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당뇨 백서 사구체 및 고포도당으로 자극한 족세포에서

싸이클로스포린이 P-cadherin의 발현에 미치는 영향
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Purpose: We investigated whether Cyclosporin A (CsA) had the anti-proteinuric effect in diabetic rats

and whether it was associated with the alteration of P-cadherin expression.

Methods: Sprague-Dawley rats were injected with diluent (C, N=16) or streptozotocin intraperitoneally

(DM, N=16). Eight rats in each group were treated with 10% ethanol or with 1.5 mg/kg/day of CsA

(C＋CsA and DM＋CsA) for 6 weeks. Immortalized mouse podocytes were cultured in media with 5.6

mM glucose (LG), LG＋CsA (10
-8
M), LG＋TGF-β1, 30 mM glucose (HG), or HG＋CsA. Real time-

PCR and Western blot were performed for P-cadherin and TGF-β1 mRNA and protein expression,

respectively, with sieved glomeruli and cell lysates.

Results: Urinary albumin excretion was significantly higher in DM compared with C rats, and CsA

treatment inhibited the increase in albuminuria in DM rats. Glomerular P-cadherin mRNA and protein

expression in DM were decreased compared with C rats, and these decreases were significantly

inhibited by CsA. Glomerular TGF-β1 mRNA and protein expression were higher in DM than C rats,

and CsA treatment inhibited the increase in TGF-β1 expression in DM. P-cadherin mRNA and protein

expression in HG and LG＋TGF-β1 podocytes were lower than LG cells, and these HG-induced

decrements were restored by CsA.

Conclusion: CsA treatment reduces urinary albumin excretion in DM rats. P-cadherin expression is

decreased under diabetic conditions, which is ameliorated by CsA. In addition, inhibition of the increase

in glomerular TGF-β1 expression under diabetic conditions by CsA seems to restore the P-cadherin

expression, resulting in the decrease in albuminuria.
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서 론

당뇨병성 신병증은 임상적으로는 단백뇨가 특징적인 소견

이다
1)
. 당뇨병성 신병증을 비롯한 각종 사구체 질환에서 단

백뇨는 사구체 여과 장벽의 크기 선택성 (size selectivity)

또는 전하 선택성 (charge selectivity)의 소실로 인하여 발

생되는 것으로 알려져 있다. 사구체 여과 장벽은 혈관 내피세

포층 (endothelial layer), 사구체 기저막 (glomerular base-

ment membrane), 그리고 세극막 (slit diaphragm)이 존재

하는 족세포층 (podocyte layer)으로 이루어져 있는데
2-6)
,

이 중 사구체 기저막은 비교적 크기가 큰 분자에 대한 여과

장벽, 그리고 세극막은 알부민보다 크기가 작은 분자에 대한

여과 장벽 역할을 하는 것으로 보고되고 있다
7)
. 세극막은 서

로 다른 족세포에서 기원한 족돌기들 사이에 4×14 nm의 세

공을 가지는 연속적인 섬유상의 구조로, 여기에는 nephrin,

P-cadherin, NEPH1, 그리고 FAT 등이 존재하는 것으로

알려져 있다
8-13)
.

P-cadherin은 세극막의 기본 골격을 형성하는 단백으로,

세극막을 구성하는 nephrin 등의 다른 단백과 더불어 사구체

여과 장벽의 선택투과성 (permselectivity)을 유지하는데 기

여하는 것으로 알려져 있다
9)
. 또한, 최근에는 당뇨 백서 사구

체 및 고포도당으로 자극한 족세포에서 P-cadherin mRNA

및 단백 발현의 감소와 단백뇨 발생 사이에 밀접한 관련이

있다는 보고도 있었다
14)
.

당뇨병성 신병증은 병리적으로 사구체 및 세뇨관의 비후와

세포외 기질의 축적이 특징적인 소견이다
15, 16)
. 최근에는 cal-

cium-dependent serine/threonine phosphatase인 cal-

cineurin의 활성화가 IGF-1 및 TGF-β1에 의한 신비후 및

세포외 기질 축적에 관여하며, calcineurin 억제제인 싸이클

로스포린 (cyclosporin A, CsA) 투여에 의하여 이러한 병

리학적 변화가 호전되었다는 연구 결과도 보고된 바 있다
17,

18)
. 신장에서 calcineurin은 근위세뇨관, 집합관 및 수질 부

위에서 주로 발현되나 사구체에서도 발현이 관찰되며
19-22)
,

당뇨병성 신병증의 경우 그 발현이 증가된다
23)
. 또한, 백서

메산지움 세포에서는 TGF-β에 의하여 calcineurin의 활성

도가 증가하며, TGF-β에 의한 세포외 기질 축적에 cal-

cineurin 활성화가 필요한 것으로 알려져 있다
24)
.

