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국문요약

SERCA2+/-생쥐의 이하선세포에서 칼슘신호전달의
적응과 칼슘에 의존적인 Amylase분비의 변화

이하선에서의 타액분비는 선세포내 칼슘 농도의 변화에 의해서 조절
되는데 G-단백과 연계된 수용체 활성화가 칼슘 농도를 증가시킨다.
활성화된 G-단백은 세포내 1,4,5-trisinositolphosphate(IP3)농도를
증가시켜 소포체 칼슘채널인 IP3수용체로부터 칼슘을 유리시키며,증
가된 세포내 칼슘이온은 소포체 칼슘 펌프 (SERCA;
sarco/endoplasmic recticulum Ca2+-ATPase)와 세포막 칼슘펌프
(PMCA;plasmamembraneCa2+-ATPase)에 의해 제거된다.칼슘 제
거에 중요한 역할을 하는 SERCA2b형은 이하선 세포를 포함한 거의
모든 세포에 존재하며,현재까지 SERCA2이형접합자 (SERCA2+/-)
생쥐의 췌장선을 포함한 몇 몇 조직에서 SERCA2발현저하에 따른
칼슘 신호전달계의 변동과 적응성이 보고된 바 있다. 그런데
SERCA2+/- 생쥐의 이하선 세포에서도 칼슘 신호전달과 관련 단백들
이 변동될 가능성이 있음에도 불구하고 연구된 바 없어,본 연구에서
는 이하선세포에서 SERCA2의 발현저하가 칼슘 신호전달과 이와 연
관된 단백의 발현,그리고 타액분비에 대해 어떤 영향을 미치는 지 알
아보고자 하였다.
대조군과 SERCA2+/- 생쥐의 이하선 세포에서 동일한 자극에 의한
칼슘 증가량,외부로부터의 칼슘 유입량,그리고 소포체내에 저장되어
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있는 칼슘 양에는 차이가 없어,칼슘 신호전달계는 변동이 없음을 확
인하였다.그러나 SERCA2+/-생쥐에서 IP3수용체 제 1아형과 IP3수
용체 제 3아형의 발현이 증가하였고,IP3수용체 제 2아형은 감소하였
으며,PMCA의 발현이 증가하였다.IP3수용체들의 발현 변화와는 달
리 IP3수용체의 민감도와 IP3수용체의 위치 고정에는 변동이없었으
며,다만 PMCA의 활성도는 증가하였다.타액 용액의 분비는 양 세포
에서 차이가 없었으나,칼슘에 의존적인 아밀라제 단백의 분비가
SERCA2+/-에서 더 민감하였다. SERCA2+/-에서 칼슘센서인
synaptotagmin4의 mRNA 발현량이 감소하였음에도 불구하고,모든
아형의 synaptotagmin단백 발현이 증가하였다.또한 유전자 발현에
영향을 줄 수 있는 p38MAPK의 활성화된 형태인 인산화 p38의 발현
이 SERCA2+/-에서 감소하였다.이상의 결과,SERCA2+/-생쥐의 이하
선 세포에서 칼슘 신호전달 관련 단백인 IP3수용체,PMCA의 발현이
변동하였고,칼슘 의존성 synaptotagmin의 발현 증가로 인하여 아밀
라제의 분비가 증가한 것으로 판단된다.따라서 SERCA2의 발현감소
는 칼슘 신호전달에 관련된 단백들의 자체 발현과 활성도에 영향을
주었으나,칼슘 신호전달계는 SERCA2감소를 PMCA 발현량과 활성
증가에 의해서 상쇄시키는 적응현상을 보였다고 판단된다.
--------------------------------------------------------
핵심되는 말:이하선,칼슘 신호전달,SERCA2,아밀라제 분비,synaptotagmin
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SERCA2+/-생쥐의 이하선세포에서 칼슘신호전달의
적응과 칼슘에 의존적인 Amylase분비의 변화

<지도 교수 신 동민>

연세대학교 대학원 의과학과

조조조 해해해

III...서서서 론론론

세포내 유리 칼슘이온 (intracellularfreecalcium ion,Ca2+)은 세포가 고
유의 기능을 발휘하는데 가장 일반적인 이차 전령체로서 세포의 수정,근
수축,신경전달 물질의 분비,외분비선에서의 용액분비,기억과 학습 등의
세포내 생명현상과 밀접하다.평상시의 세포내 칼슘 농도는 약 100nM
이하를 유지하고 있는데 세포가 호르몬이나 신경전달 물질 등에 의해 자
극을 받게 되면 칼슘은 약 1 µM까지 또는 그 이상으로 증가한다1.세포
내 칼슘 농도의 증가는 세포외부의 칼슘 유입에 의하거나 세포내 칼슘저
장고인 소포체로부터 칼슘 유리에 의하여 나타난다.이와 같은 칼슘 농도
의 변화가 세포내 다양한 반응을 매개하는데 이는 세포내 칼슘에 의존적



- 4 -

인 여러 종류의 단백질의 활성화로 나타난다.칼슘신호에 의한 세포내 반
응지속시간은 세포에 따라 달라,신경세포에서 신경전달물질의 분비는 마
이크로초,근육의 수축은 밀리초,대사과정에서는 수초,유전자 전사나 성
장,분화를 위해서는 수분에서 수일이 수반되는 다양성을 보인다.또한 칼
슘신호는 단일세포내에서 국소적으로 나타나는 특성을 보이는데 이는 칼
슘신호 관련 단백들의 세포내 특정 부위에 위치한 결과이다2.
비흥분성 세포에서의 칼슘 증가는 G-단백과 연계된 수용체 (G-protein

coupledreceptor,GPCRs)활성화와 밀접하다.GPCRs에 의한 칼슘신호
전달에 있어 칼슘신호 전달단백들은 크게 두 부분으로 구성되어 있다.
GPCRs이 활성화되어 phosphatidylinositol-biphosphate(PIP2)를 가수 분
해 시켜 inositol1,4,5-triphosphate(IP3)를 생성 하는 생화학적 요소
(biochemicalcompartment)와 칼슘을 세포질 안팎으로 이동시키는 생물리
학적 요소 (biophysicalcompartment)이다.생화학적 요소에는 GPCRs,
heterotrimeric G-단백 (G-protein),phospholipase C beta (PLC β),
regulatorofG-proteinsignaling(RGS)단백 등이 있다.생물리학적 요
소로는 세포막 칼슘펌프 (plasmamembraneCa2+pump,PMCA),소포체
칼슘펌프 (sarco/endoplasmicreticulum Ca2+ATPase,SERCA),소포체에
존재하는 칼슘 유리 채널인 IP3수용체들 (IP3Rs),그리고 세포막에 존재
하는 저장고 의존성 칼슘유입 이온통로인 store-operatedCa2+ channels
(SOCC)등이 있다3-5.이와 같은 생물리학적 요소와 생화학적 요소간의
작용에 의해 세포내 칼슘 농도는 정확하게 조절되어지고 있다.
이하선 세포 (parotidglandacinarcell)는 비흥분성인 외분비 선세포로

서 구조적으로 기저막 (basalmembrane)과 내강막 (luminalmembrane)



