으며,생리적 혹은 병태 생리적 기능에 대해서는 거의 알려진
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바가 없다 (Janssens등,1997;Ralevic및 Burnstock,1998;sak및 Webb,2002;
Abbracchio등,2003;Aoki등,2008).특히 P2Y5를 경유한 세포 내 칼슘신호 전달
과정과 관련하여 PLC-IP3경로에 대해서는 보고된 바가 없으며,cAMP경로와의
가능성에 대해서도 그 알려진 바가 매우 적었다.본 실험에서 확인한 ATP에 의한
세포 내 칼슘이온 증가에는 크게 관여하지 않을 것으로 추측되나,선택적인 효현
제나 봉쇄제의 부재로 현재로서는 그 가능성을 완전히 배제할 수 없다.siRNA 혹
은 과발현 기법 등을 활용하여 P2Y5수용체의 발현을 억제시키거나,혹은 크게 발
현량을 높였을 때 세포 내 칼슘이온 농도에 미치는 효과를 측정한다면,보다 정확
한 관련성 여부를 확인 할 수 있겠다.
최근 P2Y5수용체와 관련된 신호전달 과정과 역할에 대한 흥미로운 보고로,인

간 머리카락 손실과 관련된 유전자로 알려졌으며,cAMP증가를 통한 증식,분화
및 생존에 매우 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀졌다 (Pasternack등,2008).따라
서 본 연구에서는 ATP를 통한 퓨린 수용체 자극 시 cAMP농도의 변화를 초래
할 수 있는지,혹은 P2Y5 수용체가 이에 관여하는지 알아보고자 하였다.결과에
나타내었듯이 ATP투여 시 3T3-L1세포 내에서 cAMP의 뚜렷한 증가를 볼 수 있
었으며,투여 시간에 따른 점진적인 변화를 관찰할 수 있었다.다만,이와 같은
cAMP의 증가가 P2Y5수용체에 선택적인지의 여부는 본 실험에서는 확인할 수 없
었는데,향후 P2Y5수용체를 knock-out시킨 모델에서 확인해 본다면,그 작용을
명확히 할 수 있을 것으로 사료된다.
전구지방세포는 다양한 생리적 혹은 병리적 조건하에서 분화 (differentiation),

목표지점으로 이동 (migration)되어 지방세포로 기능하게 되는데, 본 실험에서는
기존에 알려진 MDI처리 기법을 활용하여,분화를 유도시키고 분화 전・후의
P2Y수용체의 아형의 변화나 작용 기전의 차이점들을 확인하고자 하였다.우선 적
절한 분화유도를 확인을 위해 두 가지를 시행하였다.첫째,분화유도 유전자
adipose protein 2 (aP2), L23108 (CD36), G0/G1 switch gene (G0/G1)
(Omatsu-Kanbe,2006)의 분포 정도를 분자생물학적 방법을 이용하여 비교하였다.
전구지방세포 상태에서는 aP2와 CD36이 약하게 발현되어 있으나 지방세포
mRNA 상태에서는 aP2와 CD36이 뚜렷이 발현되어 있었으며,특히 전구지방세포
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에서 없었던 G0/G1가 관찰되었다.이로써 분화가 이루어지면서 각각의 유전자들
의 발현이 많아지고 특히 완전 분화가 된 지방세포에서 G0/G1가 관찰됨으로써,
전구지방세포로 부터 지방세포로의 분화를 확인하였다.둘째,지방세포로의 분화
정도를 형태학적으로 관찰하였으며,지방세포 내 지방과립의 선택적인 염색을 위
해 Oil-Red-O 특이 염색을 시행하였으며 (Omatsu-Kanbe등,2006),결과에 나타낸
대로 대부분 성공적인 분화가 이루어 졌고,그 경우 Oil-Red-O 염색에 강한 양성
을 보여주었다.이들 기준을 근거로 분화 유도 후 P2Y수용체 아형에 대한 발현
양상의 변화를 분화유도 전과 비교해 보았는데,P2Y2,P2Y5,그리고 P2Y6수용체
발현에 대한 상대적인 양적인 차이를 보였으나,질적인 면에서 큰 변화를 확인할
수는 없었다.한편,주목할 만한 사실 중의 하나는 IP3수용체 아형에 대한 큰 변
화였다.지방전구세포,즉 분화 유도 전 세포의 경우,세 가지 IP3수용체 아형 중
가장 상대적인 발현량이 높은 IP3R3가 분화 유도 후 거의 완전히 억제되어 있었
다.이와 같은 사실은 분화 유도 후 IP3수용체를 매개로 하는 많은 G-단백 연결
수용체들의 세포 내 칼슘동원기전이 크게 기능에 관여하지 못함을 의미하며,비록
칼슘동원에 관여하는 P2Y수용체의 양적 및 질적 변화가 크지 않더라도,P2Y수
용체 활성화를 통한 세포 내 칼슘이온 증가의 역할이 크게 감소될 것임을 시사해
준다.
ATP는 지방조직에서 다양한 기능을 담당하고 있다 (Kim 등,2004;Wang등,