CsA는 장기 이식 후 흔히 사용하는 강력한 면역억제제로,

미세변화형 신증후군, 국소성 분절성 사구체경화증, 막성 신

병증 및 루푸스성 신염 등 단백뇨를 동반한 여러 사구체 질

환의 치료에도 사용되고 있다
25-30)
. CsA의 단백뇨 감소 효과

는 혈역동학적 변화, 면역억제 효과 등과 관련이 있는 것으로

알려져 왔으며, 그 외 직접적으로 사구체 여과 장벽의 크기

및 전하 선택성을 개선시키고 사구체내 cAMP의 증가를 통

하여 효과를 나타낸다는 보고도 있지만
31-33)
, 현재까지 CsA

가 사구체 여과 장벽 관련 단백의 발현에 미치는 영향을 규

명한 연구는 거의 없는 실정이다.

본 연구에서는 실험적 당뇨 백서에서 CsA 투여에 의한

단백뇨 감소 효과를 알아보고, 단백뇨 발생과 관련이 있는 것

으로 생각되는 세극막 관련 단백 중 하나인 P-cadherin의

발현 변화 사이의 연관성에 대하여 조사하고자 하였다. 또한,

고포도당으로 자극한 배양 족세포에서 P-cadherin의 발현

변화와 백서 메산지움 세포에서 calcineurin 발현의 활성 인

자로 알려진 TGF-β1 사이의 연관관계에 대해서도 규명하

고자 하였다.

대상 및 방법

1. 동물 실험

1) 대 상

무게 230-270 g의 웅성 백서 (Sprague-Dawley rats)

32마리를 사용하였으며, 이 중 16마리는 위약을 복강 주사하

여 대조군 (C)으로, 그리고 나머지 16마리는 streptozotocin

(STZ) 65 mg/kg을 복강 주사하여 당뇨군 (DM)으로 사용

하였다. STZ 주사 72시간 후 혈당을 측정하여 당뇨 발생 유

무를 확인하였다. 대조군 및 당뇨군에서 각각 8마리는 무작위

로 CsA (Novartis Pharma AG, Basel, Switzerland) 투

여군 (1.5 mg/kg/day 피하 투여)과 위약 투여군 (10%

ethanol 피하투여)으로 배정되었다. CsA 투여 용량은 2주

이상 10 mg/kg/day 이상의 용량을 투여한 경우 신독성이

발생하였으며
34, 35)
, 2주 동안 5 mg/kg/day의 용량을 투여하

였을 때는 신독성이 관찰되지 않았다는 연구 결과
18)
에 따라,

6주간 사용하기로 한 본 실험에서는 기존의 연구와 투여량이

유사하도록 1.5 mg/kg/day로 정하였다. 백서들은 자동 온도

조절 시설에서 사육되었으며, 물과 표준 실험식이를 자유롭게

섭취하도록 하였다. 당뇨 유발 6주 후 체중, 혈당, 혈청 크레

아티닌, 그리고 전혈 (whole blood)내 CsA 최저 농도

(trough level)를 측정하였으며, 24시간 소변을 이용하여 알

부민 및 크레아티닌 배설량을 측정하였다. 24시간 뇨알부민

배설량은 ELISA (Nephrat II, Exocell, Inc., Philadelphia,
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PA, USA)를 이용하여 측정하였다. 모든 동물 실험은 승인

된 기안서에 따라 시행되었다.

2) 사구체 분리

백서를 pentothal (50 mg/kg)로 마취한 후 단두하여 희

생시킨 다음 신장을 적출하였다. 적출된 신장의 무게를 측정

한 후 면도날로 장축을 따라 반으로 절개한 다음 가위로 피

질만을 분리하여 인산 완충 용액 (phosphate buffered

saline, PBS)에 옮긴 후 체공이 200, 150 및 75 µm인 stain-

less sieve를 차례로 통과시킨 다음 75 µm 소공에 걸린 사

구체를 실험에 이용하였다.

2. 족세포 (conditionally immortalized mouse

podocyte) 실험

실험에 이용한 족세포는 Dr. Mundel (Albert Einstein

College of Medicine, Bronx, NY, USA)로부터 기증받은

세포로, 33℃에서 γ-interferon이 포함된 배양액으로 배양

하면 일반적인 상피세포와 유사하게 증식을 하지만 (permis-

sive condition), 37℃에서 γ-interferon이 없는 배양액으

로 배양하면 생체내 족세포와 유사하게 증식이 정지되면서

족돌기를 갖는 세포로 분화된다 (non-permissive condi-

tion)
36)
. 2주 동안 non-permissive condition 하에서 배양

한 족세포에서 synaptopodin mRNA의 발현을 PCR로 분

석하여 분화를 확인하였다.

족세포의 분화를 확인한 후 세포가 거의 찬 상태에서 정상

포도당군 (5.6 mM, LG), 고포도당군 (30 mM, HG), LG＋

24.4 mM mannitol (LG＋M), LG＋10
-8
M CsA (LG＋

CsA), LG＋10 ng/mL TGF-β1 (Sigma-Aldrich Corp.,

St. Louis, MO, USA) (LG＋TGF-β1), HG＋10
-8
M

CsA (HG＋CsA)의 6군으로 나누어 24시간 동안 자극한 후

세포로부터 RNA와 단백을 추출하였다.