- 5 -

을 갖는 극성 세포 (polarizedcell)이다.이하선에서 수용체 자극에 의한
칼슘 농도의 증가는 타액분비에 결정적이기 때문에 이하선은 칼슘신호 전
달 기전에 관련된 중요한 연구모델로 알려져 있다.이하선세포막에는
GPCRs인 무수카린성,α−아드레날린성 ,  substanceP 등의 수용체 등이
있어 이들의 활성화가 G-단백,PLC β, IP3수용체와 SOCC 등의 칼슘신
호전달 단백들을 자극하여 세포내 칼슘저장고,또는 세포외부로부터 칼슘
을 유입시키게 된다5.전기적 비흥분성 세포의 경우와 같이 이하선세포에
서도 효현제가 생리적 농도 이상일 경우 세포내 칼슘농도가 초기에 급속
히 증가한 후 감소하여 일정 수준을 유지하는 단일 피크를 보이는 반면,
생리적 농도의 자극에서는 세포내 칼슘 농도가 oscillation양상을 보인다
6.이외 이하선세포를 포함한 외분비 세포에서는 칼슘 신호반응이 내강막
측에서 기시하여 기저막측으로 퍼져가는 칼슘 wave의 형태로 나타난다7,8.
이하선세포에서 칼슘농도의 시간적,공간적 증가는 내강극 (luminal
pole)에 집중적으로 존재하는 칼슘의존성 Cl-이온통로의 개폐를 조절하여
타액분비를 촉진시킨다.용액분비와 더불어 이하선은 아밀라제 (amylase)
를 포함한 분비과립 (secretoryvesicle)을 내강으로 분비한다9.분비과립
의 분비는 주로 β-아드레날린성 수용체의 자극에 의해 세포내 이차 전령
체 중의 하나인 cAMP의 세포내 농도 증가에 의해 나타난다.이에 따라
cAMP-의존적 proteinkinaseA (PKA)가 활성화됨으로써 분비과립의 세
포막 융합을 유도하여 단백분비가 일어난다10,11.그러나 아직까지 PKA가
인산화 시키는 표적 단백에 관하여는 확실히 알려져 있지 않다.한편 이
하선에서의 분비과립에 의한 단백 분비는 cAMP의 세포내 농도 증가와
상관없이 세포내 칼슘농도 변화에 의해서도 부분적으로 조절된다12,13.그
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런데 이러한 칼슘에 의한 분비과립 분비 기전에 관하여는 잘 알려져 있지
않다.다만 신경세포에서 세포내 칼슘센서로 알려진 synaptotagmin의 여
러 아형들이 이하선세포에 존재하는 것14으로 미루어 세포내 칼슘 농도의
증가가 synaptotagmin에 의해 감지되고 이와 연관된 SNARE 복합체에
의해 단백 분비가 이루어질 것으로 추측하고 있다. 신경세포에서
synaptotagmin은 카르복시기 말단에 칼슘 결합 부위를 가지고 있어 칼슘
과 결합하여 분비과립의 융합을 개시한다15.
외분비 선세포의 중요한 칼슘 조절 단백 중의 하나인 SERCA는 크게 제
1,2그리고 제 3아형으로 분류된다16-18.특히,SERCA 제 2아형은 거의
모든 세포에서 발현되며 가장 중요한 역할을 수행한다고 알려져 있다.
SERCA는 기능적으로 세포내 칼슘농도를 낮게 유지하는 역할을 수행하는
데,SERCA2의 유전자인 ATP2A2의 변이는 사람의 피부과적 질환인
DarierDisease(DD)의 원인으로 알려져 있다19.DD는 대개 경증인 경우
가 보통인데 이 경우 피부나 점막세포가 쉽게 탈락되며 침샘의 막힘 등이
동반되기도 하고,심한 경우 정신적 장애가 나타난다.이에 대한 실험동물
모델로 SERCA2 유전자 중 한 copy가 결여된 SERCA2 이형접합자
(SERCA2heterozygote,SERCA2+/-)생쥐가 생산되어져 질환 기전 연구
에 사용되어지고 있다.2아형이 결여된 SERCA2동형접합자 (SERCA2
homozygote)생쥐의 경우 배아상태에 치명적으로서 개체의 생산이 불가
능하다고 보고되었다20.SERC2+/-생쥐는 SERCA 유전자의 발현량의 감
소에도 불구하고 외형적으로 커다란 이상을 보이고 있지는 않다.하지만
Zhao등의 보고에 따르면 SERCA2+/-생쥐의 췌장 선세포에서 SERCA2
의 발현 감소로 인하여 칼슘신호 관련 단백인 PMCA의 발현과 활성도가
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증가하였으며,이에 따라 칼슘 oscillationfrequency의 변동과 칼슘센서인
synaptotagmin의 발현이 증가하는 일종의 “adaptation”양상이 보고된 바
있다21.이와 같은 적응 현상은 왜 DD환자의 경우 대부분 중증을 나타내
지 않는 가에 대한 해석으로 받아들여지고 있다.한편,심장에서는
SERCA2a의 감소 결과로,SERCA2a의 조절단백인 phospholamban의 발
현이 감소하였으며,Na+/Ca2+exchanger단백의 발현과 활성도의 증가가
보고되었다22.
외분비 선세포인 췌장선 세포와 이하선 세포는 구조적으로 비슷한 형태
를 가지고 있으며,비흥분성 세포에서의 칼슘 신호전달계에 대해 넓게 연
구되어져 온 모델이다.양 세포는 IP3와 ryanodine수용체 등의 칼슘 유
리 채널,칼슘 유입 통로,그리고 칼슘 제거 기전을 갖고 있어 유사성을
보인다23,24.그러나 양 세포는 각 각의 칼슘 신호전달 단백의 발현에는
차이를 보이며,이로 인한 칼슘 신호 전달기전 또한 차이가 있다.예를 들
어 IP3수용체의 경우 이하선에서는 주로 제2아형이 대부분을 차지하지만,
췌장선에서는 제 2,3아형이 고르게 분포하며,이하선에서 약 3배 정도
높은 IP3수용체의 밀도를 보인다.이러한 차이는 두 세포에서 칼슘이 증
가되는 속도에 반영되어질 수 있는데,외부자극에 의해 이하선세포는 기
저 상태에서 최고 칼슘 농도로 증가하는데 1초 이내의 시간이 필요한데
반면,췌장 선세포는 그 이상의 시간을 필요로한다25.이하선 세포와 췌장
선 세포 같은 비흥분성 외분비 세포의 특징은 칼슘의 증가가 첨단 부위에
서 시작해 기저 부위로 퍼지는 “wave”의 형태로 나타난다.이러한 wave
가 연속적으로 발생하는 “oscillation”의 경우 양 세포에서 다른 형태로 나
타남이 알려져 있다.췌장선의 경우 주로 cholecystokinin수용체의 자극
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으로 인해 칼슘의 상승이후 기초상태까지 감소하는 oscillation이 생기는
반면26,27,이하선의 경우는 무스카린성 수용체의 자극에 의해 oscillation
이 발생했을 때,칼슘 농도의 상승 이후 기초 상태까지 제거되지 않고,상
승한 상태에서 상승과 제거를 연속적으로 하는 “sinusoidal” 형태의
oscillation양상을 보인다28.이와 같이 췌장선 세포와 이하선 세포는 비슷
한 형태의 비흥분성 세포임에도 불구하고 세포내의 칼슘 신호전달계에서
나타나는 칼슘 신호에는 차이를 보이며,이하선 세포에서의 SERCA2의
발현감소는 췌장선 세포에서 나타난 현상과는 또 다른 형태로 칼슘 신호
전달 체계,칼슘 신호전달 단백의 발현 그리고 기능적인 측면인 타액의
분비에 영향을 줄 가능성이 크다.이에 본 연구에서는 SERCA2+/-생쥐의
이하선 세포에서 SERCA2발현의 감소에 의해 생기는 칼슘 신호전달의
변화와 이에 따른 기능적 변동에 대해 확인하고자 하였다.
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IIIIII...재재재료료료 및및및 실실실험험험방방방법법법

1.재료
실험 동물은 미국의 Cincinnati의과대학의 GarryE.Shull박사의 실험
실로부터 제공받은 SERCA2+/-생쥐를 교배시켜 태어난 후 2주가 되었을
때 유전자 검사 후 실험군인 SERCA2+/-와 대조군 생쥐로 분류하여 6주
이상된 (체중 25-30g)생쥐를 사용하였다.
Collagenase (Type IV), carbamycholine chloride (Carbachol),
pillocarpineHCl,soybeantrypsininhibitor,N-[2-hydroxyethyl]piperazine
-N'-[2-ethanesulfonicacid](Hepes),D-glucose등은 Sigma(St.Louis,
MO,USA)에서 구입하였다.Bovaineserum albumin(BSA)과 pyruvic
acid는 Amresco(Solon,OH,USA)에서,streptolysinO는 Difco(Detroit,
MI,USA)에서, Fura-2-acetoxymethylester(Fura-2/AM)와 Fura-2
Na+/K+(freeacidform offura-2)는 Teflabs(Austin,TX,USA)에서 구
입하여 사용하였다.면역 반응에 사용된 다중 항체인 IP3R1,2,3는
Tanimura박사 (일본,호카이도 치과대학)로부터 제공받았으며,PMCA
단일항체는 Transduction Laboratory (San Jose, CA, USA)에서,
synaptotagmin항체는 DSHB (Iowa,IA,USA)에서,VAMP2단일 항체
는 Chemicon Co (Temecula, CA, USA)에서, syntaxin2 항체는
Stressgen(BC,Canada)에서,actin과 α-amylase다중 항체는 Sigma에서
각기 구입하였다.
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2.실험 방법

