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국문요약

췌장 내강막 Na + / H+ e x c hang e r 3 단백의 발현 조절

중탄산염 (bicarbonat e, HCO3
- )은 췌액과 호흡기 점액의 산도 및 점도를 유

지하는데 있어 중요한 역할을 하는 성분으로, HCO3
- 수송 이상은 만성췌장

염, 만성폐쇄성폐질환 등과 관련되어 있다. 췌장 내강으로의 HCO3
- 분비에

는 CF T R (cy st ic fibrosis t ran sm embrane conductance regulator ), 음이온 교

환기 (AE , Cl - / HCO3
- ex changer ), 그리고 NHE3 (Na +/ H + ex changer 3) 이

온수송단백이 관여한다. CFT R은 HCO3
-를 분비하는 AE 기능을 촉진하고

H CO3
-를 흡수하는 NHE3 기능을 조절함으로 내강막에서의 HCO3

- 수송에 중

심 역할을 하고 있다.

본 연구실은 선행 실험을 통하여 CFTR과 NHE3가 PDZ (PSD 95/ DLG/ ZO1)

domain을 갖는 연결단백을 통하여 상호작용을 하고 있으며, 특히 CFT R이

존재할 경우 NHE3의 상피 내강막 발현이 증가하는 것을 발견하였다. 그러나

그 발현의 증가 기전에 대하여는 아직 보고된 바 없다. 본 연구에서는 유전

적 손상으로 CFT R을 발현하지 못하는 CF PA C 상피세포에 CF T R을 갖고 있

는 adenoviral v ector (A dCFT R )를 tr an sfection 하여 CFT R이 어떠한 기전을

통하여 NHE3 단백 발현을 조절하는지 밝히고자 하였다.

RT - PCR을 수행한 결과 CF T R과 상호작용을 한다고 알려진 연결단백인

EBP50 (ERM- binding phophoprotein 50), E3KARP (NHE3 Kinase A Regulatory

Protein ), CAP70 (CFT R A s sociated Prot ein 70)이 CFPA C 세포에 존재함을

알 수 있었다. 상피세포 극성을 유지시킬 수 있는 투과성 막 (perm eable

m embrane support )에 세포를 배양한 후 세포 내 pH를 재는 실험을 통하여

내강막에 존재하는 NHE3 활성을 측정한 결과 CFT R이 존재할 경우 그 활성

이 약 39% 증가함을 알 수 있었고, 이 결과는 이전 생체 내 (in v ivo) 결과

와 일치하였다. Northern blot을 수행한 결과 CFT R은 NHE3의 mRNA 발현

에 영향을 주지 않았다. 그러나 면역형광염색을 통하여 CF T R과 NHE3 발
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현 양상을 확인한 결과 CFT R이 발현한 세포에서 NHE3의 상피 내강막 발

현이 증가한 것을 알 수 있었다.

이상의 결과 CF T R은 mRNA 수준이 아닌 단백 발현 수준에서 NHE3를 조

절함을 알 수 있었다. CF T R은 NHE3와 단백 복합체를 형성함으로서 내강막

으로 NHE3의 이동을 증가시키거나 NHE3의 안정성을 증가시켜 NHE3의 상

피 내강막 발현을 증가시킬 것으로 생각된다.

핵심되는 말 : Na +/ H + ex changer 3, bicarbonate, CF T R, protein interact ion
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췌장 내강막 Na + / H+ e x c hang e r 3 단백의 발현 조절

<지도교수 이민구>

연세대학교 대학원 의과학사업단

이 진 아

Ⅰ . 서 론

CFTR (cystic fibrosis t ransm embrane conductance regulator )은 ATP-binding

cassette (ABC) 수송단백에속하는단백으로 cAMP 의존성 Cl- 통로 기능을 갖고 있다.1

CFT R은 Cl- 통로로서의 역할 뿐 아니라, 막 전도도 (membrane conductance)를

조절하며 여러 이온수송단백과 상호작용을 한다. 외향성 Cl- 통로 (ORCC,

outw ardly rectifying chloride channel), 상피 Na+ 통로 (ENaC, amiloride- sensitive

epithelial sodium channel),2 신장 외수질 K+ 통로 (ROMK, renal outer - medullary

potassium channel),3 음이온 교환기 (AE, Cl - / HCO3
- ex changer )4 ,5 등을 포

함하는 다른 이온수송단백을 조절한다고 보고되었다. 이런 상호작용에 포함

된 기전은 알려져 있지 않으나 CFT R과 다른 이온수송단백 사이에 직접적인

관련이 있거나 간접적으로 다른 단백과의 상호작용이 있을 수 있다.

