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Na+-Ca2+ 교환은 세포막 내외에 존재하는 Na+ 및 Ca2+의 농도차를 원동력으로
하여 Na+과 Ca2+을 맞교환하는 수송체로 심근에서는 Ca2+배출을 주도하는 기전으
로 역할하고 있다.그러나 심근의 경우 Na+및 Ca2+의 농도차와 아울러 막전위의
변동에 의해 Na+-Ca2+교환은 활성 전압 초기에 일시적으로 Ca2+을 세포내로 유
입시키기도 하며,이때 유입된 Ca2+역시 L-typeCa2+통로를 통해 유입되는 Ca2+

과 마찬가지로 근소포체로부터 Ca2+을 유리시킨다는 보고가 제시되었다.이러한
현상은 근소포체의 Ca2+ 유리 통로인 ryanodine수용체가 집중되어 있는 dyadic
cleft내에 Na+-Ca2+교환이 공존하여 두 구조가 거리적으로 인접하여야 가능할 것
이다.그러나 이에 대한 조직학적 연구는 현존하는 연구 기법의 해상도의 한계로
인해 뚜렷한 결론을 내리지 못하고 있는 실정이다.뿐만 아니라 기능적인 측면에
서도 Na+-Ca2+교환에 의해 배출되는 Ca2+의 양이 전체 활성 Ca2+의 20~30%인
토끼 및 기니픽 등에서는 이러한 보고가 명확하게 확인되어 기정사실로 받아들여
지고 있지만,그 양이 8~10%로 적은 흰쥐 및 생쥐 등에서는 그렇지 못하다는
반론이 우세하여 혼란을 초래하고 있다.그러므로 본 연구에서는 Na+-Ca2+교환을
통해 유입되는 Ca2+역시 근소포체로부터 Ca2+을 유리시킨다는 사실을 추구하기
위한 일환으로,고농도의 BAPTA에 의해 만들어지는 Ca2+ microdomain내에
ryanodine수용체와 Na+-Ca2+교환의 공존 여부를 토끼와 흰쥐에서 비교함으로써
이와 같은 종에 따른 차이가 나타나게 되는 원인을 규명하여 보고자 하였다.얻어
진 결과는 다음과 같다.
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1.Na+배제는 10mM BAPTA로 투석한 흰쥐 및 토끼의 심근 세포를 -30mV에
서 +40mV까지 탈분극함으로 유발된 ICaL을 전압에 반비례하여 억제하였으며,
+40mV에서는 아무런 변동을 초래하지 못하였다.

2.10 μM ryanodine전처치 시 토끼 심근 세포의 경우에는 Na+배제에 의한 ICaL
억제가 유의하게 감소되었으나,흰쥐 심근 세포에서는 별다른 차이가 나타나지
않았다.

3.10mM caffeine투여 시 토끼 심근 세포의 경우에는 10mM BAPTA 존재에
도 불구하고 내향성 NCX 전류가 발생되었으나,흰쥐 심근 세포에서는 나타나
지 않았다.

이상의 결과로 보아,흰쥐 심근에서는 Na+-Ca2+ 교환이 L-typeCa2+ 통로와
ryanodine수용체에 의해 형성되는 기능적 Ca2+ microdomain에서 배제되어 있는
반면,토끼 심근에서는 이들 3가지 구조가 동일한 Ca2+microdomain내에 공존하
고 있다.

핵심되는 말:Na+-Ca2+교환,L-typeCa2+통로,Ryanodine수용체,BAPTA
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<지도 고고고 창창창 만만만 교수>
연세대학교 대학원 의학과

진진진 호호호

제제제111장장장 서서서 론론론

심근은 약 200nm 간격으로 규칙적인 배열을 하고 있는 t-tubule이 잘 발달되어
있다.심근의 t-tubule안에는 근막을 따라 세포내 Ca2+유리 기관인 근소포체가 나란
히 마주보며 배열되어 있는 구조가 있다.이와 같이 t-tubule내의 근막과 근소포체
막이 나란히 마주 보고 배열되어 있는 구조를 dyad라고 하고 막사이의 공간을
dyadiccleft라고 한다(Carl등,1995;Sun등,1995).Dyad구조에서 근막에는 세포
외부 Ca2+이 유입되는 이온 통로인 전압 민감성 L-typeCa2+ 통로(L-typeCa2+

channel;LTCC)가 존재하고,근소포체 막에는 저장된 Ca2+이 세포질로 유리되는 통
로인 ryanodine수용체가 존재한다.심장의 수축은 활동전압에 의해 LTCC가 활성되
어 세포외부의 Ca2+이 세포내로 유입되면서 개시된다(Bers,2001).LTCC활성에 의
해 유입된 Ca2+은 인접해 있는 ryanodine수용체를 활성시켜 Ca2+을 근소포체로부터
세포질내로 유리한다.외부로부터 유입된 Ca2+과 근소포체로부터 유리된 Ca2+은 actin
과 결합하여 수축을 유발하게 된다.이처럼 외부로부터 유입된 Ca2+에 의해 근소포체
로부터 Ca2+을 유리하는 과정을 Ca2+ 유발 Ca2+유리 (Ca2+-dependentCa2+-release;
CICR)라 하고, 막의 전기적 활성이 심근세포의 수축을 유발하는 과정을
excitation-contractioncoupling(E-Ccoupling)이라고 한다(Fabiato,1983).그러므로
t-tubule에 존재하는 dyad구조는 심근수축기전을 이해하는데 중요한 열쇠가 된다.
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수축에 필요한 활성 Ca2+은 이와 같이 외부로부터 유입되는 소량의 외부 Ca2+과
근소포체로부터 유리된 대량의 내부 Ca2+으로 이루어져 있다.그러나 그 비율은
종에 따라 서로 다르다.즉 흰쥐,생쥐와 같은 동물에서는 외부로부터 유입되는
Ca2+이 8~10%,내부로부터 유리되는 Ca2+이 90~92%에 이르는 것으로 알려져
있다.반면에 토끼,족제비,개,고양이,기닉픽 등에서는 외부로부터 유입되는
Ca2+이 28~30%,내부로부터 유리되는 Ca2+이 70~72%에 이르는 것으로 알려
져 있다.한편 심근의 이완은 세포내 증가된 활성 Ca2+이 제거됨으로서 발생한다
(Bers2002;Bers등,1996).심근의 Ca2+항성성을 유지하기 위해 제거 과정에서
도 세포외부로부터 유입된 Ca2+과 동일한 양의 Ca2+은 근막에 존재하는 Na+-Ca2+

exchanger(NCX)와 Ca2+-ATPase에 의해 세포 밖으로 배출되고 근소포체로부터
유리된 Ca2+과 동일한 양의 Ca2+은 근소포체의 sarcoplasmic recticulum Ca2+

ATPase(SERCA)에 의해 재섭취 된다.그러나 근막에 존재하는 Ca2+-ATPase는
NCX에 비해 Ca2+ 배출 활성이 낮기 때문에 세포내 Ca2+ 배출은 대부분 NCX를
통해 이루어지고 있다(Bers,2001).