2007).일련의 실험결과들로부터,지방세포에서 퓨린성 수용체의 활성화는 포도당
이동,지방분해,인슐린 신호과정 등에 관여하며,세포성장,세포조직골격의 변화,
세포막 trafficking조절에 관여하는 것으로 보고되어 왔고,최근에 와서는 지방전
구세포에서 세포 외액의 ATP가 지방세포로의 분화조절의 transcriptionfactor로
작용하는 것은 아니지만 지방전구세포에서 몇몇 adipogenichormones의 민감도를
증가시킴으로서 지방조직형성과정 (adipogenesis)을 촉진시키는 것으로 보고된 바
있다 (Kim 등,2004;Omatsu-Kanbe등,2006).본 실험의 결과를 미루어 볼 때 분
화유도전인 지방전구세포 상태에서는 P2Y수용체의 활성화는 주로 PLC-IP3경로
를 통한 세포 내 칼슘이온증가에 관여하며,분화 유도 후에는 주요 IP3수용체인
IP3R3수용체가 발현되지 않아 이를 통한 칼슘신호전달은 억제되어 있을 것으로
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생각된다.한 가지 다른 신호전달의 가능성은 분화유도 후 cAMP를 통한 조절 기
능이다.이미 성숙한 지방세포에서 cAMP를 통한 대사과정은 많이 알려져 있는데
(Bell등,2002;Moon등,2008),이와 같은 기전은 분화 전후에 지방세포에서도 확
인되었다.다만 이미 언급한데로,P2Y5수용체의 직접적인 관여 여부 혹은 cAMP
신호전달의 추가적인 연구결과가 뒤따라진다면,매우 명확한 결과를 설명할 수 있
을 것으로 판단된다.
이상의 결과를 유추하여 볼 때 P2Y수용체의 활성화는 전구지방세포에서는 세

포 내 칼슘이온농도를 증가시켜,세포의 증식,이동 및 분화를 촉진시키고,지방세
포로 충분한 분화가 이루어지고 난 후에는 세포 내 cAMP를 증가시킴으로서 지방
대사 조절에 관여하며,지방세포의 발달과 성숙에 기여할 것으로 추측된다.이와
같은 연구 결과는 향후 지방세포의 분화,기능을 이해하는 중요한 자료로서 이해
될 수 있으며 지방세포 생물학에서 퓨린 슈용체의 역할에 관한 이해를 높이고,앞
으로 다양한 생리적 혹은 병적 환경 하에서의 역할을 설명할 수 있을 것으로 기
대한다.
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전구지방세포와 분화가 유도된 지방세포에 존재하는 퓨린성 수용체의 특성 및
그 기전의 일부를 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.대부분의 지방전구세포에서 ATP투여 시 현저한 [Ca2+]i증가를 관찰할 수 있
었으며,이와 같은 변화는 세포외 칼슘과 무관하게 세포내 칼슘저장소로 부터의
동원에 의해 이루어 졌다.
2.ATP에 의해 유도된 세포내 칼슘이온 증가는 전적으로 PLC의 매개 하에 이루
어짐을 알 수 있었다.
3.지방세포로의 분화과정은 G0/G1의 발현 유무와 세포의 형태학적 특성,특히
Oil-red-O 특이염색으로 확인 가능하였다.
4.3T3-L1세포에서 P2Y2,5,6아형의 퓨린성 수용체를 코딩하는 mRNA들이 확
인되었으며 특히,P2Y5가 가장 많이 발현되어 있었고,이들의 발현은 지방세포 분
화 후에도 질적으로 크게 달라지지 않았다.
5.전구지방세포에서는 IP3수용체 아형 중 IP3R3가 가장 높은 발현을 보인 반면,
지방세포로 분화된 후에는 IP3R3발현이 거의 없음을 확인하였다.
6.P2Y수용체를 통한 cAMP증가가 관찰되었고,이와 관련된 주요 아형의 P2Y
수용체는 P2Y5수용체일 것으로 추측하였다.

이상의 결과를 종합해 볼 때,지방전구세포 혹은 분화 유도 후 지방세포에 P2Y
수용체가 작용하되,일부는 세포내 칼슘이온 농도의 증가를 통해,또 일부는 세포
내 cAMP농도의 증가를 매개로 기능하는 것으로 판단되며,이와 같은 세포신호
전달을 통해 adipogenesis과정,혹은 성숙 지방세포에서의 세포 증식,성숙,분화,
이동 혹은 세포사멸과정 등에 다양하게 관여할 것으로 추측된다.
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Extracellular ATP elicits diverse physiologicaleffects by binding to the
G-protein-coupledP2Y receptorsontheplasmamembrane.Inadditiontothe
short-term effectsofextracellularnucleotidesoncellfunctions,thereisevidence
thatsuchpurinergicsignallingcanhavelong-term effectsoncellproliferation,
differentiationanddeath.The3T3-L1celllinederivedfrom mouseembryoisa
well-established and commonly utilized in vitro model for adipocytes
differentiation and function.However,the distributions and roles ofP2Y
subtypesarestillunknowninthepreadipocyte.Inthisstudyweidentifiedthe
distributionsand rolesofP2Y subtypesin preadipocyteusingCa2+ imaging
andrealtime-PCR.
ATP (EC50=224±0.06 μM, n=9) increased the [Ca2+]i in a

concentration-dependent manner. ATP increased Ca2+ in absence and/or
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presence ofextracellular Ca2+.Suramin,non-selective P2Y blocker,largely
blocked theATP-induced Ca2+ response.U73122,aPLC inhibitor,completely
inhibited Ca2+ mobilization in 3T3-L1 cells. The mRNA expression by
realtime-PCR ofP2Y subtypeswasP2Y2:P2Y5:P2Y6=3.13:38.97:1.FunctionalP2Y
receptor,particularinP2Y5mediatesanincreaseinintracellularcAMPathigh
concentrationofATPin3T3-L1cells.TherelativeexpressionofP2Ysubtypes
wasmarkedlychangedparticularindifferentiatedadipocytesattaininganewly
G0/G1gene.
In conclusion,we showed thatP2Y5 receptoris a dominantpurinergic

receptor in preadipocytes,and multiple P2Y receptors could involve in
differentiation and migration via regulating ofintracellularCa2+ and cAMP
level.
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