CF T R과 다른 세포막 단백의 상호작용에는 EBP50 (ERM - binding

phophoprotein 50)가 관여한다. EBP50는 NHE3의 cAMP 의존적 억제에 관련

된 조절 인자로 알려진 연결단백으로,6 ,7 ,8 상호작용하는 단백의 C-말단부와

결합하는 2개의 PDZ dom ain을 갖고 있다.9 ,1 0 PDZ1 domain을 통하여 EBP50

는 CFT R과 결합할 수 있고,1 1 ,1 2 ,1 3 PDZ2 domain에 Yes - associat ed protein 65
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등과 같은 단백이 결합하여1 4 CFT R은 거대분자 복합체 안에 존재하게 된다.

복합체 안에서의 단백-단백 상호작용으로 CF T R은 다른 이온수송단백의 기

능을 조절할 수 있으며, CFT R의 Cl - 통로 기능 또한 조절 받게 된다.

PDZ- domain을 갖고 있는 EBP50가 CFT R의 C-말단에 결합함으로서 이온

통로 기능을 조절할 수 있음이 보고되었고,1 5 폐 점막하 선 세포인 Calu - 3에서

CFT R의 Cl - 통로 기능이 prot ein kinase A anchoring 단백에 기능적으로 연

결되어 있음이 보고되었다.1 6 ,1 7 또한 CFT R 개폐에 관련된 CFT R의 세포질

N -말단부는1 8 syntax in 1A와 상호작용하며 이러한 상호작용은 CFT R 의존적

인 Cl - 이동을 억제하며1 9 X enop us oocy tes 에서는 CF T R의 세포막으로의

이동을 억제한다는2 0 보고가 있다.

췌장은 매 식사 때마다 많은 양의 중탄산염 (bicarbonate, HCO3
- )이 함유된

췌액을 분비한다. 대부분의 췌액과 H CO3
-는 관세포로부터 나오는데, 전체 췌

장 조직의 5%를 차지하는 관세포는 선세포를 위한 구조적 토대를 제공하고,

소화효소의 통로로서 작용한다. 분비된 HCO3
-는 십이지장에서 산을 중화하

고, 내부 췌장 관에서 소화효소를 불활성 상태로 유지한다. 특히 HCO3
-는 생

물학적 pH 완충제로서 작용하며 단백과 이온의 용해도에 영향을 주는 중요

성분이기 때문에 HCO3
- 분비조절에 관한 연구와 관심이 최근 집중되고 있다.

H CO3
- 수송 이상은 췌장 기능 이상과 관련이 깊다. H CO3

- 분비가 감소되면

췌액은 산성이 되어 mucin을 침전시키고, 침전된 mucin에 세균이 결합함으

로서 세균 감염이 증가하게 된다. 또한 응고된 점액에 의해 도관 구조가 막

히게 되고 이에 따른 반복적인 염증과 조직의 섬유화가 일어난다. 관세포의

HCO3
- 분비 이상은 CFTR 에 변이가 일어난 낭포성 섬유증 (cy st ic fibrosis ) 환

자에서 흔히 볼 수 있다.2 1

췌장 내강으로의 H CO3
- 분비에는 CFT R, AE , 그리고 NHE3 이온수송단백

이 관여하는데, 이들 이온수송단백의 상호작용은 식사 후의 자극상태와 공복

시의 기초상태로 나누어 설명할 수 있다. 식사 자극상태에서 VIP와 secretin

이 분비되면 세포 내 cAMP가 증가하고, 그로 인해 활성화된 CF T R은

H CO3
-분비를 증가시키는 AE를 활성화시키고4 ,5 동시에 H CO3

-를 소모하는
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NHE3는 억제하여2 2 췌장은 결국 알칼리성 췌액을 생성한다. 반면 기초 상태

에서 인산화가 안 된 CFT R은 Na + 의존적으로 HCO3
-를 소모하는 NHE3를

억제하지 않는다. 그로 인해 내강의 HCO3
-는 HCO3

- + H + → CO2 + H 2 O로

소모되어 췌장은 적은 양의 산성 췌액을 생성하게 된다. 이런 기전으로 기초

상태에서 불필요한 췌액 분비가 일어나지 않게 되는 것이다.