NCX는 한 분자의 Ca2+이온에 대해 세 분자의 Na+이온이 맞교환 하는 기전으
로 세포막을 사이에 두고 Ca2+과 Na+의 농도차 그리고 막전압에 따라 Ca2+의 이
동 방향은 수시로 바뀌게 된다.뿐만아니라 교환되는 이온의 전하 차이에 의해
Na+이온의 이동방향으로 전류를 발생한다.그러므로 NCX는 세포내 Ca2+을 배출
하면서 내향 NCX 전류를 발생할 수 있고 (forwardmode)또한 세포내로 Ca2+을
유입하면서 외향 NCX 전류를 발생할 수 있다 (reversemode).실제로 활동전압
초기에는 NCX를 통해 Ca2+이 유입되는 것으로 알려져 있다.그러나 대부분의 심
근주기 동안 NCX는 내향 전류를 발생하며 Ca2+을 배출하게 되며,결국 심근의 가
장 중요한 Ca2+배출 기전으로 작용하고 있다.

한편 NCX를 통해 유입된 소량의 외부 Ca2+이 LTCC를 통해 유입된 Ca2+과 마
찬가지로 근소포체로부터 Ca2+을 유리할 수 있다는 사실이 기닉픽에서 보고되었다
(Leblanc및 Hume,1990).NCX를 통해 유입된 Ca2+이 CICR를 유발하기 위해서
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는 NCX가 dyadiccleft내의 ryanodine수용체와 매우 근접하게 위치해 있어야
할 것이다.그러나 dyadiccleft내에 NCX의 존재 여부를 추구하는 조직학적 연구
결과는 보고자마다 상반되는 결과를 보고함으로서 아직 뚜렷한 결론을 내리지 못
하고 있다.형광 염색을 통한 면역조직학적 연구에서 일부 연구자들은 NCX가 주
로 T-tubule에 존재하고 있는 것으로 보고 하였지만(Frank등,1992)다른 연구자
들은 NCX가 근막 전체에 분포하고 있는 것으로 보고하였다(Musa 등,2002;
Kieval등 1992).한편 최근엔 de-tubulation을 이용한 연구에서 de-tubulation후
NCX의 활성이 상당량 감소되는 결과를 얻음으로서 NCX가 적어도 t-tubule에 주
로 존재하는 것으로 받아들여지고 있다(Yang등,2002;Brette등,2002;Fowler
등,2004).그러나 NCX가 t-tubule내 중에서도 dyadiccleft안에 존재하고 있는
지에 대해서는 현존하는 광학적 측정방법의 해상도를 크게 벗어나 있어 실제적으
로 확인이 불가능하다(Scriven등 2000;Brette및 Orchard,2003).

이러한 혼란은 기능적 연구 결과에서도 마찬가지이다.초기의 기능적 연구에서
LTCC봉쇄제를 사용하여 LTCC를 봉쇄한 후 NCX를 통해 유입된 Ca2+이 근소포
체로부터 Ca2+을 유리할 수 있는 가능성을 보여 주었다 (Kohmoto등,1994;Levi
등,1994;Grantham 및 Cannell,1996;Leblanc및 Hume,1990).하지만 다른 연구
자는 caffeine을 처치하여 근소포체로부터 Ca2+을 유리하였을 때 NCX를 통한
Ca2+의 배출이 고농도의 Ca2+ 완충제에 의해 완벽히 억제됨으로써 NCX가
ryanodine수용체의 Ca2+microdomain과 기능적으로 분리되어 있다고 보고하였다
(Adachi-Akahane등,1996).선행된 기능적 연구에서 NCX를 통해 유입된 Ca2+에
의한 CICR 기전은 대부분 NCX의 활성인 큰 기닉픽과 토끼에서 보고된 반면에
NCX가 ryanodine수용체와 기능적으로 분리되어 있다는 보고는 대부분 NCX 활
성이 적은 흰쥐에서 주로 보고되었다.

한편 최근에 심근의 NCX의 발현을 조절한 동물모델에서 NCX가 L-typeCa2+

전류 (ICaL)의 Ca2+의존 불활성(Ca2+-dependentinactivation;CDI)를 조절하고 있
음이 알려졌다.즉 심근의 NCX를 과발현(over-expression)한 마우스에서 ICaL가
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증가하였고 반면에 심근의 NCX의 발현을 억제한(cardiacspecificknockout)마우
스에서 ICaL가 상당량 감소(~50%)하였다 (Henderson등,2004;Pott등,2006).이
와 같이 흰쥐와 유사한 NCX 활성을 가지고 있는 마우스에서 NCX가 ICaL를 조절
하기 위해서는 NCX와 LTCC가 매우 근접해 위치해 있어야 할 것이다.심근에서
LTCC는 t-tubule내에서도 근소포체의 유리 통로인 ryanodine수용체가 있는
dyadiccleft내에 집중되어 있는 것을 감안 한다면,NCX 또한 dyadiccleft내에
존재할 가능성이 있을 것으로 추측된다.

선행된 연구를 종합해 보면 NCX는 t-tubule에 존재하지만 NCX를 포함하는 영
역이 근소포체의 ryanodine수용체와 LTCC가 포함된 dyadiccleft안에 존재하는
지 아니면 단지 NCX가 LTCC와 같은 영역에 존재하지만 ryanodine수용체가 배
제된 dyadiccleft밖에 존재하는지에 대해 명확히 규명되지 않았다.만약 NCX가
심근의 dyadiccleft내에 존재하고,dyadiccleft내에서 LTCC를 통해 세포외부로
부터 유입된 Ca2+과 근소포체로부터 유리된 Ca2+이 NCX에 의해 배출된다면,NCX
는 심근의 수축조절에 있어 중요한 역할을 담당하게 될 것이다.즉 dyadiccleft
내에서 NCX의 활성은 LTCC를 통해 유입된 Ca2+과 근소포체로부터 유리된 Ca2+

을 배출하여 실제 수축에 필요한 활성 Ca2+량을 감소시키데 될 것이고 결국 수축
속도와 강도에 영향을 미치게 될 것이다.

그러므로 본 연구에서는 심장의 수축 기전에서 NCX의 작용을 규명하기 위해
NCX가 dyadiccleft내에 존재하는 지를 확인하고자 하였다.이러한 목적을 달성
하기 위해 효소로 분리한 토끼와 흰쥐의 심실근 세포는 고농도의 Ca2+ 완충제인
BAPTA에 의해 Ca2+의 확산을 제한한 상태에서 전기 생리적 방법을 이용하여
ICaL를 발생하였고 Ca2+을 배출하면서 발생하는 내향 NCX 전류를 약리학적 방법
을 이용하여 측정하였다.또한 근소포체의 Ca2+ 유리 통로 봉쇄제인 ryanodine이
존재할 때와 존재하지 않을 때에 NCX의 내향 전류를 비교 분석하였다.
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제제제222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

222...111단단단일일일 심심심실실실근근근 세세세포포포의의의 분분분리리리
본 실험에서는 체중 250g내외의 흰쥐(Sprague-Dawleyrat)와 2.5kg내외의

