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Figure1.Typicaltracesofslow wavesandpacemakercurrentsrecorded
inculturedinterstitialcellsofCajalfrom mousesmallintestine.

Figure2.EffectsofSNAPonslow wavesinculturedinterstitialcellsof
Cajalfrom mousesmallintestine.

Figure3.EffectsofSNAPonspontaneousinwardpacemakercurrentsin
culturedinterstitialcellsofCajalfrom mousesmallintestine.

Figure4.Effectsofpinacidilon slow wavesand spontaneousinward
pacemakercurrentsinculturedinterstitialcellsofCajalfrom mousesmall
intestine.

Figure5. Effectsof5-HD,amitochondrialATP-sensitiveK+ channels
blocker, in SNAP-induced responses and effects of diazoxide, a
mitochondrialATP-sensitiveK+ channelsopener,onpacemakercurrents
inculturedinterstitialcellsofCajalfrom mousesmallintestine.

Figure6.EffectsofODQ inSNAP-inducedresponsesandeffectsofcell
permeable8-bromo-cGMP onpacemakercurrentsinculturedinterstitial
cellsofCajalfrom mousesmallintestine.
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Figure 7. Effects of KT-5823, a protein kinase G inhibitor, in
SNAP-induced responseson pacemakercurrentsin cultured interstitial
cellsofCajalfrom mousesmallintestine.
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EffectsofNO-donoronelectricalactivityinintestinalpacemakercells

ByJunSooKim
(Advisor:Prof.JaeYeoulJun,M.D.,Ph.D)

DepartmentofMedicine,GraduateSchoolofChosunUniversity

Toinvestigatetheroleofnitricoxide(NO)onthepacemakeractivity
andthesignalmechanism inculturedinterstitialcellsofCajal(ICC)of
mousesmallintestinewholecellpatch-clamptechniquesperformedat3
0℃.ICC generated slow waves in current clamp mode (=0) and
pacemakercurrentsataholdingpotentialof-70mV involtageclamping
mode.(±)-S-nitroso- acetylpenicillamine(SNAP;aNO donor)produced
themembranehyperpolarizationandinhibitedtheamplitudeandfrequency
ofpacemakercurrents and increased resting currents in the outward
direction.Theseeffectswereblockedbyglibenclamide(anATP-sensitive
K+channel blocker), but not 5-hydroxydecanoic acid (5-HD; a
mitochondrial ATP-sensitive K+ channel blocker). ATP-sensitive
K+channels openers showed the mimicked action with SNAP and
antagonizedbyglibenclamide.PretreatmentofODQ (aguanylatecyclase
inhibitor)almostblockedtheNO-inducedeffects.Also,acellpermeable
8-bromo-cyclicGMPshowedthemimickedactionwithSNAP.However,
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KT-5823(aprotein kinaseG inhibitor)did notblock theNO-induced
effects.TheseresultssuggestthatNO inhibitspacemakeractivitybythe
activation of ATP-sensitive K+ channels via cyclic GMP dependent
mechanism inintestinalICC

ATP-sensitiveK+channels,InterstitialcellsofCajal,Nitric
oxide,Pacemakercurrents,Slow waves
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III서서서 론론론