3. 총 RNA 추출 및 역전사

총 RNA는 RNA STAT-60 reagent (Tel-Test, Inc.,

Friendswood, TX, USA)를 이용하여 추출하였다
37)
. RNA

STAT-60 reagent 100 µL로 사구체 또는 배양한 족세포를

처리하였으며, 사구체의 경우 동결과 해동을 3회 반복하여 용

해시켰다. 여기에 700 µL의 RNA STAT-60 reagent를 첨

가하고 vortex한 후 실온에 5분간 두었다. 이후 160 µL의

chloroform을 첨가하고 30초간 충분히 흔들어 섞은 후 3분

간 실온에 보관한 다음, 4℃에서 12,000×g로 15분간 원심

분리한 후 상층액을 새로운 tube로 옮겼다. 여기에 400 µL

의 isopropanol을 첨가하고 4℃에서 12,000×g로 30분간

원심분리하였다. RNA 침전물은 70% ice-cold ethanol로

세척, Speed Vac을 이용하여 건조 시킨 후 DEPC-증류수

로 희석시켰다. 분리된 RNA 순도는 spectrophotometry상

260 nm과 280 nm에서 측정된 optical density (O.D.) 값

을 이용하여 확인하였다.

cDNA는 Boehringer Mannheim cDNA synthesis kit

(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany)

을 이용하여 제작하였다. 세포 또는 사구체로부터 분리한 총

RNA 중 2 µg의 RNA에 10 µM random hexanucleotide

primer, 1 mM dNTP, 8 mM MgCl2, 30 mM KCl, 50

mM Tris-HCl, pH 8.5, 0.2 mM dithiothreithol, 25 U

RNAse inhibitor, 그리고 40 U AMV reverse transcriptase

를 첨가하였다. 이 혼합물은 30℃에서 10분, 42℃에서 1시간,

그리고 99℃에서 5분간의 incubation 과정을 거친 후, -70

℃에 보관하였다.

4. Real time-polymerase chain reaction

(RT-PCR)

실험에 사용된 primer 및 PCR 조건은 Table 1에 기술한

바와 같다. RT-PCR은 ABI PRISM
®
7700 Sequence

Detection System (Applied Biosystems, Foster City,

CA, USA)을 사용하여 수행하였으며, 10 µL SYBR Green
®

PCR Master Mix (Applied Biosystems), 25 ng cDNA,

그리고 5 pmol sense와 antisense primer를 포함한 20 µL

반응 혼합물로 시행하였다. PCR 반응 후에는 온도를 60°C

에서 95°C로 증가시켜 얻어진 해리 곡선 (dissociation

curve)을 확인하였다. 각각의 PCR 수행 시에는 cDNA가

포함되지 않은 음성 대조군도 함께 시행하였다.

2
-ΔΔTC

을 이용한 상대 정량법으로 각각의 PCR 산물을

비교하였으며, 결과는 P-cadherin, calcineurin A-α, cal-

cineurin A-β, 그리고 TGF-β1 mRNA 발현을 GAPDH

mRNA 발현으로 보정하여 표시하였다. C군 또는 LG군에서

의 유전자 발현을 1로 정하여 각 군에서의 발현을 대조군 또

는 LG군에 대한 상대적 비로 나타내었다. 예비 실험에서 각

PCR primer의 PCR 산물을 2% agarose gel에서 전기영동

하여 단일 밴드임을 확인하였다.
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5. 단백 추출 및 Western blot 분석

각 군의 사구체 또는 배양 족세포를 sodium dodecyl

sulfate (SDS) sample buffer (2% sodium dodecyl sul-

fate, 10 mM Tris-HCl, pH 6.8, 10% [vol/vol] glycerol)

를 이용하여 용해시킨 후, 세포 용해액을 4℃에서 10,000×g

로 10분간 원심분리하였다. 상층액내 단백은 Bio-Rad kit

(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)을 이

용하여 농도를 결정한 후 50 µg씩 등분하여 -70℃에 보관하

였다. 50 µg의 단백은 Laemmli sample buffer로 처치, 10

0℃로 5분간 가열한 후, 8% 또는 12% acrylamide dena-

turing SDS-polyacrylamide gel을 이용하여 전기영동을

하였다. 전기영동 후 gel내 단백은 semidry blotting 기계를

이용하여 Hybond-ECL nitrocellulose membrane (Amer-

sham Life Science, Inc., Arlington Heights, IL, USA)

에 이전시켰다. Membrane을 실온에서 1시간 동안 blocking

buffer A (1×PBS, 0.1% Tween-20, 그리고 8% nonfat

milk)로 처치한 후, 1:500으로 희석된 monoclonal anti-P-

cadherin antibody (Zymed Laboratories, Inc., San

Francisco, CA, USA), polyclonal anti-TGF-β1 anti-

body (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz,

CA, USA), polyclonal anti-calcineurin A-α와 A-β

antibody (Chemicon International, Inc., Temecula, CA,

USA), 또는 polyclonal anti-β-actin antibody (Santa

Cruz Biotechnology, Inc.)로 4℃에서 하룻밤 동안 반응시

켰다. Membrane을 1×PBS와 0.1% Tween-20로 15분간

1회, 5분간 2회 처치한 후, 1:1,000으로 희석된 horseradish

peroxidase-linked anti-mouse IgG가 함유된 buffer A에

1시간 동안 반응시킨 다음 ECL chemiluminescent 시약

(Amersham Life Science, Inc.)을 이용하여 가시화하였다.