토끼를 사용하여 효소 분리 방법에 따라 심실근세포를 분리하였다(Mitra와
Morad,1985).모든 종은 heparin 500 IU/kg을 복강 내 주사로 전처치한 후
pentobabitalsodium 50mg/kg을 복강 내 주사하여 마취를 유도하였다.대동맥 기
시부를 보존한 상태로 적출한 심장은 Ca2+이 제거된 Tyrode용액에 담근 다음 부
드럽게 두 세 차례 짜주어 심실내의 혈액을 제거하였다.이어 빠른 시간 내에 대
동맥에 관을 삽입한 후 연동펌프(peristaltic pump)를 이용하여 Ca2+이 제거된
Tyrode용액을 흰쥐은 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(typeXIⅤ,Sigma,Louis,USA),토끼는 0.9mg/mlcollagenasetype
2(activity274U/mg,Worthington,Lakewood,USA)와 0.4mg/mlprotease(type
XIⅤ,Sigma,USA)을 첨가하여 15분간 관류시킴으로써 심근 내 결체조직을 분해
시켰다.효소 처치 후 0.2mM Ca2+이 첨가된 Tyrode용액으로 바꾸어 6분간
관류함으로써 심근 조직 내 효소를 씻어내었다.이 후 심실근 조직 부위만 떼어내
어 0.2mM Ca2+이 첨가된 Tyrode용액이 들어있는 petridish로 옮겨 해부 가위
로 조직을 길이 방향으로 흠집을 낸 후 부드럽게 흔들어 단일 심실근세포를 분리
하였다.분리된 심실근세포는 실온에서 보관하였으며,분리 후 10시간 이내에 사용
하였다.심실근세포 분리는 37℃에서 수행하였고 분리에 사용한 용액은 모두
100% 산소로 포화시켰다.본 실험에 사용한 Tyrode용액의 조성(mM)은 136
NaCl,5.4KCl,2CaCl2,0.99MgCl2,10HEPES,10glucose이고 충분히 교반한
후 1N NaOH로 pH를 7.4로 적정하여 사용하였다.
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222...222전전전기기기 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 미세조작기(TS-5000-150,Burleigh,USA)를 사
용하여 미세유리전극을 심실근세포에 접촉시켜 gigaseal를 형성한 후 가벼운 음
압을 가하여 미세유리전극과 접촉된 근세포막을 파열시켜 형성하였다.측정된 전
류를 세포 크기에 따라 보정하기 위해 근세포의 축전전류(capacitancecurrent)를
10mV 크기로 과분극을 시킨 상태에서 Pclamp9software(Axon instrument,
Fostercity,USA)를 사용하여 측정하였다.전극용액이 세포질로 확산되도록 충분
히 기다린 다음 막전압을 -60mV로 고정한 후 0mV로 100ms동안 탈분극 자
극을 주어 Ca2+전류를 유발하였고 탈분극 자극으로 발생한 전류가 안정될 때까지
기다린 다음 실험을 진행하였다.

222...333실실실험험험 용용용액액액 및및및 시시시약약약
실험에 사용한 전극용액의 구성 (mM)은 10BAPTA,125CsCl,3.5CaCl2,5

ATP-Mg,20 tetraethylammonium chloride(TEA-Cl),0.1 cAMP 이며 pH는
CsOH를 사용하여 7.2로 적정하였다.CsCl와 TEA-Cl는 K+전류를 억제하기 위해
첨가하였다.세포내 Ca2+농도는 WinmaxCv2.5(stanfordUniversity,USA)를 사
용하여 90nM이 되도록 조절하였다.
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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.Na+을 배제
한 용액(0Na)은 약물 용액의 NaCl를 LiCl로 대치하여 Na+를 제거하였다.
결체조직 분해효소인 collagenase B는 BoehringerMannheim, collagenase

type2는 Worthington,그리고 proteasetypeⅪⅤ는 Sigma로부터 구입하였다.그
리고 마취를 유도하기 위해 사용한 heparin(국산)과 pentobarbitalsodium(국산)은
국내제조업체로부터 구입하였다.Tyrode용액의 제조에 사용한 약물과 ryanodine
수용체 봉쇄제인 ryanodine과 L-typeCa2+ 통로 길항제인 nimodipine는 Sigma로
부터 구입하였다.

222...555자자자료료료 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

단일 세포로 분리된 흰쥐 심실근 세포는 전 세포막 고정법(whole-cellpatch
clampmethod)를 시행하였다.흰쥐 심실근 세포는 막전압을 -60mV로 고정한 후
각각 -30,-10,0,+10,+40mV로 100ms동안 탈분극하여 ICaL를 유발하였다.현
제 사용하는 NCX 봉쇄제는 대부분 ICaL를 억제하는 것으로 알려져 있다 (Reuter
등,2002).그러므로 본 실험에서는 NCX를 봉쇄하기 위해 약물용액에 NCX의 기
질 이온인 Na+을 Li+으로 대체한 Na+배제용액(0Na)을 사용하였다.0Na은 탈분극
자극 2초 전에 처치하여 탈분극 자극이 끝날 때 까지 처치하였다.측정된 전류는
탈분극으로 발생한 내향전류에서 10 μM nimodipine에 의해 억제된 전류의 차로
구하였다.실험에 사용한 단일 심실근 세포는 횡문이 뚜렷하고 가장자리가 명확
한 세포만을 선정하였다.전류의 측정은 투석용액이 세포내로 충분히 투석되도록
기다린 후 0mV로 탈분극에 의해 발생하는 전류가 안정된 후 측정을 실시하였다.

333...111흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 IIICCCaaaLLL에에에 대대대한한한 000NNNaaa효효효과과과
투석용액에 10mM BAPTA의 첨가는 세포의 수축을 강력히 억제하였고 탈분

극에 의해 발생한 내향전류는 10uM nimodipine에 의해 완벽히 봉쇄되었다.탈분
극에 의해 발생한 내향전류는 -30mV (-7.0±1.8pA/pF,-0.3±0.06pC/pF,n=9)에
서 느리게 활성되고 느리게 불활성되는 작은 내향전류를 발생하였다.탈분극이
-10mV (-27.8±1.4pA/pF,-0.9±0.05pC/pF,n=10),0mV (-27.0±1.1pA/pF,
-1.0±0.04pC/pF,n=11)로 커짐으로서 빠르게 활성되는 큰 내향전류를 발생하였고,
이후 탈분극이 +10 mV (-20.9±0.8 pA/pF,-1.0±0.02pC/pF,n=9),+40 mV
(-7.4±0.5pA/pF,-0.4±0.03pC/pF,n=9)로 커짐으로 내향전류는 감소하였다 (그림
1).0Na은 -30mV,-10mV,0mV 그리고 +10mV의 탈분극으로 발생한 내향 전
류를 의미 있게 억제하였고 0Na으로 억제되는 전류와 전하유입량의 분율은 각각
-30mV에서 53.0±4.6%,46.1±3.5%,-10mV에서 17.5±2.4%,14.8±0.6%,0
mV에서 10.0±0.8%,8.7±0.6%,+10mV에서 3.6±1.0%,6.3±0.6% 억제하였다.한
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편 +40mV의 탈분극 자극으로 발생한 내향 전류는 0Na에 의해 의미있게 억제되
지 않았다.+40mV의 탈분극에서 NCX의 전류는 강하게 reversemode로 작용한
다.그러나 +40mV에서 0Na의 효과가 사라지는 것은 본 연구의 실험조건에서
revesemodeNCX전류가 거의 발생하지 않고 있음을 의미한다.