위장관은 여러 종류의 다양한 세포들과 조직으로 구성되어 있으며 이 들은
소화,흡수,내분비 및 외분비,운동성 기능을 담당하고 있다.위장관 운동은
자발적 수축을 보이는데 이는 평활근 세포막 전압이 주기적으로 변화함으로
서 발생되며 이를 서파 (slow waves)라 한다 (Szurszewski1987).서파는
위장관 부위 및 동물의 종에 따라 모양 및 빈도가 다르다.예를 들어 사람의
위에서는 분당 3회,십이지장에서는 분당 12회를 보이고 있다.즉 서파는 평
활근 수축의 빈도와 시기를 결정하는 중요한 역할을 담당하고 있다.또한 서
파는 상행성 흥분과 하행성 억제를 통하여 위장관 내용물을 항문방향으로
밀어내리는 연동운동에도 관여하고 있다.따라서 서파의 이상은 바로 소화관
운동성 이상이 발생한다.다양한 위장관 신경전달 물질,호르몬 및 내인성
물질들이 서파의 빈도와 모양을 변화시킴으로서 위장관 운동을 조절하고 있
다 (OlssonandHolmgren2001).서파의 발생 원인은 위장관 전장에 걸쳐
있는 interstitialcellsofCajal(ICC)의 존재 때문이다.
ICC는 위장관내 특수세포로 중간엽 (mesenchyme)에서 기원하며 위장관내
다른 세포들과는 달리 세포막에 receptortyrosinekinase인 c-Kit를 가지고
있다 (Huizingaetal.1995;Wardetal.1994).따라서 anti-ckit항체를 사
용하여 다른 세포로부터 ICC를 선택적으로 구분 하고 있으며 또한 유전학적
방법을 사용하여 그 역할을 밝히는데 이용되고 있다.ICC의 역할은 심장의
동방결절세포와 유사한 향도잡이 (pacemaker)역할로서 자발적 내향성 전류
(spontaneousinwardcurrents;pacemakercurrent)를 생성하여 서파를 발생
시킨다 (Kohetal.1998;Thomsenetal.1998). ICC는 평활근층에 존재하
여 gapjunction을 통해 서로 연결망을 형성하고 있으며 평활근과도 연결되
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어 있다.따라서 발생된 서파는 ICC연결망을 통하여 coupled되며 또한 평활
근으로 전파된다 (Sanders1996).ICC는 또한 장관 신경계와 시냅스처럼 밀
접하게 연결되어 있어 신경으로부터 평활근으로의 흥분성 및 억제성 신호전
달과정을 매개하고 있다 (Burnsetal.1996;Wangetal.2003;Wardetal.
2000;WardandSanders2001).ICC에서 여러 신경전달 물질 및 내인성 인
자들에 대한 수용체의 존재가 세포면역학적 방법과 생리학적 실험에 의해서
확인되었다 (Vannucchietal.1997;Sterninietal.1997;Eppersonetal.
2000;BurnstockandLavin2002;Junetal2004a;Choietal.2006).또한
ICC의 기능 이상이 있거나 수적 감소하는 경우 임상적으로 운동성 질환이
초래되어진다 (Jainetal.2003;VanderwindenandRumessen1999).따라서
ICC가 위장관 운동에 있어 매우 중요한 역할을 하고 있음을 알 수 있다.
산화질소 (nitricoxide;NO)는 위장관내 중요한 억제성 신경전달물질의 하
나로서 분비시 평활근을 이완 시킨다 (Sanders1992;enoetal.2004).또한
수술 후 장폐색증 (postoperativeileus)에서 보이는 운동성 이상에도 관련되
어 있다.NO는 L-arginin으로부터 nitricoxidesynthase(NOS)에 의해 생성
된다.선택적으로 NOS를 억제하는 약물인 S-methylisothiourea를 투여한 경
우 수술 후 장폐색증에서 소장 운동이 개선된다고 보고되어 있다(Uenoyama
etal.2004).NOS에 세포면역학적 반응을 보이는 신경말단이 ICC의 세포체
와 밀접하게 연결되어 있으며(WardandSanders2001)ICC가 NO를 매개하
여 위장관 조직에서 억제성 효과를 나타내고 있다 (Nakamuraetal.2004;
Salmhoferetal.2001;Suzukietal.2003;Takeuchietal.2004)또한 소장
의 ICC 세포에서 NO가 자발적 내향성 전류를 억제하고 있다 (Kohetal.
2000).게다가 ICC는 스스로 NOS를 함유하고 있다.장관 신경에서 분비된
NO는 ICC에서 세포내 Ca2+를 증가시키며 이어 NOS가 활성화되어 NO생성
을 자극하여 평활근의 억제작용을 증폭시킨다(Publicovaetal.1993).ICC에
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서 NOS에 대한 면역학적 반응은 위 결과들을 더욱 뒷받침한다(Vannucchi
etal.2002;Xueetal.1994).이러한 모든 실험 결과들은 NO가 ICC의 기능
을 변화시켜 위장관 운동을 조절하고 있음을 강력히 시사한다.
그러나 NO가 ICC에 작용하고 있지만 ICC의 기능에 미치는 효과와 그 작
용기전에 대해서는 보고되어 있지 않다. 따라서 본 연구는 생쥐 소장에서
배양된 ICC에서 향도잡이 기능에 대한 효과와 그 작용기전을 밝히고자 하였
다.
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IIIIII실실실험험험방방방법법법