Signal은 TINA image software (Raytest, Strauben-

hardt, Germany)를 이용하여 O.D.로 정량화하였다.

6. 면역형광 염색법

신장 조직을 10% neutral-buffered formalin에 고정한

후 표준적 방법으로 처리한 다음 5 µm 절편의 슬라이드를

제작하였다. 면역형광 염색을 위하여 제작된 슬라이드의 파라

핀을 제거한 후 에탄올로 적시고 세척하였다. Black and

Decker vegetable steamer를 이용하여 10 mM sodium

citrate buffer에서 20분간 항원 복구 (antigen retrieval)를

시행하였다.

족세포내 calcineurin A-α 단백의 발현을 확인하기 위

Table 1. Sequences of Primers and PCR Conditions

Sequence (5'→3') Annealing Temperature (℃)

Rat TGFβ1

Sense

Antisense

Rat Pcadherin

Sense

Antisense

Mouse P-cadherin

Sense

Antisense

Rat GAPDH

Sense

Antisense

Mouse GAPDH

Sense

Antisense

Rat and mouse calcineurin A-α

Sense

Antisense

Rat and mouse calcineurin A-β

Sense

Antisense

AAACGGAAGCGCATCGAA

GGGACTGGCGAGCCTTAGTT

AGTGGGCCACGAGGTACAGA

ACGCCATGCCGGTGAGT

TGTATCTGAGAATGGTGCCTCTGTAG

TTGAGTGAACTTGGGCTTGTTG

TGCCAAGTATGATGACATCAAGAAG

AGCCCAGGATGCCCTTTAGT

TGTGTCCGTCGTGGATCTGA

CCTGCTTCACCACCTTCTTGA

CGAGCCCAAGGCGATTG

GGAAATGGAACGGCTTTCAC

TTCCCTGAACACCGCACAT

CTGGTCACTGGGCACTATGGT

62

62

53

53

56

56

60

60

60

60

60

60

60

60

- 26 -



Shin-Wook Kang, et al.: The Effect of CsA in Diabetic Nephropathy

해 synaptopodin과 calcineurin A-α 이중염색을 시행하였

는데, polyclonal anti-synaptopodin antibody (Research

Diagnostics, Inc., Concord, MA, USA)를 1:200으로 희석

하여 실온에서 3시간 동안 반응시키고 PBS로 세척한 후,

Cy3 (red)-conjugated donkey anti-goat IgG (Jackson

ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA)

로 60분간 반응시켰다. 그 후에 다시 polyclonal anti-cal-

cineurin A-α antibody (Chemicon International, Inc.)

를 1:100으로 희석하여 실온에서 3시간 동안 반응시키고

PBS로 세척한 후, Cy2 (green)-conjugated donkey anti-

rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories)를

사용하여 60분간 반응시켰다.

7. 통계 분석

모든 수치는 평균±표준오차 (SEM)로 표시하였다. 통계

분석은 SPSS 통계 프로그램 윈도우용 11.0판 (SPSS, Inc.,

Chicago, IL, USA)을 이용하였다. 결과들은 Mann-Whit-

ney U 검정이나 Kruskal-Wallis 다중 비교용 비모수 검정

을 사용하여 분석하였으며, Kruskal-Wallis 검정상 통계학

적 차이가 있는 경우 Mann-Whitney U 검정으로 확인하였

다. p값이 0.05 미만인 경우 의미있는 것으로 간주하였다.

결 과

1. 동물 실험

1) 동물 자료

실험 기간 중 네 군 모두에서 체중이 증가하였으나, C군

(402±6 g)과 C＋CsA군 (397±5 g)에서 DM군 (270±4

g)과 DM＋CsA군 (299±8 g)에 비하여 유의하게 증가하였

다 (p<0.05). 그러나, 백서를 희생시킬 때 측정한 체중 당 신

장의 무게는 C군 (0.76±0.05%)과 C＋CsA군 (0.83±0.07

%)에 비하여 DM군 (1.09±0.08%)과 DM＋CsA군 (1.01

±0.08%)에서 의미있게 높았다 (p<0.05).

당뇨 유발 6주 후 혈당은 C군, C＋CsA군, DM군, 그리고

DM＋CsA군에서 각각 95.8±0.9 mg/dL, 99.31.8 mg/dL,

466.2±13.9 mg/dL, 그리고 495.1±13.8 mg/dL으로 C군

과 C＋CsA군에 비하여 DM군과 DM＋CsA군에서 의의있

게 높았다 (p<0.01). 그리고, 전혈에서 측정한 C＋CsA군과

DM＋CsA군의 CsA 최저 농도 (trough level)는 각각 16.8

±0.9 ng/mL, 15.4±1.4 ng/mL이었다. 크레아티닌 청소율

은 C군, C＋CsA군, DM군, DM＋CsA군에서 각각 0.55±

0.07 ml/min/100g, 0.64±0.10 ml/min/100g, 0.84±0.07

ml/min/100g, 0.81±0.12 ml/min/100g으로 측정되어 C군

과 C＋CsA군에 비하여 DM군과 DM＋CsA군에서 의미있

게 높았으나 (p<0.05), DM군과 DM＋CsA군 사이에서는

유의한 차이가 없었다. 24시간 뇨알부민 배설량은 C군 (0.32

±0.02 mg/day)과 C＋CsA군 (0.34±0.04 mg/day)에 비

하여 DM군 (1.28±0.11 mg/day, p<0.05)에서 유의한 증가

를 보였으며, 이러한 증가는 CsA 투여로 의미있게 억제되었

다 (0.62±0.18 mg/day, p<0.05, Table 2).