가.이하선세포의 분리
SERCA2+/-생쥐와 대조군 생쥐를 경추 탈골로 희생시킨 후,즉시 이하
선을 적출,지방조직을 제거하여 PSS (PhysiologicalSalt Solution;
140mM NaCl,5mM KCl,1mM MgCl2,10mM Hepes,1mM CaCl2,
10mM Glucose,pH 7.4,Osmolarity310mosm)용액에 넣고 가위로 최대
한 잘게 잘랐다.이것을 37℃의 100U/mlcollagenase가 포함된 용액이 들
어 있는 시험관에 산소와 함께 넣은 후 10분간 세게 흔들면서 세포를 분
리시켰다.Collagenase를 제거하기 위해 PSS용액으로 씻어준 후 그물
망으로 걸러 주어 큰 조직과 관세포 (ductalcell)를 제거 후,다시 같은
용액으로 2회 세척 후 얻어진 세포들을 1ml의 PSS용액을 공급해 주었
다.

나.세포내 Fura-2의 축척
칼슘 농도 변화에 민감한 형광물질인 Fura-2/AM을 1ml의 세포 부유액
에 최종농도가 2µM이 되도록 넣고 실온에서 40분 동안 산소를 제공하면
서 기다렸다.세포내로 들어간 fura-2/AM은 esterase에 의해 분해되어 세
포막을 통과하지 못하는 fura-2형태로 축적 되는데,fura-2의 세포내 축
적이 끝나면 4℃에 보관하여 사용하였다.

다.세포내 칼슘 농도의 측정
세포내 자극을 가하고 이에 대한 칼슘 반응을 계측하기 위해 perfusion
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system을 사용하였다.Perfusionchamber내 용적은 1ml로서,세포 내
칼슘 농도를 측정하기 위하여 세포 부유액을 perfusion chamber내
poly-L-lysinecoated(10% poly-L-lysine)coverslip위에 올려놓고 세
포가 부착될 때까지 기다렸다.세포가 coverslip에 부착되면 미세형광분석
기 (microfluorometer, MetaFlour system)와 연결된 역상 현미경
(invertedmicroscope;Nikon,Japan)위에 고정시키고 유동펌프를 사용하
여 분당 2ml의 속도로 용액을 관류하였다.계측된 세포 내 칼슘 농도의
변화는 컴퓨터에 연결하여 연속적으로 기록하였다.Excitation파장은 340
과 380nm를 사용하고 emission파장은 510nm가 되도록 하였다.측정
한 두 파장에서의 형광 강도 비율 (340/380nm)를 세포 내 칼슘 농도의
변화로 표시하였다.

라.아밀라제 분비의 측정
세포를 분리 용액에서 BSA만 뺀 용액으로 대체한 후 각각의 실리콘 처
리된 vial에 1ml씩 담고 효현제로 처리하여 37℃에서 20분 동안 현탁 배
양기 (60회/분)에서 반응시켰다.반응이 끝난 후 일정량을 얻어 원심분리
(500xg,2분)하여 상층액과 세포층으로 분리하고 상층액은 얼음에 보관
하여 아밀라제 유리 측정에 이용하였다.세포층은 분리 용액에서 BSA만
뺀 용액을 넣어 초음파 분쇄기로 파괴하여 실험에 이용하였다.아밀라제
는 Bernfeld의 방법에 따라 전분 기질에서 유리되는 maltose를
dinitrosalicylicacid로 발색시켜 분광 광도계를 이용하여 540nm에서 측정
하였다29.상층액과 세포내에서 측정된 아밀라제 양의 합을 총 아밀라제
양에 대한 백분율로 표시하고,기초유리 시 용액으로 유리된 아밀라제 양
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을 빼주어 순수 자극에 의한 아밀라제 유리량을 계산하여 나타내었다.
아밀라제 유리량 (%)=[(A-B)/(A+C)]x100

A는 자극유리 후 상층액내의 아밀라제 양,B는 기초유리 후 상층액내의
아밀라제 양,그리고 C는 자극유리 후 세포내의 아밀라제 양을 의미한다.

마.IP3수용체의 민감도 측정
분리된 세포를 고농도의 K+이 첨가되고 칼슘이 제거된 용액 (HK
chealax buffer)에 2번 washing해준 후 200µl로 희석하여 800µl의 RM
(Reaction Media; High K+ Ca2+ chealax buffer, 10mM creatine
phosphate,5U/mlcreatinephosphokinase,cocktailofmitochondria
inhibitor,5mM MgCl2,3mM ATP,3mg/mlStreptolysinO2µM Fluo-3)
용액이 들어있는 큐벳에 첨가하였다.실험이 수행되는 동안 자성 막대를
이용하여 계속 휘저어 주었다.칼슘의 변화는 큐벳용 형광 분석계
(Photontechnologyinternational,Brunswick,NJ)를 이용하여 측정하였
다.Fluo-3의 excitation파장은 488nm,emision파장은 530nm에서 측정
하였다.

바.RT-PCR
대조군 생쥐와 SERCA2+/-생쥐의 이하선 세포에서 synaptotagmin각 아
형의 발현량 차이를 확인하기 위해 RT-PCR을 실시하였다.순수한 이하
선세포를 얻기 위해 acudenz가 포함된 용액을 원심분리하여 시험관내 분
획된 도관세포를 제거한 후 밑에 층에 있는 선세포를 현미경하에서 확인
한 후 실험에 사용하였다.선세포 RNA를 Trizolreagent,chloroform,
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isoprophylethanol을 사용하여 분리하였다.분리한 RNA는 정량한 후
cDNA를 합성하기 위하여 random hexamer와 reversetranscriptase를
사용하여 42℃에서 1시간동안 반응시킨다. cDNA ～100 ng, 각
oligonucleotideprimer는 5pmoles,dNTP는 200 μM,Taqpolymerase
(Applierd Biosystems, CA, USA)는 1 unit, 그리고 10 x Taq
polymerasebuffer를 첨가하여 50㎕ volume이 되도록 하여 PCR을 수
행하였다.cDNA를 singlestrain으로 분리시키기 위해서 95℃에서 5min
정도 둔 후,95℃ /1min,Ta/1min,72℃ /1min (Ta,annealing
temperature;45～49℃)로 40cycle을 합성하였다. PCR 결과물을 확인하
기 위하여 1.5 % agarose gels in TAE (Tris-acetate-EDTA
electrophoresis)buffer에서 전기영동을 한 후,ethidium bromide[10μ
g/ml]으로 염색하여 280nm UV lightbox에서 확인하였다.이하선세포에
서 synaptotagmin을 확인하기 위해 사용된 RT-PCR용 primers들의 염
기서열은 표 1과 같다.

사.타액 분비량의 측정
SERCA2+/-생쥐와 대조군 생쥐의 타액분비량의 차이를 알아보기 위하여
생쥐를 마취 시킨 후 이하선을 덮고 있는 안면외피를 제거 한 후 이하선
에서 구강으로 연결되는 분비관을 절제하여 타액유도 물질인 pillocarpine
HCl(1mg/ml)을 복강에 주사한 후 5분마다 0.2mltube에 받아서 무게를
측정하였다.타액의 무게는 타액이 들어있는 tube의 무게에서 비어있는
tube의 무게의 차로 측정되었다.
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아.WesternBlotting
SERCA2+/-생쥐와 대조군 생쥐에서의 칼슘신호 전달 관련 단백들의 발현
량을 알아보기 위해서 면역 반응을 이용한 Westernblotting실험을 하였
다.분리된 이하선세포에 TrisHCl,NaCl,EDTA buffer(1% NP-40,
TrisHCl[pH 7.8],150mM NaCl1mM EDTA),Na3VO42mM,10mM
Naf,leupeptine10µl/ml,PMSF10µl/ml(LysisBuffer)를 첨가하여 40분
동안 4℃에서 incubation하였다.4℃ 원심분리기에서 12000rpm으로 12분
동안 원심 분리하여 상층액을 취한 후 Bradford정량법을 이용하여 정량
하였다.SDS-PAGE후 gel을 nitrocellulosefiltermembranetransfer한
후 sealingbag에 넣고 10ml의 blockingsolution(5% non-fatmilkin
T-TBS;50mM Tris,150mM NaCl,0.04% Tween-20)buffer로 20분씩
3번 wash하였다. 이차 항체는 항-토끼 (SERCA2b, IP3R1, IP3R2,
α-amylase,actin, VAMP2),항-쥐 (IP3R3, synaptotagmin,PMCA,
syntaxin2)항체를 3% blockingsolution에 1:2000～5000비율로 희석하여
상온에서 1시간 동안 incubation시킨 후 T-TBS로 20분씩 3번 wash하였
다.Westernblot의 결과는 ECL(EnhancedChemiluminescentDetection
System;Amersham PharmaciaBiotechInc.)용액에 의한 형광정도에 의
해 얻어졌다.