111...사사사이이이질질질 세세세포포포의의의 배배배양양양

8-13일 된 Balb/C생쥐를 암수구별 없이 실험동물로 사용하였다.Ether로
마취시킨 후 희생시킨 다음 개복하여 pyloricring에서부터 회장에 해당하는
소장부위를 적출하였다.실온에서 Krebs-Ringerbicarbonate용액으로 채워진
준비용기 속에서 창자간막 가장자리 (mesentericborder)를 따라 절개하여
점막층을 제거하고 윤상근을 노출시켰다.분리된 소장근 조직을 collagenase
(WorthingtontypeII),1.3mg/ml;bovineserum albumin(Sigma),2mg/ml;
trypsininhibitor(Sigma),2mg/ml;ATP,0.27mg/ml등이 들어 있고,Ca2+이
들어있지 않는 Hank's용액에 옮긴 다음 37℃에서 20분간 항온 소화시킨
후,진탕시켜 단일세포를 분리하였다.분리된 세포들을 유리 coverglass위에
분주하고. 10분 후에 stem cell factor(SCF, 5ng/ml, Sigma)와 2%
antibiotic/antimycotic(Gibco)이 들어있는 SmGm (smooth muscle growth
medium;CloneticsCorp)용액을 분주한 후 37℃(95% O2-5% CO2)배양기
에서 배양시켰다. 배양된 다음날 전날 배양된 용액에서 2%
antibiotic/antimycotic만 제외시켜 영양액을 바꾸어 주었다.실험은 배양 2일
째 후부터 시행하였다.배양된 ICC의 확인은 Kit단백에 대한 항체(ACK2,
Gibco-BRL)를 사용하였으며 면역형광염색된 세포표본을 공초점주사현미경
(FV300.Olympus,Japan)을 사용하여 관찰하였다.

222...세세세포포포막막막 전전전압압압 및및및 전전전류류류의의의 기기기록록록
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배양된 용기를 항온 조절계에 옮긴 후 분당 2-3ml속도로 세포외용액을 관
류시켰다.Whole-cellpatchclamp를 사용하여 배양된 ICC에서 세포막 전압
과 세포막 전류를 기록하였다.Patchclamp증폭기(Axopatch1-D,Axon
Instruments)를 통하여 나오는 신호는 디지털 오실로스코프,생리적 기록기
를 통해서 관찰하였고,고정전압과 자극전압의 조정 및 전류의 기록은
pClamp(version,6.0,Axon Instruments)를 사용하였다.세포막 전류는
-70mv의 유지전압에 고정하여 기록하였다.막전압 고정실험에서 얻어진 결
과는 Pclamp와 GraphPadPrizm(version2.01,SanDiego,CA,USA)을 이
용하여 분석 처리하였다.모든 실험은 30℃에서 시행하였다.

333...실실실험험험용용용액액액 및및및 약약약물물물

세포외 관류용액의 조성은 다음과 같다 (각 수치는 mM단위임):KCl5,
NaCl 135, CaCl2 2, MgCl2 1.2, glucose 10, HEPES
(N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-ethansulfonicacid])10이며 Tris를 첨
가하여 pH가 7.4가 되도록 적정하였다.Ca2+-free용액은 위 조성에서 CaCl2
만을 제거하였다.전극내 용액의 조성은 다음과 같다 (각 수치는 mM단위
임):KCl140,MgCl2 5,K2ATP 2.7,Na2GTP 0.1,creatininephosphate
disodium 2.5,HEPES5,EGTA 0.1이며 Tris를 첨가하여 PH가 7.2가 되도
록 적정하였다.
실험에 사용한 약물은 다음과 같다.(±)-S-nitroso-N-acetylpenicillamine
(SNAP),glibenclamide,8-bromo-cyclic GMP,ODQ,5-hydroxydecanoic
acid(5-HD),diazoxide,KT-5823.모든 약물은 Sigma로부터 구입하였다.
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4.실험결과의 통계적 처리