2) 사구체내 calcineurin A-α 및 A-β mRNA와

단백의 발현

DM군에서 사구체내 calcineurin A-α의 mRNA 발현은

대조군에 비하여 2.1배 증가되었으나 (p<0.05), calcineurin

A-β와 GAPDH의 mRNA 발현은 양 군 사이에 의미있는

차이가 없었다.

Western blot을 이용하여 분석한 사구체내 calcineurin

A-α의 단백 발현 역시 DM군에서 대조군에 비하여 123%

증가되었던 반면 (p<0.05), calcineurin A-β와 β-actin

의 단백 발현은 양 군 사이에 유의한 차이가 없었다.

3) 사구체내 P-cadherin 및 TGF-β1 mRNA와

단백의 발현

사구체내 P-cadherin의 mRNA 발현은 당뇨 유발 6주

후 대조군에 비하여 DM군에서 40.2% 감소하였으나 (p<

Table 2. Animal Data of the Four Groups

Control (N=8) C＋CsA (N=8) DM (N=8) DM＋CsA (N=8)

Body weight after 6 weeks (g)

Kidney Wt /body Wt (%)

Blood glucose (mg/dl)

Creatinine clearance (ml/min/100g)

Urinary albumin excretion (mg/day)

402± 6

0.76±0.05

95.8±0.9

0.55±0.07

0.32±0.02

397±5

0.83±0.07

99.3±1.8

0.64±0.10

0.34±0.04

270±4
*

1.09±0.08
*

466.2±13.9‡

0.84±0.07
*

1.28±0.11
*

299±8
*

1.01±0.08
*

495.1±13.8‡

0.81±0.12
*

0.62±0.18†

*
p<0.05 vs. Control; †p<0.05 vs. DM; ‡p<0.01 vs. Control
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0.01), DM＋CsA군에서는 이러한 감소가 유의하게 억제되

었다 (Fig. 1). 사구체내 TGF-β1의 mRNA 발현은 대조군

에 비하여 DM군에서 2.1배 증가되었으며, 이러한 TGF-β1

mRNA의 발현 증가는 CsA 투여로 56.3% 억제되었다 (p<

0.05, Fig. 2). C＋CsA군에서 P-cadherin 및 TGF-β1의

mRNA 발현은 대조군과 유사하였다. 한편, 사구체내

GAPDH의 mRNA 발현은 모든 군 사이에 의의있는 차이가

없었다.

Western blot으로 분석한 사구체내 P-cadherin의 단백

발현은 DM군에서 대조군에 비하여 56.1% 감소되었으며

(p<0.01), 이러한 감소는 CsA 투여로 의미있게 억제되었다

(Fig. 3). TGF-β1의 단백 발현은 대조군에 비하여 DM군

에서 1.7배 증가되었으며, DM＋CsA군에서는 DM군에 비

하여 TGF-β1 단백의 발현 증가가 76.1% 억제되었다 (p<

0.05, Fig. 4). C＋CsA군에서 P-cadherin 및 TGF-β1의

단백 발현은 대조군과 유사하였다. 한편, β-actin의 단백 발

현은 모든 군 사이에 유의한 차이가 없었다.

라. Synaptopodin과 calcineurin A-α 이중 면역

형광 염색

신장 조직을 이용하여 족세포 내에서의 calcineurin A-α

의 단백 발현 여부를 확인하기 위하여 synaptopodin (red)

과 calcineurin A-α (green) 이중 염색을 시행한 결과,

synaptopodin 염색으로 확인된 사구체의 족세포 내에서

Fig. 1. Glomerular P-cadherin/GAPDH mRNA ratio in
control (C), DM, and C and DM rats treated with
1.5 mg/kg/day CsA (C＋CsA and DM＋CsA, respec-
tively) for 6 weeks. Glomerular P-cadherin/GAPDH
mRNA ratio was significantly lower in DM com-
pared with C rats at 6 weeks after the induction of
diabetes, and this decrease was significantly inhi-
bited with CsA treatment. CsA had no effect on
glomerular P-cadherin mRNA expression in C rats.
*p<0.01 vs. C and DM＋CsA

Fig. 2. Glomerular TGF-β1/GAPDH mRNA ratio in control
(C), DM, and C and DM rats treated with 1.5
mg/kg/day CsA (C＋CsA and DM＋CsA, respectively)
for 6 weeks. Glomerular TGF-β1/GAPDH mRNA
ratio was significantly higher in DM compared with
C rats at 6 weeks after DM induction, and CsA
treatment significantly inhibited the increase in
glomerular TGF-β1/GAPDH mRNA ratio in DM
rats. CsA had no effect on glomerular TGF-β1
mRNA expression in C rats.
*
p<0.05 vs. C and DM＋CsA