CF T R이 급성적 및 만성적인 기전으로 NHE3 활성을 조절한다는 것은2 2 선

행된 실험을 통하여 보고한 바 있다. CFT R은 cAMP 의존적인 기전을 통하

여 NHE3 활성의 억제를 증가시킬 수 있는데 이러한 조절은 CFT R과 NHE3

가 EBP50 라는 연결단백에 결합함으로 이루어진다. CFT R과 NHE3와 함께

췌관 내강막쪽에 발현하는 EBP50는 두 개의 P DZ dom ain과 E R M (e z r in /

radix in/ m oesin ) domain을 갖는 연결단백이다. CF T R은 PDZ1에 결합하고,1 2

NHE3는 PDZ2에 결합함으로2 3 CFT R - EBP50- NHE3 complex가 형성되고 이

러한 complex는 cAMP에 의한 NHE3 활성의 억제를 증가시킨다.2 2

또한 CFT R은 NHE3 발현에 영향을 준다.2 2 내강막에서 Na + 의존적인 세포

내 pH 증가를 측정한 결과 CFT R 유전자에 손상이 있는 ΔF/ΔF 생쥐

(Knock - in type으로서 CFT R이 손상된 ΔF508 생쥐)의 NHE3 기능이 정상

(wild type) 생쥐보다 상당히 낮음을 확인할 수 있었다. W est ern blot과

confocal im ages로 NHE3 발현 수준을 분석한 결과 ΔF/ΔF 생쥐 췌관의 내

강막 NHE3 단백 발현이 정상에 비해 감소되어 있었다. 이러한 결과를 통해

CFT R이 NHE3 발현에 영향을 줌을 확인할 수 있었다. 그러나 어떤 기전을

통하여 어떠한 수준에서 CF T R이 NHE3 발현을 조절하는지는 아직 보고된

바 없다.

본 연구에서는 CFT R이 어떠한 기전을 통하여 NHE3 단백의 발현을 조절

하는지 밝히고자 하였으며 이러한 연구를 통하여 CFT R이 전반적인 췌액 조

절과 세포 기능 조절에 어떠한 역할을 하는지 그 의의를 찾고자 하였다.
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Ⅱ . 재료 및 방법

1 . 세포 배양 및 T ran s fe c tion

사용한 세포주는 CFPA C으로서 AT CC (Am erican T ype Culture

Collect ion , Rockville, MD, USA )에서 구입하였으며 10% fet al bovine serum ,

penicillin (50 unit s/ ml) / streptomycin (50 μg/ ml)이 첨가된 IMDM에서 유지

하였다. CFT R을 갖고 있는 adenoviral vector를 이용하여 tr ansfection 한 후

2 ∼ 3일 후 실험하였다.

2 . 역전사 중합효소 연쇄반응

CF PA C 세포주에서 guanidinium thiocyanat e phenol- chloroform (T rizol;

Gibco BRL, Gaithersburg , MD, USA )을 이용하여 RNA를 추출하였다. 이

RNA로부터 random hexa- primer와 RNase H￣- reverse transcriptase (Gibco

BRL)를 이용하여 cDNA를 제작하였으며, 이를 다시 primer와 T aq DNA

polym erase (AmpliT aq Gold, Perkin - elm er , Norw alk , CT , USA )를 이용하여

증폭하였다. 사용한 primer의 염기서열과 예상 PCR product의 크기는 다음과

같다.

hNHE3, 5 ` primer : GGC CGC GCT T T C GA C CA C AT C CT C T C,

3 `prim er : GA C CCG CGG CGC T CT CCC T CA G,

P CR product : 224 bp (GenBank A ccession No. U28043)

hNHE3, 5 ` primer : GGA GCG T GC CCA GAA GCG GAG AAA CAG C,

3 `prim er : GGA A GG GCA T CA GGC GGC GGA A GG T ,

P CR product : 365 bp (GenBank A ccession No. U28043)

EBP50(NHERF 1), 5 ` prim er : CT A A GC CAG GCC A GT T CA T CC GA G

CAG T , 3 `prim er : T GG GGT CA G AGG A GG A GG A GG A GG T A G A ,

P CR product : 447 bp (GenBank A ccession No. AF 036241)
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E3KAP (NHERF 2), 5 ` primer : CA C T GG CCA GAA GGA T GT CAA T G,

3 `prim er : A GC CGG GCC T CG T CC T CC T GT G,

P CR product : 273 bp (GenBank A ccession No. AF 035771)

hCAP70(PDZK 1), 5 ` prim er : GCC CCG GCT CT G CT A T CT CGT ,

3 `prim er : AAT T CG GGG CT G GT G GGG T AA C,

P CR product : 334 bp (GenBank A ccession No. AF 012281)

β- act in , 5 ` prim er : T GT T AC CAA CT G GGA CGA CA ,

3 `prim er : T CT CAG CT G T GG T GG T GA A G

P CR product : 392 bp (GenBank A ccession No. E00829)