실험결과는 평균값 ±표준오차 (mean±SE)로 표기하였으며,필요한 경우
에는 ANOVA 또는 pairedStudent'st-test를 사용하여 유의성을 검증하였
다.
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IIIIIIIII실실실험험험결결결과과과
111...IIICCCCCC에에에서서서 기기기록록록되되되는는는 전전전기기기적적적 활활활동동동도도도

배양한 후 c-kit항체를 이용하여 ICC를 확인한 후 실험을 시행하였다.
Current-clampingmode(=0)에서 ICC는 세포막 전압이 주기적으로 변화하
는 서파를 발생시켰다 (Fig.1a).안정막 전압은 -57±4mV (n=16),서파의
크기는 24± 3mV를 보였다.Voltage-clamping mode에서 유지전압 -70
mV로 막전압을 고정하면 자발적인 내향성 전류인 향도잡이 전류가 기록 된
다 (Fig.1b).기록된 향도잡이 전류의 발생빈도는 분당 16±3회,전류의
크기는 -410±60pA,안정 전류는 -40±34pA (n=19)를 나타냈다.

222...서서서파파파 및및및 향향향도도도잡잡잡이이이 전전전류류류에에에 대대대한한한 산산산화화화질질질소소소 (((NNNOOO)))의의의 효효효과과과

서파를 기록하면서 NO를 발생시키는 SNAP(10-4M)를 투여하게 되면 막
전압의 과분극이 초래되고 서파의 크기가 현저히 감소하였다 (Fig.2a).
SNAP의 존재 하에서 안정막 전압은 -64.2±2mV로 과분극 되었으며 서파
의 크기는 3±1mV를 나타냈다 (Fig.2b& c)(n=6).SNAP에 의한 서파
의 변화는 ATP-민감성 K+통로 차단제인 glibenclamide에 의해서 차단되었
다.Glibenclamide(10-5M)의 투여에 의해 서파의 크기(23±2mV)및 안정
막 전압 (-58±3mV)이 대조군 수준으로 회복되었다.
향도잡이 전류에 대해서 SNAP(10-4M)은 자발적 내향성 전류의 크기 및
발생빈도를 억제하였으며 외향성 방향으로 전류를 활성화 시켰다 (Fig.3a).
SNAP의 존재 하에서 안정 전류의 크기는 120±20pA,발생빈도와 자발적
전류의 크기는 각각 분당 2± 1회,30± 20pA (n=20)을 보였다 (Fig.
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3b-d).SNAP에 의한 향도잡이 전류의 변화 또한 glibenclamide에 의해서 차
단되었다 (Fig.3e).이는 NO가 ATP-민감성 K+통로를 활성화시킴을 시사
한다.따라서 이를 더욱 확증하기 위해 ATP-민감성 K+ 통로 개방제인
pinacidil을 서파와 향도잡이 전류를 기록하면서 투여하였다.Pinacidil(10-5

M)은 SNAP가 동일한 작용을 보였으며 glibenclamide에 의해서 차단되었다
(Fig.4a& b).