Fig. 4. A representative Western blot for TGF-β1 with
glomerular lysates of control (C), DM, and C and
DM rats treated with 1.5 mg/kg/day CsA (C＋CsA
and DM＋CsA, respectively) for 6 weeks (represen-
tative of five blots). TGF-β1 protein levels were
1.7-fold higher in DM compared with C glomeruli
(p<0.05), and CsA treatment significantly inhibited
the increase in glomerular TGF-β1 protein expres-
sion in DM rats by 76.1% (p<0.05). CsA had no
effect on TGF-β1 protein expression in C rats. On
the other hand, there was no difference in β-actin
protein expression among the four groups.

Fig. 3. A representative Western blot for P-cadherin with
glomerular lysates of control (C), DM, and C and
DM rats treated with 1.5 mg/kg/day CsA (C＋CsA
and DM＋CsA, respectively) for 6 weeks (represen-
tative of five blots). Densitometric quantitation
revealed that there was a 56.1% decrease in glo-
merular P-cadherin protein expression in DM relative
to C rats (p<0.01), and this decrease was signifi-
cantly inhibited with CsA treatment (p<0.05). CsA
had no effect on glomerular P-cadherin protein
expression in C rats. On the other hand, there was
no difference in β-actin protein expression among
the four groups.
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calcineurin A-α의 신호를 확인할 수 있었다 (Fig. 5).

2. 세포실험

가. Calcineurin A-α 및 A-β mRNA와 단백의 발현

Calcineurin A-α의 mRNA 발현은 HG군에서 LG군에

비하여 2.2배 증가되었으며, LG＋TGF-β1 군에서도 2.3배

증가되었다 (p<0.05). 그러나 calcineurin A-β와 GAPDH

의 mRNA 발현은 모든 군 사이에 유의한 차이가 없었다.

Western blot으로 분석한 calcineurin A-α의 단백 발

현은 LG군에 비하여 HG군과 LG＋TGF-β1 군에서 각각

83%, 67% 증가되었던 반면 (p<0.05), calcineurin A-β와

β-actin의 단백 발현에는 의미있는 차이가 없었다. 고포도

당의 삼투압 효과를 배제하기 위하여 첨가한 mannitol (24.4

mM)은 calcineurin A-α 및 A-β mRNA와 단백의 발현

에 영향을 주지 않았다.

나. P-cadherin mRNA와 단백의 발현

P-cadherin의 mRNA 발현은 HG군에서 LG군에 비하여

50.4% 감소되었으며, 이러한 감소는 CsA 처치로 의의있게

억제되었다 (p<0.05). HG군과 유사하게 LG＋TGF-β1군

에서도 LG군에 비하여 P-cadherin의 mRNA 발현이 49.3

% 감소되었다 (p<0.05, Fig. 6). 한편, GAPDH mRNA 발

현은 모든 군 사이에 유의한 차이가 없었다.

P-cadherin 단백의 발현은 LG군에 비하여 HG군과 LG

＋TGF-β1군에서 각각 66.4%, 67.5% 감소되었으며 (p<

0.05), HG＋CsA군에서는 HG에 의한 P-cadherin의 단백

감소가의미있게 억제되었다 (Fig. 7). Mannitol (24.4 mM)

처치군과 LG＋CsA군에서 P-cadherin mRNA와 단백의

발현에 의미있는 변화는 없었다.

고 찰

본 연구에서는 STZ로 당뇨가 유발된 백서에서 6주 동안

의 CsA을 투여하였을 때 뇨알부민 배설량이 감소되었다. 이

러한 CsA의 단백뇨 감소 효과는 당뇨 조건 하에서 증가된

사구체내 TGF-β1의 발현 억제와 감소된 P-cadherin의 발

현 회복과 관련이 있음을 확인하였다.

CsA는 11개의 아미노산으로 구성된 강력한 면역억제제로

calcineurin 활성화를 억제하여 interleukin-2와 같은 싸이

토카인들의 생성을 억제한다
38)
. Calcineurin은 serine/threo-

nine phosphatase로 nuclear factor of activated T cell

family, myocyte enhancer-binding factors, 또는 GATA

proteins 등의 탈인산화와 활성화에 관여한다
39)
. 이는 cata-

lytic subunit A와 regulatory subunit B로 구성되어 있는

데, A subunit에는 α, β, 그리고 γ의 세가지 isoform이

있고, 이 중 α와 β isoform은 대부분의 장기에서 발현되는

반면, γ isoform은 주로 고환에서 발현된다
40)
. 신장에는 주

로 α isoform의 calcineurin 활성도가 세뇨관 부위에서 가

장 높은 것으로 알려져 있다
21, 22)
. STZ로 당뇨가 유발된 백

서의 신장에서는 calcineurin A-α와 A-β isoform의 발

현이 모두 증가되지만, 사구체내에서는 calcineurin A-α의

발현만 증가되며, 이중 면역형광 염색을 시행한 결과 cal-

cineurin A-α isoform의 발현이 증가된 사구체내 세포는

내피세포와 메산지움 세포였다고 보고된 바 있다
23)
. 본 연구

에서는 calcineurin A-α 발현이 당뇨 백서 사구체에서 증

가되어 있음을 재확인하였으며, 사구체내 세포 중 족세포에서

Fig. 5. Dual immunofluorescent staining for the podocyte marker, synaptopodin (SYN), and calcineurin A-α (CalA-α) in
diabetic rat glomeruli at 6 weeks after the induction of diabetes. Co-localization of calcineurin A-α (green) and
synaptopodin (SYN) (red) is evident as yellow fluorescence on the merge image.
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도 발현이 된다는 것을 증명하였다.