자.면역 형광 염색법
분리된 이하선세포를 polylysine coated (20% poly-L-lysine) round
8mm coverslip에 약 200 µl씩 분주한 후 약 5분간 incubation하였다.
PBS로 3번 washing한 후 4% paraformaldehyde500µl로 5분간
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Table.1ThePCR-primersencodingCa2+dependentofsynaptotagmins

*AccessionnumbersofGenBank/EMBLdatabank
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incubation후에 0.05% Tritonx-100을 처리 하거나 세포를 냉각 methanol
(1ml,10분,-20℃)로 처리하여 고정과 투과도를 증가시켰다.Incubation
buffer(0.1% gelatin,1% BSA,0.01% Na+azide)+ 5% normalgoat
serum에 1시간 동안 blocking한 후 일차 항체 (1:100혹은 1:200으로
Blockserum에 희석)를 약 50µl씩 첨가한 후 moisturechamber내에서
(4℃,24시간)incubation했다.24시간이 지난 후에 Incubationbuffer로 3
회 washout한 후 형광발색을 위한 이차항체 (anti-rabbit또는 anti-mouse
IgGtaggedwithfluorescein;JacksonLaboratories,WestGrove,PA,USA)로
처리한 다음 PBS로 3회 washout한 후 mountingmedia로 슬라이드 글라스에
고정시킨 후 24시간이 지난후 confocalmicroscope(LeicaTCSNT)으로 형광을
관찰하였다.

차.PMCA의 활성도 측정
분리된 이하선 세포를 effluxmedia(EM media;120mM KCl,20mM
NaCl,HEPES 10mM,Glucose10mM,pH7.4)에 두 번 washing한 후
400µl의 EFmedia로 희석하였다.희석된 세포를 1.6ml의 EFmedia가 들
어있는 큐벳에 첨가한 후 free-acid형태의 fura-22µM,MgCl210mM,
CPA 10µΜ 을 첨가한 후 세포 외부의 칼슘의 변화를 측정하였다.실험이
수행되는 동안 자성막대를 이용하여 계속 stirring해 주었다.칼슘농도의
변화는 큐벳용 분광 형광계를 이용하여 측정하였다.free-acid 형태의
fura-2의 excitation파장은 380nm,emision파장은 530nm이 되도록 하여
측정하였다.일련의 방법은 Zhang등의 연구수행의 실험방법과 유사하게
수행하였다30.
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카.통계학적 분석
StudentT-test를 실시하여 통계학적으로 분석하였으며,P<0.05일 때 유
의성있는 차이로 간주 하였다.
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IIIIIIIII...결결결과과과

1.SERCA2유전자의 결여에 따른 이하선세포에서의 칼슘 신호의 변동
SERCA2유전자의 결여에 의한 단백 발현저하는 정상상태와 효현제 자
극시 세포내 칼슘 농도의 변화를 일으킬 수 있다.이에 효현제 자극에 의
한 세포내 칼슘 농도의 증가와 제거,그리고 세포외부로부터의 칼슘 유입
량 등을 대조생쥐와 SERCA2+/-의 이하선세포에서 비교하고자 하였다.사
용되어진 실험방법은 세가지로 1)무스카린성 효현제인 carbachol로 세
포내 칼슘 농도를 세포내외에서 증가시켰을 때의 칼슘농도의 변화,그리
고 PMCA와 SERCA에 의해 제거되는 세포내 칼슘 제거율,세포외부에
칼슘이 없는 상태에서 SERCA의 특이적 억제제인 thapsigargin으로 소포
체내 칼슘을 고갈시킨 다음 세포외부로부터 유입되는 칼슘농도의 변화
등,2)세포외부에 칼슘이 없는 상태에서 효현제 처치시 증가된 칼슘농도
와 SERCA 억제제로 처치한 다음 세포외부로부터 유입되는 칼슘농도의
변화 등,3)세포외부에 칼슘이 없는 상태에서 SERCA를 억제시켰을 때
에 소포체로부터 나온 칼슘의 양과 제거된 속도를 측정하였다.세포내에
칼슘농도는 비율 (ratio,340/380)로 나타내었다.먼저,1)의 결과 최초로
증가된 칼슘농도는 대조군에서 0.907± 0.031,SERCA2+/-에서 0.910±
0.053이었으며 (n=4),carbachol1mM을 포함한 PSS용액에 다시 노출시켰
을 때, 대조군에서 1.085±0.107, SERCA2+/-에서 1.167±0.139의 칼슘
이 증가 하였고 (n=4),thapsigargin을 이용하여 소포체내 칼슘을 고갈시
킨 이후 세포 외부로부터의 칼슘 유입량은 대조군에서 0.652± 0.062,
SERCA2+/-에서 0.684±0.056이었다 (n=4)(그림 1.a).2)의 결과 세포
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외부로부터 유입된 칼슘양은 대조군에서 0.464± 0.058,SERCA2+/-에서
0.448±0.063이었다 (n=4)(그림 1.b). 3)의 결과 소포체내의 칼슘의 양
은 양 세포에서 유의성 있는 차이가 없었다 (그림 1.c).이상의 결과는
SERCA2+/- 생쥐 이하선세포는 효현제 자극시의 칼슘 증가와 칼슘 유입
량,그리고 소포체내의 칼슘의 양에 차이가 없음을 의미한다.