333...미미미토토토콘콘콘드드드리리리아아아 AAATTTPPP---민민민감감감성성성 KKK+++통통통로로로에에에 대대대한한한 NNNOOO의의의 효효효과과과

NO가 미토콘드리아 세포막에 존재하는 ATP-민감성 K+통로를 통하여 서
파 및 향도잡이 전류에 대한 효과를 나타내는 지 알아보고자 미토콘드리아
ATP-민감성 K+통로 차단제인 5-hydroxydecanoicacid(5-HD)와 개방제
인 diazoxide를 각각 투여하였다.5-HD는 SNAP를 투여하기 전 10분 동안
전 처치하였다.5-HD (5x10-4M)는 SNAP에 의한 향도잡이 전류의 효과를
차단하지 못하였다 (Fig.5a)(n=7).또한 diazoxide(10-5M)는 향도잡이 전
류에 대해 아무런 효과를 나타내지 않았다(Fig.5b)(n=6).5-HD 존재 하에
서 SNAP에 의한 안정전류는 128±21pA,빈도와 전류의 크기는 각각 분
당 5±2회,29±24pA를 나타냈다.

444...NNNOOO의의의 향향향도도도잡잡잡이이이 전전전류류류에에에 대대대한한한 효효효과과과의의의 신신신호호호전전전달달달 기기기전전전

SNAP의 향도잡이 전류에 대한 효과가 cyclicGMP를 통하여 매개되는지를
알아보고자 guanylatecyclase억제제인 ODQ와 세포막을 투과할 수 있는
8-bromo-cGMP를 투여하였다.ODQ는 SNAP를 투여하기 전 10분 동안 전
처치하였다. ODQ (10-5M)는 SNAP의 향도잡이 전류에 대한 효과를 크게
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차단하였다 (Fig.6a).ODQ존재 하에서 SNAP(10-4M)에 의한 안정전류의
크기는 -30±20pA,빈도와 크기는 각각 분당 16±2회,400±40pA를
보였다 (n=7).이 값은 ODQ가 존재하지 않은 상태에서 SNAP만 투여하여
얻은 대조군과 유의성을 나타냈다.또한 8-bromo-cGMP(10-4M)를 투여한
경우 SNAP과 동일한 효과를 보였으며 glibenclamide에 의해서 차단되었다
(Fig.6b).8-bromo-cGMP의 존재 하에서 안정전류의 크기는 110±20pA,
빈도와 크기는 각각 분당 3± 1회,40± 18pA를 보였다(n=7).게다가
8-bromo-cGMP는 안정막 전압을 과분극 시켰으며 서파의 크기도 감소시켰
다 (Fig.6c)(n=6).이러한 결과들은 NO가 cyclicGMP를 생성하여 효과를
나나냄을 시사한다.
다음은 NO가 cGMP를 생성한 후 proteinkinaseG (PKG)를 활성화 시키
는 가를 알아보고자 PKG를 선택적으로 차단하는 약물인 KT-5823을 투여하
였다.KT-5823(10-5M)는 SNAP를 투여하기 전 10분 동안 전 처치하였다.
KT-5823은 SNAP의 향도잡이 전류에 대한 효과를 차단하지 못하였다 (Fig.
7a).KT-5823존재 하에서 SNAP(10-4M)에 의한 안정전류의 크기는 132
±36pA,빈도와 크기는 각각 분당 3±1회,23±20pA를 보였다 (Fig.
7b-d)(n=7).
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Figure1.Typicaltraceofslow wavesincurrentclampingmode(a)and
spontaneouspacemakercurrentsinvoltageclampingmoderecordedata
holdingpotentialof-70mV (b)inculturedinterstitialcellsofCajalfrom
mousesmallintestine.