그림 2는 막전압의 변화에 따른 0Na의 처치 전과 처치 후의 ICaL의 최대 전류와
전하 유입량의 변화를 보여주고 있다.ICaL의 최대 전류와 전하유입량은 0mV 근
처에서 최대값을 보이는 종모양(bellshape)의 전형적인 ICaL의 전류-전압 곡선을
보여주고 있다.0Na은 -30mV에서 +10mV에서 내향전류를 의미 있게 억제하였
다.0Na으로 억제되는 실제 전류와 실제 전하 유입량은 전압에 반비례하여 감소
하였다.
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그그그림림림 111...흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 NNNaaa+++ 배배배제제제에에에 의의의한한한 IIICCCaaaLLL의의의 억억억제제제...그림은 10mM
BAPTA로 투석한 흰쥐 심실근 세포를 막전압 -60mV로 고정한 상태에서 100
ms동안 -10mV (A),0mV (B),+10mV (C)로 탈분극 함으로 발생한 실제 ICaL
을 나타낸다.0Na은 탈분극 2초 전에 처치하여 탈분극이 끝날 때 까지 처치하였
다.Veh:KCl를 제거한 tyrode용액 +0.1mM DIDS+3 μM TTX,0Na:Veh에
서 NaCl을 LiCl로 대치한 용액,Nimo:10 μM nimodipine.
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그그그림림림 222...흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 IIICCCaaaLLL의의의 전전전류류류---전전전압압압 상상상관관관관관관계계계에에에 대대대한한한 NNNaaa+++배배배제제제의의의
영영영향향향...A:최대 전류,B:전하유입량.○:Veh,●:0Na,◆:Veh과 0Na의 차.실험
예수:-30mV (n=9),-10mV (n=10),0mV (n=11),+10mV (n=9),+40mV
(n=9).*:p<0.05,**:p<0.01,***:p<0.001.
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333...222근근근소소소포포포체체체 유유유리리리 CCCaaa222+++제제제거거거 후후후 000NNNaaa효효효과과과
심실근 세포에서 활성 Ca2+은 세포외부로부터 LTCC를 통해 유입된 Ca2+과

CICR 기전에 의해 근소포체로부터 유리된 Ca2+에 의해 공급된다.만약 10mM
BAPTA로 형성한 Ca2+ microdomain에 근소포체로부터 유리된 Ca2+이 존재하고
있다면 0Na으로 억제된 전류에 근소포체로부터 유리된 Ca2+에 의해 발생한 내향
전류가 포함되어 있을 것이다.그러므로 10mM BAPTA로 투석한 흰쥐 심실근
세포에서 근소포체로부터 유리된 Ca2+이 0Na으로 억제되는 전류에 대한 기여를
확인하기 위해 10 μM ryanodine을 투석용액에 첨가하여 근소포체의 유리 Ca2+을
봉쇄하였다.
그림 3에서 보는 바와 같이 ryanodine의 투석은 탈분극에 의해 발생한 ICaL의 최

대 전류와 전하 유입량을 각각 -30mV에서 -17.9±3.0pA/pF,-0.7±0.1pC/pF,
-10 mV에서 -36.7±2.7 pA/pF,-1.2±0.1 pC/pF,0 mV에서 -32.5±2.0 pA/pF,
-1.2±0.1pC/pF,+10mV에서 -27.3±1.9pA/pF,-1.2±0.1pC/pF로 ryanodine을 투
석하지 않은 군에 비해 20~30% 정도 증가시켰다.Ryanodine투석 후 전압에 따른
전류와 전하 유입량의 변동은 종모양의 곡선을 보였지만 최대 피크 전류값은 -10
mV 근처로 이동하였다.Ryanodine투석 후 0Na의 처치는 여전히 -30mV ~
+10mV 범위에서 최대 전류와 전하 유입량을 의미있게 봉쇄하였고 0Na으로 억제
되는 실제 전류와 실제 전하 유입량은 전압에 반비례하여 감소하였다.(그림 4).
그림 5의 A와 B는 0Na으로 억제되는 실제 전류와 실제 전하 유입량이 전압에

반비례하는 -10mV ~+10mV 범위에서 ryanodien처치 전과 처치 후 0Na으로
억제되는 % 분율을 보여준다.+40mV에서는 0Na이 탈분극에 발생한 내향전류를
억제하지 않았기 때문에 제외하였고,또한 -30mV에서는 근소포체로부터 Ca2+유
리가 대단히 작기 때문에 제외하였다.비록 흰쥐 심실근 세포에서 최대 전류와 전
하 유입량은 ryanodine을 처치하지 않은 군에 비해 처치 군에서 증가하였지만
0Na으로 억제되는 최대 전류와 전하유입량의 % 분율은 의미 있는 차이를 보이지
않았다.한편 ICaL의 CDI을 나타내는 지수인 불활성의 속도상수인 시상수 역시 별
다른 변동이 나타나지 않았다(그림 5C).이와 같은 결과는 10mM BAPTA로 투
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석한 흰쥐 심실근 세포에서 근소포체의 유리 Ca2+이 NCX를 통해서는 거의 배출
이 되지 않는다는 것을 의미한다.
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그그그림림림 333...111000 μμμμMMM rrryyyaaannnooodddiiinnneee처처처치치치 한한한 흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 NNNaaa+++ 배배배제제제에에에 의의의한한한
IIICCCaaaLLL의의의 억억억제제제...투석용액에 10 μM ryanodine의 첨가 후 -10mV (A),0mV (B),
+10 mV (C)로 탈분극 함에 따라 발생한 실제 ICaL의 변동.0Na의 처치는
ryanodine투석 후 전류가 평형 상태에 도달하였을 때 처치하였음.기타 범례는
그림 1과 같음.
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그그그림림림 444...111000 μμμμMMM rrryyyaaannnooodddiiinnneee을을을 투투투석석석한한한 흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 탈탈탈분분분극극극 전전전압압압에에에 따따따
른른른 IIICCCaaaLLL의의의 최최최대대대 전전전류류류 (((AAA)))와와와 전전전하하하유유유입입입량량량 (((BBB)))의의의 NNNaaa+++배배배제제제에에에 의의의한한한 억억억제제제...○:Veh,
●:0Na,◆:Veh과 0Na의 차.실험예수:-30mV (n=11),-10mV (n=11),0mV
(n=12),+10mV (n=11),+40mV (n=11).**:p<0.01,***:p<0.001.
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그그그림림림 555...흰흰흰쥐쥐쥐 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 IIICCCaaaLLL중중중 000NNNaaa으으으로로로 억억억제제제되되되는는는 최최최대대대 전전전류류류 (((AAA)))와와와 전전전하하하
유유유입입입량량량 (((BBB)))의의의 %%% 분분분율율율과과과 시시시상상상수수수(((CCC)))에에에 미미미치치치는는는 111000 μμμμMMM rrryyyaaannnooodddiiinnneee의의의 영영영향향향...Con:
ryanodine을 투석하지 않은 군,Rya:ryanodine을 투석한 군.()안의 숫자는 실험
예수.
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333...333토토토끼끼끼 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 IIICCCaaaLLL에에에 대대대한한한 000NNNaaa효효효과과과
토끼 심실근 세포 역시 10mM BAPTA를 투석할 경우 후 휜쥐 심실근 세포에