2.SERCA2유전자의 변이에 따른 칼슘 신호전달 단백들의 발현량과 IP3
수용체의 위치고정 검색
그림 1의 SERCA2의 감소에도 불구하고 칼슘 신호전달에 변동이 없다는
결과는 SERCA외의 다른 단백들의 양적 또는 활성도가 변동 하였을 가능
성이 있어 칼슘 신호전달 관련 단백들의 발현량을 검사해 보았다.이에
IP3R1,2,3의 아형의 항체와 PMCA,SERCA2b의 발현정도를 면역반응을
통해 정량 분석한 결과,SERCA2+/-에서 대조군에 비해 SERCA2b는 59%
± 3.52%의 감소 (P=0.0124,n=4),PMCA는 74% ± 10.68%의 증가
(P=0.0153,n=4),IP3R1은 43% ±5.33%의 증가 (P=0.0421,n=4),IP3R2는
67% ±5.04%의 감소 (p=0.0221,n=4),그리고 IP3R3는 38% ±8.94%의
증가 (p=0.0351,n=4)를 확인하였다 (그림 2.a,b).IP3수용체들의 발현량
의 변화가 IP3수용체의 분포 위치에 영향을 주었는가를 알아보기 위하여
면역 형광 염색법으로 IP3수용체의 위치를 검색했다.기존에 알려진 바와
같이 양 세포 모두 IP3수용체가 내강극 부근에 집중되어 있는 것이 확인
되어 SERCA2의 발현 저하가 IP3 수용체의 위치 고정에 영향을 미치지
못한 것을 알 수 있었다 (n=3)(그림 2c).
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Fig.1. MeasurementsofCa2+releaseandCa2+influxfrom WT and
SERCA2+/-parotidacinarcells.In(a),Cellsfrom WT (blackline)and
SERCA2+/- (gray line)mice were incubated in PSS solution with
carbachol1mM.Afterthen,cellswerewashbynominallyCa2+-free
medium.Afterreduction of[Ca2+]itoabasallevel,thecellswere
incubated withsoultioncontaining1mM CaCl2andthapsigargin1µM
toestimatetherateofCa2+influx.In(b),Cellsfrom WT (blackline)
orSERCA2+/-(grayline)micewereincubatedinCa2+medium priorto
stimulationwith1mM carbachol.Afterreductionof[Ca2+]itoabasal
level,thecellswereincubated withsoultioncontaining1mM CaCl2
andthapsigargin1µM toestimatetherateofCa2+influx.In(c),Cells
from WT(blackline)orSERCA2+/-(grayline)micewereincubatedin
aaddedthapsigargin1µM Ca2+medium priortostimulationwith1mM
carbacholtoestimatetheamountsofCa2+ER.
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3.SERCA,IP3수용체,그리고 PMCA의 활성도
그림 2의 IP3수용체 각 아형의 서로 다른 발현량 차이는 IP3수용체의
기능에 영향을 주었을 가능성이 있다.이에 IP3수용체의 활성도를 알아보
기 위하여 SLO로 이하선 세포막의 투과도를 증가시킴과 동시에 Fluo-3
염색제를 축적시킨 후 비대사성 1,4,5-IP3로 반복 자극하여 동일 농도의
자극에 따른 칼슘 농도의 변화를 IP3 수용체 활성도로 측정하였다.HK
chelaxmedium 상에서 이하선 세포에 SLO를 첨가하면 세포는 외부의 칼
슘 농도가 높기 때문에 세포내로 칼슘을 유입 시키게 된다.그 후 높아진
칼슘 농도에 의해 SERCA가 활성화되어 소포체 내로 칼슘을 이동시킨다.
이 때,칼슘이 감소하는 기울기를 SERCA의 활성도로 간주하였다.
SERCA2+/- 생쥐의 이하선세포에서 칼슘이 감소하는 기울기 값은 -0.223
±0.0679,대조군생쥐의 이하선세포는 -0.1145±0.0373(P=0.0368,n=5)로
SERCA2+/-의 경우 약 2배 정도 기능이 저하되었음을 알 수 있다.하지만
세포질내의 칼슘을 최대한 제거하였을 때의 칼슘 농도는 대조군에서
17.75nM ± 4.99nM 이었으며,SERCA2+/-는 17.25nM ± 3.09nM로서 양
세포 간에 차이가 없었다.SERCA2+/-에서 비대사성 IP3를 투여하여 양 세
포에서 동일농도의 IP3에 대한 수용체의 민감도를 측정했다.IP31µM을 1
차 첨가하였을 때 증가한 칼슘 농도는 대조군은 30.75nM ± 4.78nM,
SERCA2+/-는 35nM ± 3.55nM (n=5),2차 첨가하였을 때,대조군은
53.75nM ±5.79nM,SERCA2+/-는 55.00nM ±6.68nM (n=5),3차 첨가하
였을 때,대조군은 90.00nM ± 9.83nM,SERCA2+/-는 106.75nM ±
16.81nM이었으며 (n=5),carbachol1mM을 첨가하였을 때,대조군은
155.25nM ±16.21nM,SERCA2+/-은 77.5nM ±18.62였다 (n=5)(그림 3.
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Fig. 2. Western blotting and immunofluorescence staining in
SERCA2+/-andWT.In(A),thealterationsofexpressionlevelsofCa2+

signaling proteinsin parotid acinarcellsfrom WT and SERCA2+/-

mice.PMCA,IP3R1andIP3R3expressionswerehigherinSERCA2+/-

mouseandIP3R2expressionswerehigherinWT mouse.In(b),The
localizationofIP3receptor inparotidacinarcellsfrom SERCA+/-and
WTmice.
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Fig.3.MeasurementofSERCA,IP3Rs,andPMCA activityinWT and
SERCA2+/-.In(a,b),tomeasuredirectlyCa2+uptakeandreleasefrom
internalstores(line),parotidacinifrom WT (Blackline)orSERCA2+/-

(Gray line)werepermeabilized with SLO-contaning medium.Where
indicatedbythearrow,thecellswerestimulated1µM IP3and1mM
carbachol.In (c,d),Intactparotid acinifrom WT (black line)and
SERCA2+/- (gray line)wereaddedtoaCa2+-free,high K+ solution
contaning7.5mM EGTA and2mM ofthefreeacidform offura-2.
Whereindicatedbythearrow,thecellswerestimulatedwith1mM
carbachol.
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a,b).이상의 결과는 IP3수용체의 반응성에는 양 세포 간에 차이가 없음
을 의미한다.
그림 2의 PMCA의 과발현이 기능 증가로 이어졌는지를 확인하기 위하
여 양 세포간에 PMCA 활성도를 측정,비교하였다.7.5mM EDTA로 세
포외부의 칼슘을 제거하고 고농도의 효현제로 자극하면 PMCA를 통하여
세포내부의 칼슘이 외부로 유출되는데 이를 PMCA 활성도로 측정하였다.
효현제로 자극한지 약 5-6분이 지나면 세포외부로 유리되는 칼슘의 양은
더 이상 증가하지 않아 PMCA의 활성도를 알 수 있는데,이때 유리된 칼
슘의 농도는 대조군에서 12.74nM ±1.49nM,SERCA2+/-에서 20.98nM ±
2.71nM로써 약 2배 정도 SERCA2+/-의 PMCA 활성도가 증가했음을 확인
하였다 (P=0.0147,n=4)(그림 3.c,d).

4.다양한 효현제 농도 따른 세포내 칼슘 농도의 증가
그림 1의 실험결과에서와 같이 최대 농도인 1mM carbachol로 처치 시
칼슘 농도 증가와 칼슘 유입양은 양 세포 간에 차이가 없었다.그러나 이
는 효현제의 농도가 최대치로서 생리적 농도 이상이다.따라서 칼슘 증가
를 저 농도에서 측정하여 생리적 농도에 가까운 효현제 농도에서 확인해
볼 필요가 있다.이에 carbachol을 저농도인 1,3,10,100µM의 농도로 자
극하였다.1µM carbachol의 자극에 의한 세포의 칼슘 증가의 최대치는
대조군이 0.18±0.030,SERCA2+/-가 0.19,±0.028이었다 (n=5)(그림 4.
a).3µM carbachol의 자극에 의한 세포의 칼슘 증가의 최대치는 대조군이
0.29± 0.055,SERCA2+/- 0.28± 0.061이었다 (n=5)(그림 4.b).10µM
carbachol의 자극에 의한 세포의 최대 칼슘 증가치는 대조군이 0.50±
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Fig.4.MeasurementofCa2+releaseandCa2+influxincellsfrom WT
andSERCA2+/-parotidacinarcells.In(a,b,candd),cellsfrom WT
(black line)orSERCA2+/- (gray line)micewereincubated in PSS
solutionwithcarbachol1µM,3µM,10µM and100µM.
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0.054,SERCA2+/-가 0.53 ± 0.066이었다 (n=5) (그림 4.c).100µM
carbachol의 자극에 의한 세포의 칼슘 농도의 최대치는 대조군이 0.82±
0.045,SERCA2+/-가 0.84±0.059이었다 (n=5)(그림 4.d).양 이하선세포
에서 효현제 농도에 의존적인 칼슘의 변화에는 유의성있는 차이를 보이지
않았다.