CsA는 미세변화형 신증후군, 국소성 분절성 사구체경화

증, 막성 신병증 및 루푸스성 신염 등의 사구체 질환에서 단

백뇨를 감소시키는 효과가 있다고 알려져 있으며
25-30)
, 그 작

용 기전에 대해서는 논란이 많으나, 면역억제 작용, 혈역동학

적 효과, 사구체 기저막의 전하 선택성에 대한 효과, 그리고

사구체 여과 장벽의 크기 선택성에 대한 효과 등이 거론되고

있다
31-33)
. 그러나, 현재까지 CsA가 사구체 여과 장벽 관련

단백의 발현에 미치는 영향을 규명한 연구는 거의 없는 실정

으로, 본 연구에서는 당뇨병성 신병증에서 CsA의 투여로 세

극막 관련 단백의 하나인 P-cadherin의 발현에 변화가 있음

을 확인하였다.

P-cadherin은 세포 사이의 부착에 관여하는 당단백인

cadherin족의 하나로, 세극막의 골격 역할과 동시에 nephrin

과 같은 단백과 연관되어 여과 선택성 유지에 관여하는 것으

로 알려져 있다
9, 41, 42)

. 그러나 단백뇨와 P-cadherin의 발현

사이의 연관성에 대한 연구는 극히 미미하며, 그 결과 또한

서로 상이한 실정이다. 핀란드형 선천성 신증후군에서 P-

cadherin이 정상적으로 표현되었으며
43)
, P-cadherin 결여

마우스에서심한단백뇨가동반되지않았다는보고가있는반

면
44)
, Liu 등

45)
은 백서에 anti-P-cadherin antibody를 투여

한 결과 24시간 뇨알부민 배설이 49% 증가하였는데 이러한

변화는 nephrin이나 NEPH1과는 무관하여 P-cadherin 역시

사구체 여과 장벽 역할을 한다고 하였으며, 당뇨 백서의 사구

체와 고포도당으로 자극한 배양 족세포에서 P-cadherin의

발현 감소와 단백뇨 발생의 연관성이 보고되기도 하였다
14)
.

당뇨병성 신병증에서 TGF-β1 발현의 증가는 세포비후

와 세포외기질의 축적에 중요한 역할을 하며
46)
, 족세포 박리

(detachment) 및 세포자멸사 (apoptosis)를 야기하는 것으

로 알려져 있으나
47)
, 현재까지 당뇨병성 신병증에서 TGF-

β1과 세극막 관련 단백의 연관 관계에 대한 연구는 미미한

상태이다. 본 연구에서는 정상 포도당 농도로 배양한 족세포

군에서 TGF-β1을 첨가한 경우 고포도당 자극시와 유사하

게 P-cadherin 발현이 감소되었는데, 이는 TGF-β1이 중

간 매개 물질로서 P-cadherin 발현에 영향을 미쳤을 가능성

을 제시하는 것이다. 그러나, 향후 TGF-β1 경로와 세극막

관련 단백질 발현 사이의 직접적인 인과관계에 대한 추가 연

구가 필요할 것으로 사료된다.

CsA는 수많은 효과에도 불구하고 각종 부작용으로 인하

여 임상에서 흔히 사용하지 못하는데, 이 중에서도 신독성이

가장 심각한 문제로 되어 있다. CsA 신독성의 발생 기전은

정확하게 밝혀져 있지 않으나, 경증의 허혈과 여러 매개인자

들이 관여하는 것으로 알려져 있으며
48, 49)
, 이 중에서도 중요

한 매개인자로 거론되는 것이 TGF-β1이다. 당뇨 백서에서

2주간 CsA 투여한 결과 신피질에서 TGF-β1의 mRNA 발

현이 증가되었으며
18)
, TGF-β 특이 중화 항체 투여에 의하

여 만성 CsA 신독성 마우스에서 세뇨관-간질의 변화가 호전

되었다는 보고도 있다
50)
. 그러나, TGF-β1의 mRNA 발현

에 대한 CsA의 효과는 사구체와 신피질에서 서로 상이하여,

Gooch 등
18)
은 CsA 투여로 사구체내 TGF-β1의 mRNA

발현이 감소되었다고 하여, 본 연구의 결과와 유사하였다. 명

Fig. 7. A representative Western blot for P-cadherin in
podocytes exposed to 5.6 mM glucose (LG), LG＋
24.4 mM mannitol (LG＋M), LG＋10

-8
M CsA (LG

＋CsA), LG＋10 ng/mL TGF-β1 (LG＋TGF-β1),
30 mM glucose (HG), or HG＋10

-8
M CsA (HG＋

CsA) (representative of five blots). P-cadherin pro-
tein expression was significantly lower in podocytes
exposed to HG and LG＋TGF-β1 than LG cells
assessed by densitometry (p<0.05), and CsA nearly
normalized this HG-induced reduction in P-cadherin
protein expression (p<0.05).