서와 마찬가지로 수축이 강력히 억제되었다.그림 6은 BAPTA로 투석한 토끼 심
실근 세포에서 탈분극에 의해 발생한 실제 전류를 보여 주고 있다.BAPTA로 투
석한 토끼 심실근 세포에서 ICaL의 최대 전류와 전하 유입량은 각각 -30mV에서
-1.3±0.2 pA/pF,-0.1±0.02 pC/pF,-10 mv에서 -19.6±1.6 pA/pF,-0.6±0.04
pC/pF,0mV에서 -24.0±1.7pA/pF,-0.7±0.05pC/pF,+10mV에서 -18.0±1.7
pA/pF,-0.7±0.05pC/pF,+40mV에서 -5.8±0.8pA/pF,-0.3±0.04pC/pF를 나타내
었고 0mV에서 최대값을 보이는 종모양의 전류,전하 유입량-전압 곡선을 보였다
(그림 7).0Na은 탈분극에 의해 발생한 ICaL를 억제하였고 0Na으로 억제되는 전류
와 전하유입량의 분율은 각각 -10mV에서 41.3±2.4%,23±1.5%,0mV에서
13.9±0.8%,10.3±0.5%,+10mV에서 5.4±0.8%,5.3±0.9% 억제하였다.
Ryanodine을 처치한 군에서도 ICaL의 최대 전류와 전하 유입량은 처치하지 않은

군에 비해 약간의 증가를 보였고(그림 8),0mV에서 최대값을 보이는 종모양의
전류,전하 유입량-전압 곡선을 보였다(그림 9).하지만 0Na으로 억제되는 전류와
전하 유입량의 분율은 ryanodine처치하지 않은 군에 비해 각각 -10mV에서
28.3±3.3%,18.1±1.7%,0mV에서 10.6±1.2%,8.2±0.6%,+10mV에서 3.4±0.9
%,5.2±0.5%로 감소하였다.
이와 같은 감소는 BAPTA로 투석한 토끼 심실근 세포에서 0Na으로 억제되는

전류와 전하 유입량이 -10mV ~+10mV 범위에서 0Na으로 억제되는 ICaL의 %
분율과 ICaL의 CDI에 대한 ryanodine의 영향을 보여주는 그림 10에서 명확하게 나
타난다.흰쥐 심실근 세포와 달리 토끼 심실근 세포는 ryanodine처치 후 0Na으로
억제되는 전류와 전하 유입량의 % 분율이 -10mV와 0mV에서 의미 있게 감소
하였고 또한 ICaL의 CDI도 ryanodine처치에 의해 -10mV,0mV 그리고 +10
mV에서 의미 있게 느려졌다.이와 같은 결과는 10mM BAPTA로 투석한 토끼
심실근 세포에서 근소포체 유리 Ca2+이 흰쥐에서와는 달리 여전히 ICaL의 CDI에
영향을 미치고 있으며 또한 NCX를 통해서 배출되고 있음을 의미한다.
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그그그림림림 666...토토토끼끼끼 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 NNNaaa+++ 배배배제제제에에에 의의의한한한 IIICCCaaaLLL의의의 억억억제제제...그림은 10mM
BAPTA로 투석한 토끼 심실근 세포에서 막전압을 -60mV로 고정한 상태에서
100ms동안 -10mV (A),0mV (B),+10mV (C)로 탈분극에 의해 발생한 ICaL을
나타낸다.0Na은 탈분극 2초 전에 처치하여 탈분극이 끝날 때 까지 처치하였다.
기타 범례는 그림 1과 같음.
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그그그림림림 777...토토토끼끼끼 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 IIICCCaaaLLL의의의 전전전류류류---전전전압압압 상상상관관관관관관계계계에에에 대대대한한한 NNNaaa+++배배배제제제의의의
영영영향향향...A:최대 전류,B:전하유입량.○:Veh,●:0Na,◆:Veh과 0Na의 차.실험
예수:-30mV (n=9),-10mV (n=11),0mV (n=11),+10mV (n=9),+40mV
(n=8).**:p<0.01,***:p<0.001.



- 20 -

0Na

Veh

Nimo

50 ms

1 nA

0 nA

0Na

Veh

Nimo

50 ms

1 nA

0 nA

0Na

Veh

Nimo

50 ms

1 nA

0 nA

-60mV

-10mV

-60mV

-10mV
A. B.

-60mV

0mV

-60mV

0mV

C.
+10mV

-60mV

+10mV

-60mV

그그그림림림 888...111000 μμμμMMM rrryyyaaannnooodddiiinnneee처처처치치치 한한한 토토토끼끼끼 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 NNNaaa+++ 배배배제제제에에에 의의의한한한
IIICCCaaaLLL의의의 억억억제제제...투석용액에 10uM ryanodine의 첨가 후 -10mV (A),0mV (B),
+10 mV (C)로 탈분극 함에 따리 발생한 실제 ICaL의 변동.0Na의 처치는
ryanodine투석 후 전류가 평형 상태에 도달하였을 때 처치하였음.기타 범례는
그림 1과 같음.
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그그그림림림 999...111000 μμμμMMM rrryyyaaannnooodddiiinnneee을을을 투투투석석석한한한 토토토끼끼끼 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 탈탈탈분분분극극극 전전전압압압에에에 따따따
른른른 IIICCCaaaLLL의의의 최최최대대대 전전전류류류 (((AAA)))와와와 전전전하하하유유유입입입량량량 (((BBB)))의의의 NNNaaa+++배배배제제제에에에 의의의한한한 억억억제제제...○:Veh,
●:0Na,◆:Veh과 0Na의 차.실험예수:-30mV (n=9),-10mV (n=9),0mV
(n=10),+10mV (n=7),+40mV (n=6).*:p<0.05,**:p<0.01,***:p<0.001.
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그그그림림림 111000...토토토끼끼끼 심심심실실실근근근 세세세포포포에에에서서서 IIICCCaaaLLL중중중 000NNNaaa으으으로로로 억억억제제제되되되는는는 최최최대대대 전전전류류류 (((AAA)))와와와 전전전
하하하 유유유입입입량량량 (((BBB)))의의의 %%% 분분분율율율과과과 시시시상상상수수수(((CCC)))에에에 미미미치치치는는는 111000 μμμμMMM rrryyyaaannnooodddiiinnneee의의의 영영영향향향...
Con:ryanodine을 투석하지 않은 군,Rya:ryanodine을 투석한 군.()안의 숫자는
실험예수.**:p<0.01,***:p<0.001.
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333...444근근근소소소포포포체체체의의의 rrryyyaaannnooodddiiinnneee수수수용용용체체체와와와 NNNCCCXXX의의의 상상상호호호작작작용용용
흰쥐와 토끼의 차이를 좀더 명확히 확인하기 위하여 10mM caffeine로 근소포