- 16 -

50

60

70

0

10

20

30

*

*

a

b c

-36

-62
mV

30 sec

Figure2.EffectsofSNAP on slow wavesin culturedICC ofmouse
smallintestine.(a)slow wavesofICCexposedtoSNAP(10-4M)inthe
current clamping mode (=0). The SNAP produced membrane
hyperpolarization and the decreased amplitude of slow waves were
reversedbyglibenclamide(10-5M).ResponsetoSNAParesummarized
in(b)and(c).Barsrepresentmeanvales± s.e.*(P<0.05),**(P<0.01)
Significantlydifferentfrom theuntreatedcontrol.GBC:glibenclamide.
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Figure3.EffectsofSNAPonspontaneousinwardpacemakercurrentsin
culturedICCofmousesmallintestine.(a)Pacemakercurrentsexposedto
SNAP(10-5M)ataholdingpotentialof-70mV.SNAPdecreasedthe
frequency and amplitudeofthepacemakercurrents,and increased the
basal outward currents. These effects were reversed by adding
glibenclamide(10-5 M).ResponsetoSNAP aresummarizedin(b),(c),
and (d). Bars represent mean vales ± s.e. *(P<0.05), **(P<0.01)
Significantly differentfrom theuntreatedcontrol.(E)SNAP effectson
pacemakercurrentsinthepretreatmentofglibenclamide.Thedotlines
indicatethebasalcurrentlevels.GBC:glibenclamide.
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Figure4.Effectsofpinacidilon slow wavesand spontaneousinward
pacemakercurrents.(a)slow wavesofICCexposedtopinacidil(10-5M)
in thecurrentclamping mode(=0).Thepinacidilproduced membrane
hyperpolarizationandthedecreasedamplitudeofslow waves,whichwere
werereversedbyglibenclamide(10-5M).(b)Pacemakercurrentsexposed
topinacidil(10-5M)ataholdingpotentialof-70mV.Pinacidildecreased
thefrequencyandamplitudeofthepacemakercurrents,andincreasedthe
basal outward currents. These effects were reversed by adding
glibenclamide(10-5M).
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Figure5.Effectsof5-HD,amitochondrialATP-sensitiveK+ channels
blocker, in SNAP-induced responses and effects of diazoxide, a
mitochondrialATP-sensitiveK+ channelsopener,onpacemakercurrents
inculturedICCfrom mousesmallintestine.(a)TheSNAPproducedbasal
outward currents and decreased amplitude orfrequency ofpacemaker
currents,whichwerenotreversedby5-HD (5x10-4M).(b)Diazoxide
(10-5M)hadnoeffectsonpacemakercurrents.
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Figure6.EffectsofODQ inSNAP-inducedresponsesandeffectsofcell
permeable8-bromo-cGMP onpacemakercurrentsinculturedICC from
mousesmallintestine.(a)ODQ (10-5 M)blocked theeffectofSNAP
(10-4 M)(b)8-bromo-cGMP (10-4 M)decreased the frequency and
amplitudeofthepacemakercurrents,and increased thebasaloutward
currents.Theseeffectswerereversedbyaddingglibenclamide(10-5M).
(c)8-bromo-cGMP(10-4M)inducedmembranehyperpolarizationandthe
decreased amplitude of pacemaker potentials were reversed by
glibenclamide(10-5M).Thedotlinesindicatethebasalcurrentlevels.
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Figure 7. Effects of KT-5823, a protein kinase G inhibitor, in
SNAP-induced responseson pacemakercurrentsin cultured ICC from
murinesmallintestine.(a)TheSNAP producedbasaloutwardcurrents
and decreased amplitude or frequency ofpacemaker currents in the
pretreatmentofKT-5823(10-5M).ResponsetoSNAPinthepretreatment
ofKT-5823aresummarizedin(b),(c),and(d).Barsrepresentmean
vales±s.e.
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IIIVVV...고고고 찰찰찰