5.칼슘 의존적 타액 용액의 분비와 효현제 농도에 의존적인 아밀라제 분
비 측정
그림1～5까지의 결과,SERCA2의 감소가 칼슘 제거 능력의 증가,칼슘

신호 전달 관련 단백의 발현의 변화,SERCA의 활성도 감소 그리고
PMCA의 활성도 증가로 이어졌음을 확인하였다.하지만 이러한 변동에도
불구하고 칼슘 유리량과 외부 칼슘의 유입량에는 차이를 보이지 않았다.
따라서,SERCA2+/-이하선 세포내에서 타액분비와 아밀라제의 분비를 측
정해 봄으로써 이하선 세포의 기능적인 측면에 주는 영향을 알아보고자
하였다. 마취된 대조군과 SERCA2+/- 생쥐에 무스카린성 효현제인
pillocarpineHCl(1mg/kg)을 복강내 주사하여 타액을 유도하였다.유도된
타액은 5분당 한 번씩 무게를 재었고 각 시간에 따른 타액의 분비량으로
타액분비 속도를 산출하였으며 50분 동안 분비한 타액의 무게를 측정하여
총 타액양을 측정하였다.대조군과 SERCA2+/-에서의 타액 분비는 효현제
를 투입한지 ～10분이 지났을 때 최대의 분비량을 보였는데,대조군에서
4.45mg±0.44mg(n=4),SERCA2+/-에서 4.46mg±0.39mg(n=4)의 타액
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Fig.5.MeasurementsofCa2+ dependentsalivasecretionandamylase
secretion in a dose-dependent manner.In (a and b),to avoid
contaminationofsalivabyotherbodyfluids(e.g.trachealandnasal
secretions),salivawascollected directly from isolated parotidgland
ducts.WTandSERCA2+/-micewereanesthetizedwithchloralhydrate
(500mg/kgbodyweight,intraperitoneal),andthemainsecretoryducts
oftheparotid glandswereisolated using a dissecting microscope.
Afterthen,thefluidwerecollectedtothetubeformeasurementof
volume.In(candd),WT andSERCA2+/-miceparotidglandsacinar
cells were stimulated with carbacholand isopreterenol.And,the
experimentwasperformedbelongtotheBernfeldmethod.
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이 분비되었으며,시간에 따른 타액의 속도는 대조군과 SERCA2+/-에서
유의성 있는 차이를 보이지 않았다(그림 5.a).또한 양 세포에서 분비한
총 타액량은 대조군에서 24.8mg±1.9mg(n=4),SERCA2+/-에서 26.6mg
±2.26mg(n=4)이 분비되었으며,유의성 있는 차이를 나타내지는 않았다
(그림 5.b).이외 분리된 대조군과 SERCA2+/-와 생쥐의 이하선세포를
동일농도의 무스카린성 효현제인 carbachol과 β-아드레날린성 효현제인
isoproterenol로 자극하여 아밀라제 분비의 차이를 비교하였다.사용된 효
현제인 carbachol은 10-7,3x10-7,10-6,3x10-6,10-5 M의 농도에서,
isoproterenol은 10-9,10-8,10-7,10-6,10-5,10-4M에서 각기 20분 동안 자
극하였다.대조군과 SERCA2+/-의 생쥐의 이하선세포에서의 효현제의 농
도에 따른 아밀라제의 분비는 농도에 의존적으로 분비됨을 확인하였고,
대조군 생쥐에서 carbachol의 자극에 따른 아밀라제 분비량은 10-7M에서
1.7% ±0.21%,3x10-7M에서 5.3% ±0.59%,10-6M에서 10.0% ±1.4%,
3x10-6M에서 11.1% ±1.0%,10-5M에서 8.9% ±1.0%가 분비 되었으며,
SERCA2+/- 생쥐에서는 10-7M에서 2.9% ±0.39%,3x10-7M에서 7.0% ±
1.25%,10-6M에서 11.5% ±1.82%,3x10-6M에서 13.6% ±0.77%,10-5M에
서10.6% ±0.75% 의 아밀라제가 분비되었다.대조군과 SERCA2+/-의 생
쥐의 이하선세포에서의 carbachol농도에 따라 분비되는 단백의 양이 유
의성 있는 차이를 보이는 것을 확인하였다 (～P<0.05,n=6)(그림 5.d).
Isoproterenol자극에 의한 대조군에서의 아밀라제 분비량은 10-9M에서
1.2% ± 0.54%,10-8M에서 1.5% ± 1.20%,10-7M에서 3.6% ± 0.78%,
10-6M에서 7.43% ±1.58,10-5M에서 21% ±2.08%,10-4M에서 24.5% ±
2.01%의 아밀라제가 분비되었으며,SERCA2+/-에서의 아밀라제 분비량은
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10-9M에서 1.5% ±0.46%,10-8M에서 2.5% ± 0.76%,10-7M에서 3% ±
1.15%,10-6M에서 8.3% ±2.04,10-5M에서 20% ±1.86%,10-4M에서23%
±2.00%의 아밀라제가 분비되었다.
대조군과 SERCA2+/-의 생쥐의 이하선세포에서의 isoproterenol농도에
따라 분비되는 단백의 양이 유의성 있는 차이를 보이지 않았다 (～
P>0.05,n=3)(그림 5.c).이상의 결과 SERCA2+/-생쥐의 이하선세포에
서 칼슘 신호의 변동으로 나타날 수 있는 타액의 분비에는 이상을 보이지
않았으며,cAMP의 축척으로 나타날 수 있는 아밀라제 분비 또한 변동이
없었다.하지만 세포질내 칼슘 농도의 증가로 유도되는 아밀라제 분비는
SERCA2+/-에서 더 민감한 것을 알 수 있었다.

6.이하선 세포내의 장시간의 자극에 유지되는 칼슘농도의 측정
그림 5의 결과 세포내 칼슘을 증가시켜 유도한 타액의 분비량은 양 세포
에서 일치하였으나 칼슘에 의존적인 아밀라제 분비는 SERCA2+/-생쥐에
서 같은 효현제 농도하에서 더 민감하였다.이는 세 가지의 가능성을 예
측할 수 있는데,1)아밀라제의 분비를 측정하기 위하여 20분 동안 효현
제로 자극 시 SERCA2+/-생쥐가 대조군에 비하여 칼슘을 유지하는 능력
이 더 뛰어날 것이거나,2)SERCA2+/- 생쥐에서 칼슘에 의존적인 단백
분비에 관여하는 단백의 발현에 변동이 있을 것,그리고 3)양 세포에서
본래 포함하고 있는 분비과립의 양에 차이가 있을 가능성이 있다.따라서
1)의 예측에 대해 검증해 보기 위하여 양세포를 장시간 (20분)효현제에
노출시켜 유지되는 칼슘양을 측정해 보았다.Carbachol의 농도는 단백분
비가 가장 잘 일어난 농도인 1,3,100µM의 농도로 자극하였으며,자극
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시간은 단백분비를 유도할 때와 동일한 시간인 20분 동안 자극하였고 자
극 시간동안 칼슘의 유지하는 능력을 비교해 보고자 하였다.자극 후 20
분이 지났을 때 각 세포가 유지하고 있는 칼슘양을 측정 하였다.1µM로
자극하였을 때 대조군은 0.1384 ±0.0184이었으며,SERCA+/-는 0.1678
±0.0206이었다 (n=4).3µM로 자극하였을 때 대조군은 0.2354±0.0104이
었으며,SERCA+/-는 0.2809±0.0176이었다 (n=4).100µM로 자극하였을
때 대조군은 0.3184±0.0664이었으며,SERCA+/-는 0.3878±0.0543이었
다 (n=4).각 각의 농도에서 20분후에 유지하고 있는 칼슘의 양에는 유의
성 있는 변동을 확인하지 못하였다.이상의 결과,양 세포에서 칼슘을 유
지하고 있는 능력에는 변동이 없음을 확인하였다.

7. 대조군과 SERCA2+/-이하선 세포에서 단백 분비에 관여하는 단백 비
교
칼슘에 의존적인 단백 분비에 관여하는 칼슘 센서로 알려진
synaptotagmin의 mRNA와 단백의 발현을 비교해 보았다.이 외 VAMP2
(vesicleassociatedmembraneprotein)와 syntaxin-2와 같은 SNAREs의
발현양과 선세포내 아밀라제 단백의 양을 측정해 보았다.
synaptotagmin아형 중에서 칼슘에 의존적인 단백 분비에 관련한다고
알려진 제1-7아형의 primer를 사용하여 정량적 RT-PCR을 수행 하였다.
제4아형을 제외한 나머지 단백은 거의 변동이 없었으며,다만 제4아형
은 SERCA2+/-에서 발현량이 47% ± 1.25 % 감소했으나,Western
blotting으로 단백 발현을 검색해 본 결과 오히려 SERCA2+/-가 88% ±
4.54% synaptotagmin의 발현량이 증가하였다.또한,syntaxin-2,
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Fig. 6. MeasurementofCa2+increasesinresponsetocarbacholwith
longterm durationincellsfrom WTandSERCA2+/-.Cells were 

stimulated with carbachol at the concentration of 1µM , 3µM  and 100 

µM  during 20 minutes. 
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α−amylase는 발현량에 변화가 없었으며,VAMP2만이 SERCA2+/-에서
37% ±3.25% 발현량이 감소하였다.이상의 결과로,양 세포가 본래 포함
하고 있는 분비 과립의 양은 거의 일치하지만, 칼슘 센서인
synaptotagmin의 양은 SERCA2+/-에서 증가하였으며 VAMP2의 양은 감
소하였음을 확인하였다.