체로부터 유리된 Ca2+이 NCX에 의해 배출되면서 발생하게 되는 내향 NCX 전류
가 10mM BAPTA 투석후의 변동을 흰쥐와 토끼에서 각각 비교하여 보았다.흥
미롭게도 그림 11에서 보는바와 같이 흰쥐 심실근세포의 경우에는 cafeine처치로
인한 내향 NCX전류가 BAPTA에 의해 사라지는 반면에 토끼 심실근세포의 경우
에는 BAPTA 투석 후에도 내향 NCX 전류가 잘 보존되었다.이와 같은 결과는
흰쥐 심실근세포에서 10 mM BAPTA에 의해 형성된 Ca2+ microdomain에
ryanodine수용체가 배제되어 있음을 의미하고 반면에 토끼의 경우에는 10mM
BAPTA로 형성된 Ca2+microdomain에 ryanodine수용체가 포함되어 있음을 의미
한다.
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그그그림림림 111111...근근근세세세포포포체체체 유유유리리리 CCCaaa222+++으으으로로로 발발발생생생한한한 내내내향향향 NNNCCCXXX 전전전류류류에에에 BBBAAAPPPTTTAAA가가가 미미미치치치는는는
영영영향향향...흰쥐 (A)와 토끼 (B)심실근 세포에서 -80mV로 막전압을 고정한 후 20
초 동안 10mM caffeine처치에 의해 BAPTA가 존재하지 않을 때 발생한 실제
내향 NCX 전류 (위)와 BAPTA가 존재할 때 발생한 실제 내향 NCX 전류 (중간)
그리고 NiCl2에 의해 봉쇄되는 내향 NCX전류 (아래).
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제제제444장장장 고고고 찰찰찰

NCX는 세포막을 경계로 세포안과 밖의 Ca2+농도와 Na+농도차 그리고 막전압
에 따라 Ca2+을 세포 밖으로 배출할 수 도 있고 세포 안으로 유입할 수도 있다.
다시 말해 세포안의 Ca2+농도가 높고 막전압이 안정막 전압에 가까울수록 NCX
는 세포내 Ca2+을 세포 밖으로 배출하는 반면에 세포내 Na+ 농도가 높고 막전압
이 크게 탈분극 되었을 때에는 세포외부로부터 Ca2+을 세포 안으로 유입한다
(Bers,2001).그러므로 NCX가 심근에서 주요한 이완 기전 외에 수축기전에도 관
여할 수 있다.실제로 NCX는 심근의 할동 전압 초기에 세포 밖으로부터 Ca2+을
세포내로 이동시키는 것으로 알려져 있으며 일부 기능적 연구에서 NCX를 통한
Ca2+ 유입이 근소포체로부터 Ca2+을 유리시킬 수 있는 가능성도 제시하였다
(Leblanc 및 Hume,1990).하지만 NCX를 통한 Ca2+ 유입이 근소포체로부터
CICR기전을 일으킬 수 있는 가능성은 일부 종에서만 재현되었을 뿐 다른 종에서
는 확인하지 못하였다 (Adachi-Akahane등,1996).종에 따라 NCX의 활성이 근
소포체로부터 CICR를 발생할 가능성의 차이는 결국 심근의 전기흥분-수축 연결
(excitation-contractioncoupling;E-C coupling)과 관련되어 있는 단백질의 조직
학적 분포에 기인할 가능성이 매우 크다.그러므로 본 연구의 목적은 고농도의
Ca2+완충액에 의해 형성된 Ca2+microdomain안에서 E-Ccoupling과 관련된 단
백질을 약리학적 방법을 이용하여 변동시켰을 때 NCX의 활성의 변화를 측정하여
종에 따른 차이를 구별하고자 하였다.

현재까지 NCX만을 선택적으로 봉쇄하는 봉쇄제는 존재하지 않는다.알려진 봉
쇄제 또한 낮은 농도에서 다른 이온 통로와 이온 수송체를 봉쇄하는 것으로 보고
되었다 (Reuter등,2002).그러므로 본 연구에서는 NCX의 기질 이온인 Na+을 배
제한 용액(0Na)을 이용하여 NCX를 봉쇄하였고 또한 NCX의 reversemode를 방
지하기 위해 세포 투석용액에 Na+ 대신 Cs+으로 대치하였으며 전압 민감성 Na+

통로를 봉쇄하기 위해 약물 용액에 3μM TTX를 첨가하였다.고농도의 Ca2+완충
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제를 투석한 심실근 세포에서 0Na은 -30mV에서 +10mV까지 탈분극에 의해 발
생한 ICaL를 의미 있게 봉쇄하였다.0Na에 의해 억제되는 전류는 탈분극 자극이
커질 수 록 감소하는 전형적인 전류-전압 곡선을 발생하였으며 +10mV 이상의
탈분극 자극에서 의미 있는 외향 전류를 발생하지 않았다.이것은 본 연구의 실험
조건에서 NCX의 reversemode에 의한 간섭이 상당량 제거되었음을 의미한다.

한편 심근의 활성 Ca2+은 종에 따라 세포외부로부터 LTCC를 통해 10~30%
공급되고 세포 내부의 근소포체로부터 ryanodine수용체를 통해 70~90%가 공급
된다 (Bers2002;Bers등,1996).결국 NCX를 통한 Ca2+의 배출은 세포 외부로부
터 유입된 Ca2+과 세포내부로부터 유리된 Ca2+을 배출하게 될 것이다.그러므로
본 연구에서 고농도의 Ca2+ 완충제로 투석한 심실근 세포에서 0Na으로 억제되는
전류는 세포외부로부터 유입된 Ca2+과 근소포체로부터 유리된 Ca2+이 NCX를 통
해 배출되면서 발생한 내향 NCX전류가 될 것이다.

BAPTA로 투석한 흰쥐 심실근 세포와 토끼 심실근 세포에서 0Na은 탈분극 자
극에 의해 발생한 ICaL의 최대 전류와 전하 유입량 모두를 의미 있게 억제하였다.
0Na으로 억제된 실제 전류는 전압과 반비례하며 감소하는 전류-전압곡선을 보였
다.이와 같은 결과는 NCX가 BAPTA로 형성된 Ca2+microdomain에 존재하고 있
음을 의미한다.10mM BAPTA는 Ca2+의 확산을 5~7nm로 제한하는 것으로 알
려져 있다(Stern,1992;Sham,1997;Adachi-Akahane등,1996).따라서 10mM
BAPTA로 형성되는 Ca2+microdomain은 LTCC활성에 의해 형성되는 근막 아래
의 좁은 범위로 제한된다.결과적으로 BAPTA 존재하에서 0Na에 의한 NCX의 봉
쇄는 이러한 제한된 Ca2+microdomain안에서 일어나는 반응이고 NCX가 LTCC
와 매우 근접하여 존재하고 있음을 의미하게 된다.이와 같은 결과는 심근의 NCX
가 ICaL의 CDI를 조절하고 있다는 보고와 일치하는 결과이다 (Henderson 등,
2004;Pott등,2006).