산화질소 (NO)는 위장관내 매우 중요한 억제성 신경전달물질이다.NO는
위장관 평활근의 안정막 전압의 과분극을 유발하고 서파의 빈도와 크기를
감소시켜 결과적으로 평활근의 이완을 초래한다 (Franketal.1997;Keefet
al.1997;Thornburyetal.1991;Wardetal.1992).세포면역학적 방법에 의
하면 NO를 포함하고 있는 신경말단이 ICC와 밀접하게 연결되어 있으며
(Wangetal.2003;WardandSanders2001)또한 기능적으로 외부에서 투
여한 NO는 조직에서 ICC 막전압의 과분극을 유발한다 (KitoandSuzuki
2003).본 연구에서 NO를 발생시키는 SNAP를 배양된 소장의 단일 ICC세
포에 투여한 경우 안정막 전압의 과분극이 유발되었다.세포막의 과분극은
세포막에 존재하는 K+통로의 활성화와 밀접한 연관 관계가 있다.NO는 여
러 평활근 세포에서 ATP-민감성 K+통로를 포함하여 여러 K+통로들을 활
성화 시킨다 (Dekaetal.2004;Kohetal.1995;Murphy andBrayden
1995).ATP-민감성 K+통로는 안정막 전압을 유지시키며 생쥐 대장 평활근
에서 기초적으로 활성화 되어 있다 (Kohetal.1998). ATP-민감성 K+통
로의 억제는 막전압의 저분극을 유발시켜 세포의 흥분성을 증가시키는 반면
ATP-민감성 K+통로의 활성화는 막전압의 과분극을 유발시켜 세포의 흥분
성을 감소시킨다.소장 ICC세포에 ATP-민감성 K+통로 개방제를 투여한 경
우 막전압의 과분극이 초래되고 향도잡이 전류의 발생 빈도와 전류의 크기
가 감소되며 ATP-민감성 K+통로 차단제인 glibenclamide에 의해서 억제된
다.따라서 이러한 효과들은 ICC에도 ATP-민감성 K+통로가 존재함을 시사
한다 (Junetal.2004).프로스타글랜딘 (PGE2)는 ICC에서 EP2수용체를 통
하여 ATP-민감성 K+통로를 활성화 시키며 ATP-민감성 K+통로의 분자구
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조는 Kir6.2+SUR2B로 조성되어 있음이 밝혀져 있다 (Choietal.2006).
본 연구에서 SNAP는 ATP-민감성 K+통로 개방제와 같은 작용으로 막전압
의 과분극을 유발하였고 향도잡이 전류의 발생빈도와 전류의 크기 감소와
더불어 외향성 전류의 발생이 초래되었으며 이러한 효과는 ATP-민감성 K+

통로 차단제인 glibenclamide에 의해서 억제되었다.이는 NO가 ATP-민감
성 K+ 통로의 활성화를 통하여 ICC의 향도잡이 활동도를 억제함을 나타낸
다.방광 평활근 (dekaandBrading2004),혈관 및 심장근 (Kuboetal.
1994;Hanetal.2002)에서도 NO는 ATP-민감성 K+통로를 활성화 시킨다
고 보고되어 있어 본 실험 결과와 일치함을 보여주고 있다.
ATP-민감성 K+통로의 활성화는 막전압 의존성 Ca2+통로를 통한 Ca2+유
입의 억제 또는 세포내 Ca2+저장고로부터의 Ca2+분비 억제를 통하여 세포
내 Ca2+농도를 감소시킨다(Brayden2002;Smalletal.1992).ICC의 향도잡
이 전류의 발생은 세포내 Ca2+의 주기적인 변화에 의해서 이루어진다.즉
ICC의 향도잡이 전류 발생이 내형질세망으로부터 inositoltriphosphate(IP3)
를 통한 Ca2+분비가 이루어지고 이어서 미토콘드리아에 Ca2+이 유입되면서
이루어진다(Wardetal.2000).PGE2는 소장 ICC에서 Ca2+의 농도를 감소시
켰으며 이는 ATP-민감성 K+ 통로의 활성화와 연결되어 있다 (Choietal.
2006).그러나 막전압 의존성 Ca2+통로 차단제인 nifedipine은 향도잡이 전류
의 발생에는 아무런 효과를 나타내지 않는다(Junetal.2004b).따라서 NO
에 의한 향도잡이 전류 발생 억제는 Ca2+의 유입보다는 세포내 Ca2+저장고
로부터 Ca2+의 분비를 억제하여 이루어지는 것으로 생각된다.Willams등
(2004)이 corpuscavernosum smoothmuscle에서 NO가 세포내 Ca2+저장고
로부터 Ca2+의 분비를 억제한다고 보고하였다.