3 . 세포 내 pH 측정

세포의 극성을 유지시키기 위해 투과성 막 (permeable membrane support )

에 2일 이상 배양한 후 관류 chamber에 membrane을 조립한 다음 pH 측정

용 형광물질인 BCECF (1 μM BCECF/ AM )를 10분간 loading 하였다. 현미

경 (×200)하에서 측정 부위를 결정한 다음 ex citation 파장 490 nm와 440

nm에서 나오는 형광을 emission 파장 510 nm에서 photon counter (PT I

Delta Ram , NJ , USA )로 측정하였으며 490/ 440 nm의 형광비 (flourescence

rat io)를 산출하였다. 실험 후 pH를 6.4 - 7.6으로 맞춘 145 mM KCl, 10 mM

H epes , 5 μM nigericin 용액을 이용한 calibration을 실시하여 490/ 440 nm의

형광비를 실제 pH 값으로 환산하였다.

사용한 membrane chamber는 내강막과 측저막의 관류액을 차별적으로 흘

려 줄 수 있도록 설계하여 내강막의 NHE3 기능만을 측정하였다. NHE3 기

능은 Na + 의존적인 세포 내 pH 변동 기울기로 측정하였다. Na + 함유용액을

관류시키면 세포 내부로 Na +가 들어오면서 H +를 세포외부로 배출시켜 세포

의 pH가 올라간다. 이 원리를 이용하여 HCO3
-를 함유하고 있지 않은 관류액

에서 Na +의 농도를 0 mM로부터 145 mM로 높일 때의 pH 증가 기울기로

NHE의 활성도를 측정하였다.

본 실험에 이용한 표준용액의 조성 (mM )은 140 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl₂,
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1 CaCl₂, 10 glucose, 10 HEPES (pH 7.4) 이었으며 Na + -배제 용액은 Na +

이온을 N - m ethyl- D- glucamine+ (NMG+ ) 이온으로 대체하여 만들었다.

4 . N orth ern b lot

Guanidinium thiocyanate phenol- chloroform (Trizol; Gibco BRL, Gaithersburg,

MD, USA )을 이용하여 총 RNA를 분리한 후 260 ㎚에서의 흡광도로 RNA

양을 측정하였다. 총 RNA 20 ㎍을 1% agarose gel (1.85% form aldehyde 포

함)에서 전기영동 한 후, gel 속의 RNA를 모세관 이동 방법으로 Hybond

T M - N + 막으로 옮기고, 이 막을 ready prime 방법으로 α- [3 2 P] dCT P를

cDNA fragment s에 표지 시킨 probe와 65℃에서 16 시간 동안 hybridization

(5 × Denhard solution , 6 × SSPE , 0.5% SDS , 50% deionized formamide)

시켰다. 막을 동일 온도에서 세척 용액Ⅰ (2 × S SPE, 0.1% SDS ), 세척 용

액Ⅱ (1 × SSPE , 0.1% SDS )로 각각 두 번씩 세척하고 이 막을 w rap으로

싼 후, inten sifying screen과 X - ray film을 사용하여 - 70℃에서 2- 3일간 감

광 시키고 현상하였다.

5 . 면역형광염색

CF T R이 NHE3 발현에 어떠한 영향을 주는지 알아보기 위해 세포를

투과성 막에 배양하여 극성이 유지되도록 한 뒤 methanol (0.5 ml, 10분, - 20

。C)로 처리하여 고정하고 perm eabilizat ion을 시켰다. Phosphate- buffered

saline (PBS )으로 두 번 세척한 다음 blocking 용액 (5% goat serum , 1%

bovine serum albumin , 0.1% gelatin in PBS , 상온)에 1시간 동안 처치하였

다. 다시 membrane을 PBS로 두 번 세척한 후 NHE3의 특이적 일차항체

(Dr . O. Moe 제공 , University of T exas Southwestern)를 blocking 용액에

1:100 희석한 용액으로 90분 동안 처리하였다. 다시 PBS로 세 번 세척한 후

이차항체 (anti- rabbit goat lgG tagged w ith Rodamine Red- X ; Jack son

Laboratories , W est Grove, PA , USA )를 1:100 희석 용액으로 1시간 처리하

였다. PBS로 세 번 세척한 후 CFT R 특이 일차항체를 blocking 용액에 1:100
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희석한 용액으로 90분 동안 처리하였다. 다시 PBS로 세 번 세척 후 이차항

체 (anti- mouse goat lgG tagged with Fluorescein ; Jackson Laboratories, W est

Grove, PA )를 1:100 희석 용액으로 1시간 처리하였다. Mounting media로

cover slip을 슬라이드에 고정시켜 밤새 건조시킨 다음 confocal microscope

(MRC- 1000; Bio- rad, Hercules , CA, USA )로 형광을 관찰하였다.