하지만 BAPTA 존재하에서 10 μM ryanodine의 세포내 투석으로 근소포체 유
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리 Ca2+을 봉쇄할 경우 0Na은 흰쥐 심실근 세포와 토끼 심실근 세포에서 뚜렷한
차이를 보였다.흰쥐 심실근 세포에서는 10 μM ryanodine을 처치하여도 0Na으로
억제되는 전류와 전하 유입량의 % 분율이 변동되지 않는 반면에 토끼 심실근 세
포에서는 -10 mV,0 mV에서 의미 있게 억제되었다.이것은 흰쥐의 경우
BAPTA로 형성된 기능적 Ca2+microdomain안에 NCX가 LTCC와 매우 근접하여
위치해 있는 반면에 ryanodine수용체는 배제 되어 있고,토끼에서는 BAPTA로
형성된 기능적 Ca2+microdomain안에 NCX가 LTCC와 매우 근접하여 위치해 있
으며 또한 ryanodine수용체도 포함되어 있음을 의미한다.

이전의 보고는 흰쥐 심실근세포에서 근소포체 유리 Ca2+이 NCX를 통해 배출되
면서 발생하는 내향 NCX 전류가 고농도의 Ca2+완충제의 존재 하에서 사라지는
결과를 얻음으로써 NCX가 근소포체의 ryanodine수용체를 포함하는 기능적 Ca2+

microdomain으로부터 배제되어 있다고 결론을 내렸다(Adachi-Akahane등,1996).
이번 연구에서도 caffeine처치로 근소포체로부터 Ca2+을 유리한 후 발생하는 내향
NCX 전류는 10mM BAPTA에 의해 흰쥐 심실근세포에서 완전히 사라지는 것을
확인할 수 있었다.반면에 토끼 심실근세포에서는 잘 보존되어 있었다.이와 같은
결과는 흰쥐의 경우에는 이전의 연구 결과와 마찬가지로 NCX가 근소포체의 Ca2+

유리 통로인 ryanodine수용체와 기능적으로 분리되어 있음을 재확인하며,반면에
토끼에서는 NCX와 ryanodine수용체가 기능적으로 같은 Ca2+micro-domain안에
존재하고 있음을 의미하게 된다.

심근에서 ICaL는 LTCC 주위의 Ca2+ 농도의 증가에 의해 불활성 된다.ICaL의
CDI은 심근의 Ca2+과충전을 방지하는 negativefeedbackmechanism으로 알려져
있다 (Isenberg,1977;Kass및 Sanguinetti,1984;Lee등,1985).한편 심장에서
LTCC의 대부분은 t-tubule내에 집중되어 있고 또한 ryanodine수용체와 마주 하
여 배열된 구조인 dyad에 상당량이 존재하고 있다(Takagishi등 ,2000;Carl등,
1995;Kawai등,1999;Musa등,2002;Scriven등,2000;Doly등,1986;Frank
등,1992)그러므로 심근에서 CDI는 상당량의 활성 Ca2+을 공급하는 근소포체로부
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터 유리된 Ca2+에 의해 크게 영향을 받는 것은 당연할 것이다.실제 ICaL의 CDI는
근소포체로부터 유리된 Ca2+에 의해 65~75%에 달하는 영향을 받는 것으로 알
려져 있다 (Adachi-Akahane등,1996).
본 연구에서 고농도의 빠른 Ca2+완충제인 BAPTA로 투석한 흰쥐 심실근 세포

는 시상수 값이 근소포체의 Ca2+유리 단백질인 ryanodine수용체를 봉쇄하는 10
μM ryanodine에 의해 의미 있는 변화를 유발하지 못하였다.반면에 고농도의
BAPTA 투석한 토끼 심실근세포는 -10mV에서 16.0±1.1ms,0mV에서 11.2±0.5
ms,+10 mV에서 17.4±0.9 ms의 시상수 값이 세포내 ryanodine투석에 의해
BAPTA가 존재함에도 불구하고 -10mV에서 33.6±1.6ms,0mV에서 21.1±1.7
ms,+10 mV에서 30.7±1.0 ms로 의미 있게 느려졌다.토끼 심실근 세포에서
ryanodine의 투석으로 ICaL의 CDI가 감소하는 결과는 BAPTA에 의해 형성된 Ca2+

microdomain이 dyadicclaft를 포함하고 있음을 명확하게 대변해 주는 것이다.
조직 면역학 방법을 이용한 측정으로부터 심근의 dyad구조는 폭이 약 100~

200nm이고 dyad의 두 막간 거리는 12~ 15nm으로 보고되었다(Soeller및
Cannell,1999;Sun등,1995;Franzini-Armstrong등,1999,Langer및 Peskoff,
1996).또한 활성된 LTCC로 유입된 Ca2+의 확산은 BAPTA에 의해 5~7nm로
제한하는 것으로 알려져 있다.그러므로 흰쥐 심실근 세포에서도 또한 dyad구조
안에 BAPTA에 의한 Ca2+ microdomain이 존재하고 있을 것이다.결과적으로
BAPTA로 형성된 Ca2+microdomain에서 ryanodine처치에 의해 ICaL의 CDI감소
효과와 NCX 활성의 변화의 결과는 BAPTA로 형성된 Ca2+ microdomain을
dyadiccleft안과 dyadiccleft밖으로 구분할 수 있다.즉 흰쥐의 경우 BAPTA로
형성된 Ca2+ microdomain은 ryanodine 수용체와 LTCC가 포함된 영역(dyadic
cleft안)과 LTCC와 NCX가 포함된 영역(dyadiccleft밖)으로 구분 되며 토끼의
경우 ryanodine수용체와 LTCC 그리고 NCX를 포함하는 영역(dyadiccleft안)
과 LTCC와 NCX 가 포함되는 영역(dyadiccleft밖)으로 구분할 수 있다 (그림
12).
이전의 연구는 NCX를 통해 유입된 Ca2+이 CICR 기전에 의해 근소포체로부터

Ca2+을 유리할 수 있음을 제시하였지만 실제 NCX와 ryanodine수용체가 dyadic
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cleft내에 존재하고 있는지는 제시하지 못하였다 (Leblanc및 Hume,1990).본 연
구는 BAPTA로 형성된 Ca2+microdomain에 ryanodine수용체의 존재 여부를 확
인함으로서 NCX를 통한 Ca2+ 유입이 왜 CICR를 일으키는지를 명확히 증명하였
다.더군다나 토끼의 NCX 활성은 흰쥐에 비해 약 3배 정도 높기 때문에 NCX를
통해 유입되는 Ca2+은 흰쥐에 비해 더욱 높을 것이다 (Bers2002;Bers등,1996).
그러므로 선행된 연구에서 보고된 두 종의 차이는 결국 dyadiccleft내에 NCX의
존재와 NCX의 활성의 차이에 기인하였을 것으로 추측된다.