Fig. 6. P-cadherin/GAPDH mRNA ratio in podocytes
exposed to 5.6 mM glucose (LG), LG+24.4 mM
mannitol (LG＋M), LG＋10

-8
M CsA (LG＋CsA), LG

＋10 ng/ml TGF-β1 (LG+TGF-β1), 30 mM glucose
(HG), or HG＋10

-8
M CsA (HG+CsA) medium.

P-cadherin/GAPDH mRNA ratio was significantly
lower in podocytes exposed to HG and LG＋TGF-β
1 than LG cells, and this HG-induced decrement in
P-cadherin/GAPDH mRNA ratio was ameliorated
with CsA treatment.
*
p<0.05 vs. LG and HG＋CsA
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확하지는 않지만 이러한 차이는 실험에 이용한 동물 및 세포

주의 종류, CsA 치료 기간, 그리고 투여 용량과 관련이 있을

것으로 생각된다. 본 연구에서는 CsA가 뇨알부민 배설량에

미치는 효과를 규명하고자 당뇨 백서에서 당뇨 유발 후 알부

민뇨가 저명해지는 6주 동안 CsA를 투여하고자 하였기 때문

에 선행 연구
18)
에서 투여된 CsA 총량과 유사하도록 1.5

mg/kg/day의 용량으로 투여하였으며, 이러한 저용량 CsA

투여로 인한 임상적 또는 조직학적 CsA 신독성은 발생하지

않았다.

CsA는 신독성 이외에도 당뇨 유발의 위험성이 있는 약제

이나
51)
, 본 연구에서는 저용량의 CsA 투여 백서와 위약 투

여 백서 사이에 혈당의 의미 있는 차이가 없었다.

결론적으로, CsA는 당뇨 백서에서 뇨알부민 배설을 유의

하게 감소시켰으며, 이러한 효과는 P-cadherin의 발현 변화

와 밀접한 관련이 있을 것으로 사료된다. 또한, CsA에 의한

P-cadherin 발현 감소의 억제는 당뇨 조건 하에서 관찰되는

사구체내 TGF-β1의 발현 증가가 CsA에 의하여 억제되는

것과 관련이 있을 것으로 생각된다.

한글 초록

목 적: 당뇨병성 신병증에서 싸이클로스포린 (cyclospo-

rin A, CsA)의 단백뇨 감소 효과 및 P-cadherin 발현 변화

와의 연관성에 대하여 연구하고자 하였다.

방 법: 생체내 실험으로는 백서를 대조군 (C), CsA 투여

대조군 (C＋CsA), 당뇨군 (DM), 그리고 CsA 투여 당뇨군

(DM＋CsA)으로 나누어 당뇨 유발 6주 후에 분리한 사구체

를 이용하여 mRNA 및 단백 발현을 각각 real time-PCR

및 Western blot로 관찰하였다. 생체외 실험으로는 배양 족

세포를 정상 포도당군 (LG), LG＋CsA 처치군 (LG＋CsA),

LG＋transforming growth factor-β1 (TGF-β1) 처치

군 (LG＋TGF-β1), 고포도당군 (HG), 그리고 HG＋CsA

처치군 (HG＋CsA)으로 나누어 24시간 배양한 후 real

time-PCR 및 Western blot를 시행하였다.

결 과: 24시간 뇨알부민 배설은 C군에 비하여 DM군에서

의의있게 높았으며, DM＋CsA군에서는 DM군에 비하여 의

미있게 감소되었다. 사구체내 P-cadherin mRNA와 단백의

발현은 DM군에서 C군에 비하여 유의하게 감소되었으며,

DM＋CsA군에서는 이러한 감소가 억제되었다. 사구체내

TGF-β1 mRNA와 단백의 발현은 DM군에서 C군에 비하

여 의의있게 증가되었으며, DM＋CsA군에서는 이러한 증가

가 억제되었다. 배양 족세포의 P-cadherin mRNA와 단백

발현은 HG군 및 LG＋TGF-β1군에서 LG군에 비하여 의

미있게 감소되었으며, HG＋CsA군에서는 이러한 감소가 억

제되었다.

결 론: CsA는 당뇨 백서에서 뇨알부민 배설을 의미있게

감소시켰으며, 이러한 효과는 P-cadherin의 발현 변화와 관

련이 있을 것으로 사료된다. 또한, CsA에 의한 P-cadherin

발현 감소의 억제는 당뇨 조건 하에서 관찰되는 사구체내

TGF-β1의 발현 증가가 CsA에 의하여 억제되는 것과 관련

이 있을 것으로 생각된다.

중심 단어:당뇨병성 신병증, 단백뇨, 족세포, 싸이클로스

포린, P-cadherin
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