- 9 -



Ⅲ . 결 과

1 . N H E3와 연결단백에 대한 역전사 중합효소 연쇄반응

CF PA C 세포에서 β- actin primer를 이용하여 RT - PCR을 한 결과 392bp

의 band가 나온 것으로 보아 cDNA가 genomic DNA 오염 없이 만들어 졌음

을 확인하였다. (그림 1).

NHE3의 mRNA가 CFPA C 세포에 존재하는지 알아보기 위해 2개의 서로

다른 prim er로 PCR을 수행한 결과 NHE3의 mRNA가 발현함을 알 수 있었

고 RT - P CR 산물을 염기서열분석으로 확인하였다.

CFT R과 상호 작용한다고 알려진 PDZ dom ain을 갖는 연결단백의 prim er

를 이용하여 P CR을 한 결과 CFPAC 세포에 EBP50 (NHERF 1), E3KARP

(NHE3 Kinase A Regulatory Protein , NHERF 2), CAP70 (CF T R A ssociated

Protein 70)의 mRNA가 발현함을 알 수 있었다.

그림 1 . CF P A C 세포에서 N H E 3 prim er와 연결단백 prim er를 이용한

역전사 중합효소 연쇄반응 . CFPA C세포로부터 mRNA를 추출하여 서로 다

른 두 개의 NHE3 prim er를 이용하여 PCR을 수행한 결과 NHE3 mRNA 발

현을 확인할 수 있었고, PDZ dom ain을 갖는 연결단백의 prim er를 이용하여

P CR을 수행한 결과 이 세포에 EBP50, E3KARP , CAP70의 mRNA 발현을

관찰할 수 있었다. M :DNA m olecuar m aker (100 bp ladder )
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2 . CF T R과 N H E 3의 기능적 상호작용

CF T R발현이 NHE3 기능에 어떠한 영향을 주는지 알아보기 위해 세포 내

그림 2 . CF T R 발현에 의한 N H E 3 기능의 항진 . CF PA C 세포와 A dCFT R
을 t ran sfect ion 한 CFPA C 세포를 산성화 시켜 내강막에 Na + 의존적인 세포
내 pH 회복을 측정하였다. 내강막 NHE3 기능은 CF T R이 없는 CF PA C (a )에
비해 CFT R이 있는 CFPA C/ A dCF T R (b )에서 항진되었다. 통계 처리한 결과
(c ) CFT R이 존재할 때 내강막 NHE 활성이 39% 증가함을 관찰 할 수 있었
다. **, p < 0.01
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pH측정 실험(n =34)을 수행하였다 (그림 2).

유전적 손상으로 CFT R을 발현하지 못하는 CF PA C 상피세포에 CFT R 유

전자를 갖고 있는 adenoviral vector (AdCF T R)를 세포에 tr an sfect ion하여

NHE3 기능에 대한 CF T R의 영향을 실험하였다. 내강막에 발현하는 NHE3의

기능 연구를 위해서는 상피세포의 특성인 극성 유지가 필수적이다. 이를 위

해 세포를 투과성 막에 배양하고 NHE3 기능 측정 시에도 내강막과 측저막의

관류액을 차별적으로 흘려줄 수 있는 m embrane chamber를 사용하였다. 내강

과 측저막 관류액의 Na + 농도를 145 mM에서 0 mM로 낮추고 NH 4 Cl를 첨가

하면 NHE 기능을 정지시킨 상태에서 세포를 산성화시킬 수 있다. 이 상태에

서 내강쪽 관류액을 140 mM의 Na +이 들어간 표준 관류액으로 바꾸었을 때

Na + 의존적으로 세포 내 pH가 회복되는 것을 관찰할 수 있었다. 이는

CFPAC 세포의 내강막에서 NHE3가 기능함을 시사한다. CF PA C의 내강막이

140mM Na +에 노출되면 0.023 pH unit s/ min 속도로 세포 내 pH가 회복되었

다. CF T R을 tr an sfect ion 하였을 때 Na + 의존적인 세포 내 pH 회복은 0.032

pH unit s/ min로 39% 증가됨을 알 수 있었다. CF T R이 존재할 때 내강막

NHE3 기능 항진은 이전 생체 내 (in v ivo) 결과와 일치하였다.