8.대조군과 SERCA2+/-이하선 세포에서 p-38MAPK의 발현 비교
이상의 결과 SERCA2+/-에서 SERCA의 발현감소가 synaptotagmin의 발
현에 변동을 주어 칼슘 의존적 단백분비에 영향을 주었을 가능성이 있다.
그런데 SERCA의 활성도의 감소에 따라 MAPK의 신호전달체계에 변동
이 생겼다는 최근에 보고는 본 실험동물에서도 특정 전사 인자를 비정상
적으로 조절하였을 가능성이 있게 한다.이에 양 세포에서 MAPK 단백의
발현량을 검색해 보았다.SERCA2+/- 생쥐에서 p38의 활성화된 형태인
인산화된 p38의 발현의 감소를 확인하였는데,SERCA2+/-생쥐에서 38.9%
±5.21%가 대조군에 비하여 감소하였다.
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Fig.7.RT-PCR andWesternblottinginWT andSERCA2+/-.In(a),
RT-PCRofthesynaptotaghmin(Syt)isoforms.TheSyt-4mRNA was
decreasedinSERCA2+/- comparedtoWT.In(b),thealterationsof
expression levelsoftheCa2+ dependentsecretion related protein in
parotid acinarcells from WT and SERCA2+/-.Synaptotagmin was
muchhigherinSERCA2+/-andVAMP2expressionwashigherinWT.



- 34 -

Fig.8.Westernblottinganalysisofp38MAPK inWT andSERCA2+/-

miceparotidacinarcells.Thephosphop38MAPK wasdecreasedin
SERCA2+/- comparedtoWT.Buttheleveloftotal-p38MAPK was
equaledinbothtype.
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IIIVVV...고고고찰찰찰

이하선에서의 타액 분비는 주로 세포내 칼슘 신호의 변화에 의해서 이
루어지며,부분적으로 아밀라제를 포함한 단백의 분비에도 칼슘 신호가
연관되어져 있다.이하선에서 SERCA의 역할은 칼슘 신호 전달계에서 중
요한 역할을 수행하며,칼슘 신호와 연계된 타액분비에 관련할 가능성이
있다9,12,13.그러나 췌장선과 심근에서의 SERCA2의 감소에 따른 변동이
보고된 바 있으나19현재까지 이하선에서의 연구는 이루어지지 않았다.따
라서 본 연구에서는 이하선 세포에서의 SERCA2+/-에서 칼슘 신호,이와
관련된 단백의 변경과 이하선의 기능적인 측면에 미치는 영향에 대해서
알아보고자 하였다.
먼저 SERCA2유전자의 결여에 의한 단백 발현저하는 세포내 칼슘 신

호의 변화를 일으킬 수 있다.이에 효현제 자극에 의한 세포내 칼슘 농도
의 증가와 제거,그리고 세포외부로부터의 칼슘 유입량 등을 대조생쥐와
SERCA2+/-의 이하선세포에서 비교하고자 하였다.SERCA2+/-에서 고농도
의 효현제에 의한 세포내 칼슘 증가 그리고 칼슘 저장 창고의 고갈 후 외
부로부터 유입되는 칼슘의 양 그리고 소포체내에 포함하고 있는 칼슘의
양에 대하여 대조군과 비교하여 차이점을 확인하지 못하였다 (그림 1).그
러나 SERCA2가 감소하였음에도 불구하고 칼슘 신호의 변동이 없음은
SERCA2+/-에서 칼슘 신호전달과 관련된 단백에 변동이 생겼을 가능성을
의미한다.이에 SERCA2+/-생쥐에서의 칼슘 신호전달 관련 단백의 발현
양을 비교해 보았는데,SERCA2+/- 생쥐의 췌장선 세포에서 연구와 유사
하게 PMCA 단백의 발현이 현저하게 증가한 것을 확인하였다.이와 동시
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에 IP3수용체의 발현양이 변동하였음을 확인하였다 (그림 2).최근의 보
고에 따르면 PMCA는 IP3수용체 그리고 여러 칼슘 신호전달 관련 단백
과 서로 결합되고 있음이 알려졌다.따라서 SERCA2의 인위적인 감소가
다른 단백의 발현에 영향을 주었을 가능성이 있다32.그러나 IP3수용체의
단백 발현의 변동에도 불구하고 그 활성도에는 영향을 주지 못하였다 (그
림 3a,b).이는 IP3수용체의 경우 heterotetrameric복합체를 이루어33

활성을 가짐으로 인하여 각각의 단백 발현정도의 변화가 있다 하더라도
활성도에는 영향을 주지 못하였을 가능성을 의미한다.IP3수용체의 발현
양의 변동에도 불구하고 활성도에 영향을 미치지 못한 것과는 다르게,
SERCA와 PMCA의 활성도는 각 각 감소 (그림 3a),증가 (그림 3c,d)
하였다.그림1에서 고농도의 효현제 자극에 의한 칼슘 증가는 차이가 없
었으나 이는 효현제의 농도가 최대치로써 생리적 농도 이상이다.따라서
칼슘 증가를 생리적 농도에 가까운 저농도에서 측정하였을 때 칼슘 증가
량의 변동이 있을 가능성이 있어,저농도에서 효현제를 순차적으로 처리
해 보았으나 각 각의 농도에서 유의성 있는 차이를 확인하지 못하였다
(그림 4).이상의 결과,췌장선 세포에서와는 다르게 이하선 세포에서는
SERCA2의 감소가 칼슘 신호전달계에는 커다란 영향을 주지 못하였으며,
단지 PMCA를 증가시켜 SERCA의 감소에 따른 기능적인 결함을 상쇄
시켰으리라 생각되었다.
이하선 세포의 기능 적인 측면에서의 변동을 알아보았다 (그림 5).예상
대로 SERCA2+/-의 타액분비량과 타액분비 속도는 차이를 보이지 않았으
나 (그림 5a,b),칼슘에 의존적인 아밀라제의 분비에 SERCA2+/-에서 좀
더 민감했다 (그림 5d).SERCA2+/-생쥐에서 단백 분비가 더 민감한 것



- 37 -

은 세 가지의 가능성을 추측하게 하였다.1)양 세포에서 아밀라제의 분
비를 측정하기 위해 효현제로 자극하는 장시간동안의 칼슘 유지능력에의
차이.2)칼슘에 의존적인 단백분비에 관여하는 단백 발현의 변동 3)
SERCA2+/- 생쥐의 이하선 세포에서 분비과립의 양의 차이이며,각 각의
가능성에 대하여 검증해 보았다.하지만,양 세포에서 장시간 유지되는 칼
슘양에 대하여 유의성 있는 차이가 없음을 확인하였다 (그림 6).또한 α−

아밀라제 항체를 이용하여 각 각의 세포가 휴면상태에서 포함하고 있는
아밀라제의 양을 측정해 본 결과 아밀라제를 포함하는 분비과립의 양에는
변함이 없음을 확인하였다 (그림 7b).SERCA2+/-생쥐에서의 칼슘 의존
적 아밀라제 분비의 차이는 칼슘 의존적인 단백분비에 관여하는 단백의
발현이 변동에 의한 가능성이 있음이 예상되어 칼슘 의존적인 단백 분비
에 직접적으로 관여한다고 알려진 synaptotagmin제1～7아형34에 대한
mRNA의 발현양을 검색해본 결과 제4아형을 제외한 다른 아형에는 커
다란 변동이 없었으며,제4아형의 경우 SERCA2+/-에서 mRNA 발현 정
도가 감소하였다 (그림 7a).그러나 모든 아형의 synaptotagmin의 세포
질 방향 부위 (cytoplasmicdomain)를 인식하는 synaptotagmin단일 항
체를 이용한 면역 검색 결과 mRNA의 발현 정도와 무관하게
synaptotagmin의 발현량이 SERCA2+/-생쥐에서 증가함이 확인되었다.이
외에 VAMP2의 발현양이 SERCA2+/-생쥐의 이하선 세포에서 감소하였으
며,syntaxin 2의 경우 발현량에 변동이 없었다 (그림 7 b).특히,
synaptotagmin은 Zhao등의 연구에서도 세포내 칼슘 신호전달계의 변동
으로 인하여 그 발현량이 mRNA와 무관하게 변동한 것과 일치하는 결과
를 보였다.하지만 VAMP2의 경우 칼슘에 비 의존적인 단백분비에 관여
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한다고 이미 보고된 바 있음으로35, 발현량에 차이가 있었을 지라도
SERCA2+/-에서 보인 칼슘에 의존적인 아밀라제 분비에 관여할 가능성은
극히 적다.
세포질내의 높은 칼슘은 세포괴사나 세포 사멸을 유도하기 때문에 세포