한편 생리적 환경에서 NCX은 심근주기 동안 대부분 세포내 Ca2+을 배출하면서
주로 심근의 이완 기전으로 작용한다(Bers,2002;Adachi-Akahane 등 1997;
Terracciano등,1988;Yao등,1998).그러나 이번 연구는 종에 따라 NCX가 심근
의 이완 기전 외에도 수축의 강도를 조절할 수 있을 가능성을 보여주고 있다.즉
토끼의 경우 NCX가 dyadiccleft내에 존재함으로서 LTCC를 통해 유입된 Ca2+과
근소포체의 유리 Ca2+이 수축을 유발하기 전에 NCX를 통해 배출될 가능성을 보
여주고 있다.Dyadiccleft내에서 NCX 활성 변화는 결국 수축 강도와 수축속도
에 영향을 미치게 될 것이다.반면에 흰쥐의 경우 NCX는 대부분 dyadicclaft밖
에 존재함으로서 수축보다는 이완 기전에 더 많은 영향을 미치게 될 것이다.그러
므로 E-C coupling에서 NCX의 발현과 활성의 변화는 종에 따라 수축과 이완에
다르게 영향을 미칠 것으로 추측된다.그러나 dyadiccleft내의 Ca2+의 순환은
NCX 뿐만아니라 세포막의 Ca2+완충 역할과 세포막의 표면 전하 효과 등을 또한
고려하여야 할 것이다(Langer및 Peskoff,1997;Wang등,1996).

본 연구는 BAPTA로 형성된 Ca2+microdomain에서 흰쥐의 경우 NCX가 LTCC
를 통해 유입된 Ca2+을 배출하고 반면에 토끼의 경우 LTCC를 통해 유입된 Ca2+

과 근소포체로부터 유리된 Ca2+을 동시에 배출하고 있음을 확인하였다.그러므로
이 결과로부터 LTCC와 ryanodine 수용체에 의해 형성되는 기능적 Ca2+

microdomain에 NCX가 배제되어 있는 흰쥐 심근과는 달리 토끼 심근에서는 NCX
를 위시한 3가지 구조가 동일한 기능적 Ca2+microdomain내에 공존하고 있다고
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결론 내려진다.
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제제제555장장장 결결결 론론론

본 연구는 10mM BAPTA로 형성된 Ca2+micro-domain에서 탈분극 자극에 의
해 발생한 L-typeCa2+전류에서 ryanodine처치 전과 처치 후 0Na으로 억제되는
전류를 측정하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.10mM BAPTA 존재하에서 토끼와 흰쥐 심실근 세포는 0Na에 의해 탈분극
자극으로 발생한 L-typeCa2+전류를 의미 있게 억제되었다.
2.10uM ryanodine을 투석한 흰쥐 심실근 세포에서도 0Na은 L-typeCa2+전

류와 전하 유입량을 의미 있게 억제하였다.하지만 ryanodine은 L-typeCa2+전류
의 CDI를 느리게 하지 못하였고 0Na으로 억제되는 전류와 전하 유입량의 % 분율
를 의미 있게 감소시키지 못하였다.
3.반면에 토끼 심실근 세포는 ryanodine투석에 의해 0Na으로 억제되는 전류와

전하 유입량을 의미 있게 감소시켰으며 또한 L-typeCa2+전류의 CDI를 의미 있
게 느리게 하였다.
4. -80mV로 막전압을 고정한 상태에서 10mM caffeine은 토끼 심실근세포에

서 내향 NCX 전류를 발생한 반면에 흰쥐 심실근 세포에서는 내향 NCX 전류를
발생하지 못하였다.

이상의 실험결과로 보아 BAPTA로 형성된 Ca2+microdomain안에 NCX는 흰쥐
의 경우 ryanodine수용체가 배제된 L-typeCa2+ 통로와 같은 microdomain안에
존재하며 토끼의 경우 NCX는 ryanodine 수용체와 L-type Ca2+ 통로가 같은
microdomain에 존재하고 있음을 확인하였다.
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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

SSSpppeeeccciiieeesss---RRReeelllaaattteeedddDDDiiissstttrrriiibbbuuutttiiiooonnnooofffNNNaaa+++---CCCaaa222+++

EEExxxccchhhaaannngggeeeiiinnnttthhheeeDDDyyyaaadddiiicccCCCllleeeffftttiiinnnttthhheeeHHHeeeaaarrrttt

JinHo
Dept.ofMedicine
TheGraduateSchool
YonseiUniversity

Na+-Ca2+exchangecontributesasthemajorCa2+extrusionmechanism inthe
heart.Na+-Ca2+exchangeisNa+andCa2+antiporteractivatedbydifferencesin
theNa+ and Ca2+ concentrationsacrossthesarcolemma.Na+-Ca2+ exchange
bringsCa2+ intothecellparticularly during early phaseofaction potential
accordingtothechangesintheintracellularNa+ andCa2+ concentrationsand
themembranepotentialintheheart.IthasbeenreportedthattheCa2+brought
intothecellbytheNa+-Ca2+ exchangealsotriggersCa2+releasefrom theSR
asliketheCa2+from theL-typeCa2+channelintheheart.Thisphenomenon
requirespresenceofNa+-Ca2+ exchangeinthedyadiccleftwhereryanodine
receptor,theCa2+releasechanneloftheSR,concentrate.However,histological
resultsarestillunderdebatewithoutanyconclusionsduetolimitationsinthe
resolutionofmodernphoto-electronictechnology.Situationisthesameinthe
functionalperspectives:Thephenomenoniswellidentifiedinthespeciessuch
as rabbitand guinea-pig,in which Na+-Ca2+ exchange extrudes relatively
largeramountofCa2+from cell(20~30% oftotalactivatorCa2+).Whileitis
stillobscure in the species such as ratand mouse,in which Na+-Ca2+
exchangeextrudesonly8~10% oftotalactivatorCa2+from cell.Inaneffort
topursuewhethertheCa2+ broughtintothecellbytheNa+-Ca2+ exchange
alsotriggersCa2+ releasefrom theSR,therefore,thisstudy wasaimed to
clarifythereasonforthisspecies-relateddifferencebycomparingbetweenrat
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and rabbit hearts whether Na+-Ca2+ exchange collocates with ryanodine
receptorinthefunctionalCa2+ microdomainproducedby highBAPTA.The
resultswereasfollows.

1.Na+removalsuppressedICaLactivatedbydepolarizationrangedfrom -30mV
to +40 mV in an inversely proportionalmanner to voltage eliciting no
suppressions at+40 mV in the both ventricular myocytes from ratand
rabbitinternallydialyzedwith10mM BAPTA.

2.10 μM ryanodinepretreatmentsignificantlyreducedtheICaLsuppressionsafter
Na+ removalintherabbitventricularmyocytesbutnotintheratventricular
myocytes.

3.10mM caffeineproduced inward INCX even in thepresenceof10 mM
BAPTA in the rabbitventricularmyocytes butnotin the ratventricular
myocytes.

From theseresults,itisconcludedthatNa+-Ca2+exchangeisexcludedfrom
theCa2+microdomaincontainingL-typeCa2+channelandryanodinereceptorin
theratheart,whileallthreearecollocatedinthesameCa2+microdomaininthe
rabbitheart.

_____________________________________________________________________
Keyword: Na+-Ca2+ exchange, L-type Ca2+ channel, Ryanoidne receptor,
BAPTA
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