3 . N H E3 m RN A의 발현

CF T R이 mRNA 수준에서 NHE3 발현을 조절하는지 알아보기 위해

Northern blot을 수행하였다 (그림 3). CFPAC 세포에서 hNHE3 primer를 이

용하여 얻어진 633 bp의 RT - P CR 산물을 probe로 하여 Northern

hybridization을 한 결과 이 세포에 9.5 kb의 NHE3 유전자의 tr anscript를 발

견할 수 있었다. 그러나 기능적 CFT R 유전자를 갖는 세포 (AdCF T R을

t ranfection 한 세포)에서 NHE3 mRNA의 증가는 보이지 않았다. 이러한 결

과를 볼 때 CF T R은 NHE3를 전사 수준에서 조절하지 않음을 알 수 있었다.
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4 . 면역형광염색

CF T R이 NHE3 발현에 어떠한 영향을 주는지 알아보기 위해 CFT R을

t ransfection 한 CFPAC 세포를 투과성 막에 배양하여 극성을 유지하도록 한

뒤 면역형광염색을 하였다 (그림 4).

NHE3가 내강막에 발현함을 알 수 있었고, CF T R이 발현한 세포에서

NHE3의 상피 내강막 발현이 증가한 것을 알 수 있었다. 이상의 결과 CF T R

은 단백 발현 수준에서 NHE3의 발현을 조절함을 알 수 있었다.

그림 3 . CF P A C세포에서 N H E 3 m R N A의
N orth ern hy b ridization . 각 lan e마다 20㎍
RNA를 이용하였고 28S rRNA를 대조군으로
사용하였다. A dCFT R을 t r an sfection 한 경
우에 NHE3 mRNA의 발현 증가는 나타나지
않았다.
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그림 4 . CF T R이 t ran s f e c tion 된 CF P A C 세포에서의 CF T R , N H E 3의
면역형광염색 . 세포를 투과성 막에 배양한 후 anti- CFT R과 anti- NHE3
항체를 이용하여 NHE3는 붉은색, CFT R은 녹색으로 이중염색 하였다.
(a ), (f ) CF T R이 t r an sfection 된 CFPA C 세포에서 NHE3와 CFT R은 발
현하였다. CFT R이 발현하는 곳을 찾아 *, **에서 Z 축으로 단층 촬영하
여 confocal im ages를 얻었다. (b ), (g ) CFPA C 세포에서 NHE3는 내강막
에 발현하였다. (c ), (h ) A dCFT R로 tr an sfect ion시 CF T R은 상피 내강막
에 발현하였다. (d ), (i ) CFT R과 NHE3 염색을 함께 나타낸 결과 두 단백
이 같은 곳에서 발현함을 알 수 있었다. (e ), (j ) 염색 정도를 분석한 결과
CFT R이 발현한 세포에서 NHE3의 상피 내강막 발현이 증가함을 알 수
있었다. 염색 정도를 NHE3는 붉은색, CFT R은 녹색으로 표시하였다. (×
600)
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Ⅳ . 고 찰

CF T R이 어떠한 기전으로 NHE3 단백의 발현을 조절하는지 알아보기 위하

여 유전적 손상으로 CFT R을 발현하지 못하는 CF PA C 세포와 CF T R 유전자

를 tr ansfection 한 CFPAC 세포에서 NHE3 단백의 기능과 발현 정도를 알아

보았다.

CF PA C 세포의 내강막에 NHE3가 발현함을 기능적, 분자생물학적 방법을

통해 확인할 수 있었다 (그림 1, 2, 3, 4.). NHE는 대사 과정동안 생성된 H +

이온을 세포 외부의 높은 Na + 이온을 이용하여 세포 밖으로 이동시키는 단백

으로, 세포 내 pH 조절 뿐 아니라 세포용적 조절과 이온흡수에 있어 중요한

역할을 한다. NHE3는 특히 상피 내강막에 존재하며 HCO3
- 재흡수 역할을

함으로 HCO3
- 농도를 일정하게 유지하는 역할을 담당하고 있다.2 4

NHE3가 CFT R이 기능을 하는 폐와 췌장 상피 내강막에 같이 존재함은 생

리학적으로 큰 의미를 가진다. 음식을 먹게되면 VIP와 secretin과 같은 호르

몬이 유리되어 세포 내 cAMP가 증가하게 된다. 그로 인해 활성화된 CF T R

은 CFT R - EBP50- NHE3 복합체 내에서 cAMP 의존적 NHE3 기능 억제를

증가시켜2 2 HCO3
-의 소모를 최대로 막으며, 동시에 HCO3

-분비를 증가시키는

AE의 활성은 항진시킨다.4 ,5 이러한 결과 췌장은 많은 양의 알칼리성 췌액을

생성, 분비하게 된다. 반면 기초상태에서는 Na +과 H CO3
- 손실을 막기 위해서

이를 재 흡수하여야 하는데, 이때 내강막에 존재하는 NHE3가 주요 역할을

한다. 특히 기초상태에서 CF T R은 NHE3의 기능을 억제하지 않기 때문에

NHE3는 내강막에서 Na + 의존적으로 HCO3
-를 소모하여 결국 적은 양의 산

성 췌액이 생성된다.