NO의 세포내 주 신호 전달 기전은 guanylatecyclase를 활성화 시킨 다음
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cGMP생성을 증가시켜 매개된다.생성된 cGMP는 이어서 proteinkinaseG
(PKG)를 활성화 시킨다 (Lincolin etal.1993).그러나 일부 세포에서는
cGMP와는 무관하게 세포에 효과를 나타낸다고도 알려져 있다.NO는 혈관
평활근에서 직접 K+ 통로를 활성화 시키고 (Bolotinaetal.1994)위 또는
십이지장 평활근을 cGMP와는 무관하게 이완 시킨다 (Kitamuraetal.1992;
Martinsetal.1995).또한 신경에서는 NO가 cGMP보다는 MAPkinase-의
존성 기전을 통하여 ATP-민감성 K+통로를 활성화시킨다 (Linetal.2004).
토끼의 요도 ICC에서는 NO가 cGMP/PKG 의존성으로 전기적 활동도를 억
제하고 있다 (Sergeantetal.2006).본 연구에서 NO의 향도잡이 전류에 대
한 효과가 guanylatecyclase차단제인 ODQ에 의해서 억제되고 또한 세포
막를 투과는 8-bromo-cGMP가 SNAP가 동일한 작용을 보였다.따라서 소장
ICC에서의 NO의 작용이 cGMP를 통하여 이루어지고 있음을 알 수 있다.대
장 ICC에서 NO에 의해 cGMP가 증가된다고 보고되어있고 (Shuttleworthet
al.1993)또한 cGMP 생성증가가 혈관 평활근에서 ATP-민감성 K+통로를
활성화 시킨다고 보고되어 (MurphyandBrayden1995)있어 본 연구 결과
와 일치됨을 보여주고 있다. 그러나 본 연구에서 PKG 억제인 KT-5823은
NO의 작용을 차단하지 못하여 PKG와는 무관하게 이루어 향도잡이 전류의
억제가 이루어짐을 시사하고 있다.토끼 뇨도와 본 연구의 생쥐 소장 ICC에
서의 PKG 차이는 정확히 알 수 없지만 요도와 소장의 전기적 활동도가 다
르기 때문에 아마도 사용한 동물의 종이나 조직의 차이로 인해서 차이가 있
는 것으로 생각된다.
결론적으로 NO는 ICC의 ATP-민감성 K+통로의 활성화를 통하여 향도잡
이 전류를 조절을 통해 소장의 운동을 조절하며 ATP-민감성 K+통로의 활
성화는 cGMP를 생성하여 이루어진다.
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VVV...결결결 론론론

본 연구는 소화관내 특수세포인 ICC에서 기록된 서파와 향도잡이 전류에
대한 NO의 효과와 작용기전을 규명하고자 생쥐 작은창자에서 배양된 ICC에
서 세포막 전압 고정법을 시행하였다.ICC는 서파와 자발적인 내향성 전류
인 향도잡이 전류를 발생하였다.NO 생성물질인 SNAP는 막전압의 과분극
을 유발하였으며 서파의 크기를 감소시켰다.또한 향도잡이 전류의 크기 및
발생빈도를 억제하였으며 동시에 외향성 전류를 발생시켰다.NO에 대한 효
과는 ATP-민감성 K+ 통로 차단제인 glibenclamide에 의해서 억제된 반면
미토콘드리아 ATP-민감성 K+ 통로 차단제인 5-HD에 의해서는 억제되지
않았다.Guanylatecyclase차단제인 ODQ는 NO의 작용을 억제하였으며 세
포막을 투과할 수 있는 8-bromo-cGMP는 서파와 향도잡이 전류에 대해
SNAP과 동일한 작용을 보였으며 glibenclamide에 의해서 차단되었다.그러
나 proteinkinaseG 차단제인 KT-5823은 서파와 향도잡이 전류에 대해NO
의 작용을 억제하지 못 하였다.이상의 실험결과들로부터 NO는 ICC에 작용
하여 간접적으로 위장관 운동성을 조절하고 있으며 그 작용은 cGMP를 생성
한 후 ICC의 세포막에 존재하는 ATP-민감성 K+ 통로의 활성화를 통하여
향도잡이 전류를 조절함으로서 이루어지는 것으로 생각된다.
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