에서 칼슘의 유리하는 기능뿐만이 아니라 칼슘의 제거 또한 세포 생존을
위해서 중요한 기능이다2.따라서 세포는 SERCA의 활성의 감소를
PMCA의 활성 증가로 상쇄시켰으며,이에 따라 변동될 가능성이 있는 세
포내 칼슘 증가,외부 칼슘 유입 그리고 기능적인 측면에서 타액의 분비에
대하여 적응성을 보여 주었다.그러나 synaptotagmin단백의 발현 증가와
칼슘 의존적 단백 분비의 증가가 확인되었다. 최근 보고에 의하면
human embryonickidney 293세포에서 비가역적인 SERCA 저해제인
thapsigargin을 처리로 인한 SERCA의 활성의 감소에 의해 G1기에서 S기
로의 진행에 관련하는 단백인 mitogen-activated protein kinase
(MAPK)/extreacellualrsignalregulatedkinase(ERK)의 발현이 감소한
다고 알려져 있다36.MAPK/ERK 신호전달계는 핵 내로 신호를 전달하여
다양한 인자의 조절을 통해 유전자의 발현을 조절한다고 알려져 있으며,
본 연구에서 나타난 SERCA2+/- 생쥐의 이하선 세포에서 synaptotagmin
의 발현의 변동은 SERCA의 활성도의 감소에 따라 MAPK의 신호전달체
계에 변동이 생겨 특정 전사 인자를 비정상적으로 조절하는 것과 연관되
어 있을 가능성이 있다.이에 SERCA2의 감소에 따른 MAPK 단백의 발
현 변동을 검색하였다.대조군과 SERCA2+/-생쥐의 이하선 세포에서 ERK
의 활성화된 형태인 인산화된 ERK의 발현은 없었으나,인산화된 p38이
감소하였다 (그림 8).이상의 결과로 미루어 synaptotagmin발현의 변동
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은 p38의 감소에 의한 단백 발현에 영향을 줄 수 있는 특정 인자들과 연
관되어 있을 가능성이 있다고 판단된다.
SERCA2+/-이하선 세포는 SERCA2+/-췌장선 세포에서와 유사한 적응

현상과 PMCA 활성의 증가를 보였으나,칼슘 신호전달계와 그 기능적인
측면에 영향을 주지 못하였다.다만 기능적으로 칼슘 의존적 단백 분비의
변화와 칼슘신호관련 단백인 synaptotagmian과 VAMP2의 발현에 영향을
주었다.이상의 결과는 invivo적으로 SERCA2의 감소가 부분적으로 칼
슘신호를 변동시켰을 지라도 세포내에서 상당한 유연성과 적응력을 갖고
있음을 의미한다.
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VVV...결결결론론론

본 연구를 통해 SERCA2+/-생쥐의 이하선 세포는 췌장선과 유사한 적응
현상을 보였으나,칼슘 신호 전달계와 타액의 분비에 큰 영향을 주지는
못했는데 이는 SERCA2의 활성감소로 인한 세포내 칼슘 제거기전의 저하
를 PMCA의 활성도 증가로 상쇄시켰기 때문이다.그러나 칼슘신호단백들
의 발현과 기능에는 변화가 있었으며,칼슘센서인 synaptotagmin의 발현
양 증가와 칼슘에 의존적인 아밀라제 분비가 SERCA2+/-생쥐에서 더 민
감하였다.

1.칼슘신호전달 관련 단백인 SERCA2의 발현이 감소하였음에도 불구하
고,칼슘 증가량,외부로부터의 칼슘 유입량 그리고 소포체내 칼슘의
양에는 변동이 없었다.

2.SERCA2b,PMCA의 단백 발현이 각 각 감소,증가했으며 활성도 또한
발현양에 비례하여 각 각 감소,증가 되었다.그러나 IP3수용체에 양
적인 발현에 차이가 있었으나,활성도와 위치 고정에는 영향을 주지 못
하였다.

3.타액 분비에는 변동이 없었으나,칼슘에 의존적인 단백의 분비가
SERCA2+/-생쥐의 이하선 세포에서 증가하였다.

4.단백분비에 관련된 synaptotagmin,VAMP의 단백의 발현이 각 각 증
가,감소 하였으며,syntaxin의 발현에는 차이가 없었다.

5.P38MAPK의 활성화된 형태인 인산화된 p38의 발현이 감소하였다.
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Abstract

AdaptationofCa2+signalingandalterationofamylase
secretioninSERCA2+/-miceparotidacinarcell

JoHae

DepartmentofMedicalScience
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorDongMinShin)

Salivary fluid secretion is evoked by increase of intracellular
concentrationofCa2+([Ca2+]i)followingactivationofG-proteincoupled
receptors (GPCRs)in parotid gland acinarcells.GPCRs stimulate
phospholipaseCβ tohydrolyzephosphatidylinositol4,5-bisphosphate
and release 1,4,5-trisinositolphosphate (IP3) to cytosol,which
inducesthereleaseofCa2+from IP3receptorsinendoplasmicreticulum
(ER).Increased[Ca2+]iareremovedfrom cytosolbysarco/endoplasmic
recticulum Ca2+-ATPase(SERCA)andplasmamembraneCa2+-ATPase
(PMCA).SERCA2b,oneoftheisotypesofSERCA,existsintheall
celltypesincludingparotidacinarcells.Thepreviousstudiesreported
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thealterationofCa2+signalingandtheadaptationofCa2+signalingin
other tissues including pancreas from SERCA2 heterozygote mice
(SERCA2+/-).Therefore,itis possible thatthe Ca2+ signaling and
protein expression levels in SERCA2+/- parotid acinarcells maybe
changed.However,ithasnotbeenreportedinSERCA2+/-miceparotid
acinarcells.Inthepresentwork,weinvestigatedtheCa2+ signaling,
expressionlevelsofCa2+signalingproteins,andsalivarysecretionsin
SERCA2+/-miceparotidacinarcells.
Ca2+ releasefrom ER,Ca2+ influxfrom external,andCa2+ER showed
similarpatternbetweenparotidacinarcellsfrom SERCA2+/- andWT
mice.However,WesternblottingresultsshowedthatIP3R1,IP3R3and
PMCA werehigherexpressedinSERCA2+/-andIP3R2expressionwas
higherthan WT.Thelocalizationsandactivity ofIP3Rsin parotid
acinarcells were notaffected by the deletion ofSERCA2 gene.
Functional study showed decreased activity of SERCA,identical
activityofIP3Rs,andup-reguationofPMCA inSERCA2+/-. Whereas
thefluidsecretionwasnotalteredinSERCA2+/-,amylasereleaseby
the same concentration of muscarinic stimulation showed more
sensitiveinSERCA2+/-parotidacinarcells.Althoughsynaptotagmin-4
mRNA expressionlevelinWT washigherthanthatinSERCA2+/-,
proteinlevelofsynaptotagminwasmuchhigherinSERCA2+/-mice.In
addition,theexpressionlevelofphospho-p38MAPK wasdecreasedin
SERCA2+/-parotidacinarcells.
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Depending on the results,although the decrease ofSERCA2 in
parotidacinarcellsaffectedtotheexpressionlevelsandactivitiesof
Ca2+ signaling proteins, the Ca2+ signaling was adapted to be
counter-balanced by the increase of PMCA expression leveland
activityinSERCA2+/-parotidacinarcells.
-----------------------------------------------------------
KeyWords:parotid,Ca2+signaling,SERCA2,amylasesecretion,

synaptotagmin
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