상피세포 기원인 CF PA C 세포에 CFT R을 발현시킴으로 NHE3의 기능이

증가함을 관찰 할 수 있었고, 이는 이전 생체 내 결과와2 2 일치하였다 (그림

2). 이러한 기능 항진은 NHE3 단백 발현이 증가하기 때문인데, CFT R은
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mRNA 수준과 단백 발현 수준에서 NHE3를 조절할 수 있다. CF T R 단백의

내강막 발현 부재로 바뀌어진 이온 조성과 막 전위에 대한 보상반응으로 유

전자 수준에서 NHE3의 발현을 조절할 수 있다. 그러나 Northern blot을 수

행한 결과 mRNA 수준에서 CF T R은 NHE3의 발현을 조절하지 않았다 (그림

3). 단백의 안정성이 증가되거나 내강막으로의 이동이 증가된다면 mRNA 수

준에서의 증가 없이도 NHE3의 발현 증가는 가능하다. CF T R이 NHE3에 이

러한 영향을 줄 수 있는지 알아보기 위해 극성을 유지하도록 세포를 배양한

후 면역형광염색을 통해 발현 양상을 확인하였다. 그 결과 CF T R이 발현한

세포에서 NHE3의 상피 내강막 발현이 증가한 것을 관찰할 수 있었다 (그림

4). 이러한 결과는 CFT R이 NHE3의 단백 안정화 혹은 내강막으로의 이동 증

가에 기여할 것임을 시사한다. 여기에는 상피 내강막에 존재하는 연결단백이

(그림 1) 관련될 것으로 생각된다. W T - CFT R의 경우 EBP50와 같이 PDZ

domain을 갖는 연결 단백과 상호작용 함으로 내강막에서 안정화되는데,

CFT R -연결단백- NHE3로 이루어진 단백질 복합체 안에서 NHE3 단백의 안

정성도 증가될 것으로 보인다.

CF T R의 C-말단부가 단백의 대사 안정성 (m etabolic stability )을 증가시킴

으로 CF T R의 발현 수준을 결정하는 역할을 한다고 보고되었고,2 5 PDZ

domain과 상호작용을 하는 C-말단부의 3개의 아미노산이 내강막으로 CF T R

을 극성화 (polarization ) 하는데 필요하다고 보고되었다.2 6 CF T R의 C-말단부

는 EBP50 등과 같은 연결단백에 결합하는데, 이때 CFT R은 연결단백의

ERM domain을 통하여 F - actin과 같은 세포골격 (cytoskeleton )에 매이게 된

다. 세포 골격과 안정한 구조를 이루게 됨으로 단백의 안정화가 이루어지며,

그로 인하여 극성발현이 유지될 것으로 생각된다. 이와 유사한 기전이

Na +/ K + AT P ase의 극성 발현에 대하여 보고된 바 있다.2 7 ,2 8 ,2 9 Na +/ K + AT P ase

는 골지 체 (Golgi Netw ork )에서부터 내강막과 측저막으로 이동된다. 내강막

으로 이동된 Na +/ K + AT P ase는 세포내 이입 (endocytosis ) 되거나 분해되는

데 반해 측저막으로 이동된 Na +/ K + AT Pase는 actin을 기본으로 한 세포골격과

의 상호작용으로 유지되고 축적되게 된다. 이러한 기전으로 Na +/ K + AT P ase
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는 측저막에 극성을 유지하며 발현한다.

상피 내강막에서 PDZ domain과 PDZ- interacting dom ain 사이의 상호작용

은 이온수송단백의 극성 발현과 단백 안정성에 중요할 뿐 아니라 상피세포

내강막에 3차원적 거대분자 신호 복합체를 구축함으로 다양한 신호 변화에

반응하여 효율적으로 세포 기능을 조절할 수 있게 한다. CFT R의 경우 거대

분자 복합체 내에서 regulatory kinase인 protein kinase A, ezrin, phosphatases 등

과 연결되며 기능적으로 상호작용 한다고 알려진 ORCC, ENaC, ROMK등의

단백과 함께 존재하게 된다.3 0

이상의 결과 CF T R은 mRNA 수준이 아닌 단백 발현 수준에서 NHE3를 조

절함을 알 수 있었다. CF T R은 NHE3와 단백 복합체를 형성함으로서 내강막

으로 NHE3의 이동을 증가시키거나 NHE3의 안정성을 증가시켜 NHE3의 상

피 내강막 발현을 증가시킬 것으로 생각된다.
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Ⅴ . 결 론

CF T R이 NHE3의 발현을 어떤 수준에서 어떠한 기전을 통하여 조절하는지

연구한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. NHE3 prim er로 RT - P CR을 수행한 결과 CF PA C 세포에 NHE3 mRNA

의 발현을 관찰할 수 있었다. 또한 연결 단백의 primer로 RT - PCR을 수행한

결과 CFPAC 세포에는 EBP50, E3KARP , CAP70의 mRNA가 발현하였다.

2. 세포 내 pH를 재는 실험을 통하여 상피 내강막에 존재하는 NHE3의 기능을

측정한 결과 CF T R이 존재할 때 NHE3 기능이 39% 항진됨을 알 수 있었다.

3. N othern blot을 통해 NHE3의 mRNA 발현 정도를 분석한 결과 CFT R 유전

자를 갖는 세포에서 NHE3의 mRNA의 증가는 보이지 않았다.

4. 면역형광염색을 통하여 단백 발현 수준에서 분석한 결과 CFT R을 가진 세

포에서 상피 내강막의 NHE3의 발현이 증가함을 알 수 있었다.

이상의 결과 CF T R은 mRNA 수준이 아닌 단백 발현 수준에서 NHE3를 조

절함을 알 수 있었다. CF T R은 NHE3와 단백 복합체를 형성함으로서 내강막

으로 NHE3의 이동을 증가시키거나 NHE3의 안정성을 증가시켜 NHE3의 상

피 내강막 발현을 증가시킬 것으로 생각된다.
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Abs t r ac t

Re gul a t i on of NHE3 (Na+ / H+ exchange r 3 ) e xpr e s s i on

i n t he l umi nal membr ane of t he panc r e at i c duc t

Jin A h L e e

B rain K orea 21 P roj ect f or M edical S ciences

T he g raduate school, Y ons ei Univers ity

(Directed by Professor Min Goo Lee)

HCO3
- is an import ant const ituent of secreted fluids in m aintaining the

acidity and fluidity of pancreat ic fluid. T herefore aberrant HCO3
- t ran sport

can be related to chronic pancreatit is and other diseases of pancreas .

S everal t ransporter s are involved in luminal HCO3
- secret ion in pancreas

such as CFT R (cy stic fibrosis transmembrane conduct ance regulator ), AE

(Cl - / HCO3
- ex changer ), and NHE3 (Na +/ H + ex changer 3). CF T R support s

AE act ivity and can also control H CO3
- salvage mechanism NHE3. T hese

finding s mean that CF T R controls ov erall H CO3
- hom eost asis .

It is report ed that CF T R interact s with NHE3 through the scaffolding

protein s having PDZ (PSD 95/ DLG/ ZO1) dom ain and increases expres sion

of NHE3 in the luminal m embrane of the pancreatic duct . How ev er , the

precise m echanism is st ill not clear . In the present study the underlying

m olecular mechanism s how CFT R regulat es the expression of NHE3 w ere

inv estigated .

T he role of CFT R w as observ ed in CF T R- impaired CF PA C cells

transfected with AdCFTR viruses. RT - PCR analysis revealed expression of

mRNA for EBP50 (ERM- binding phophoprotein 50), E3KAP (NHE3 Kinase A

Regulatory Prot ein ), and CAP70 (CFT R A ssociat ed Protein 70) in CFPAC
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cells which are know n to interact with CFT R . In order to maint ain the

epithelial polarity , the cells w ere cultured on a perm eable m embrane

support , then NHE3 act ivity w as m easured by recording pH i in respon se

to [Na +] changes . When the cells w ere tran sfected with CF T R, the luminal

NHE3 act ivity w as increased by about 39%, which w as coincided with the

prev iou s in v ivo result s . Northern blot ting rev ealed that CF T R did not

affect the mRNA levels of NHE3. However, double- stained immunofluorescence

study clearly show ed that the luminal expression of CF T R w as highly

correlated w ith increased luminal NHE3 expres sion .

T hese result s suggest that CF T R increases the luminal NHE3

expression possibly by either increasing the luminal sorting or prot ein

stability of NHE3 in the luminal m embrane.

K ey W ords : Na +/ H + ex changer 3, bicarbonate, CF T R, protein interact ion
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