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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

EEEffffffeeeccctttsssooofffSSSppphhhiiinnngggooossshhhiiinnneeeMMMooonnnooo---PPPhhhooosssppphhhaaattteeeooonnnPPPaaaccceeemmmaaakkkeeerrrAAAccctttiiivvviiitttyyyiiinnn
IIInnnttteeerrrssstttiiitttiiiaaalllCCCeeellllllsssooofffCCCaaajjjaaalllfffrrrooommm MMMuuurrriiinnneeeSSSmmmaaallllllIIInnnttteeessstttiiinnneee

HanKyoung-Taek
Advisor:Prof.Kim Man-Woo Ph.D.
DepartmentofMedicine,
GraduateSchoolofChosunUniversity

SeveralreportsdemonstratedthediverseactionofSphingosinemono-phosphate
(S1P)atthelevelofmanytissuesorsinglecell.Especially,actionsonS1P
receptorsshowedseveraleffectsinneuronalandnon-neuronalsystems.
Thefunctionalstudy wasinvestigated to determinewhetherS1P modulates
pacemakercurrentsgeneratedininterstitialcellsofCajal(ICC)ofmurinesmall
intestinebyusingawholecellpatchclamptechniquesat30°C.
ExternallyappliedS1Pproducedmembranedepolarizationinthecurrent-clamp
mode and increased tonic inward pacemakercurrents in the voltage-clamp
mode.Pretreatmentofsuramin did notblock the S1P-induced effects on
pacemakercurrents.Andexternally appliedSEW-2871andFTY-720didnot
have function on pacemaker currents.However,pretreatment of JTE-013
blockedtheactionofS1P onpacemakercurrents.ExternalNa+-freesolution
abolishedthegenerationofpacemakercurrentsandinhibitedtheS1P-induced
tonicinwardcurrents.
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Futhermore,thepretreatmentwithCa2+-freesolutionandthapsigarginabolished
thegenerationofpacemakercurrentsandsuppressedtheS1P-inducedactionon
ICC.
TheseresultssuggestthatS1P modulatesthepacemakeractivitiesthrough
S1P2receptoractivationinICCbyexternalCa2+influxandinternalCa2+release.
Therefore,theICCaretargetforS1Pandtheirinteractioncanaffectintestinal
motility.
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III...서서서 론론론

위장관의 운동은 잘 알려져 있듯이 수많은 요인들에 의해 결정된다.예로서 교
감신경,부교감 신경 등으로 대변되는 extrinsicnervoussystem,위장관 자체의
intrinsicnervoussystem,endocrine및 paracrinesystem 등이 관여한다.그리고
이 외에도 위장관 자체의 자율적인 요소,즉,위장관 평활근의 자발적 활동도와 마
지막으로 카할 간질세포(InterstitialcellsofCajal,이하 ICC로 기술)가 관여한다.
오래전부터 위장관의 평활근에서 자율적으로 발생하는 규칙적 수축운동

(rhythmiccontraction)은 연동운동이나 분절운동과 같은 위장관 운동의 기본이 되
는 것으로 알려져 왔다.이러한 규칙적 수축운동은 서파(slow wave)라는 현상으로
나타나는데,‘서파’로 불리게 된 이유는 수축과 관련된 세포막 전압의 탈분극
(depolarization) 과정이 low frequency,long duration으로 나타나기 때문이다
(Szurszewski,1987;Tomita등,1981).그러나 이러한 규칙적 수축운동은 단순한
위장관 평활근과 운동신경 지배만의 관계로는 설명되지 않으며,이러한 서파의 기
원을 평활근에서 찾으려는 노력은 예외 없이 모두 실패하였다(Farrugia,1999).
지난 15여년 간 동물 모델(mouse,guineapig,canine등)을 중심으로 한 집중

적인 연구를 통해 위,소장,그리고 대장에서 전형적인 phasic활동을 나타내는 평
활근에서의 pacemaker 역할은 ICC에서 기원한다는 사실이 밝혀졌다(Sanders,
1996).이들 ICC는 non-neuronal,mesenchymalorigin의 세포로서 3차원적인
network를 형성하고 있으며,species나 위장관의 위치에 상관없이 유사한 구조를
가지고 분포한다.이들 ICC는 proto-oncogene인 c-kit유전자를 발현하고 있는데
(Ward등,1994),잘 알려져 있듯이 이 유전자의 산물인 Kitreceptor는 세포막에서
tyrosinekinasereceptor로 작용한다.ICC가 c-kit를 발현하고 있기 때문에 조직내
에서 ICC를 확인하는 데에는 c-kit에 대한 항체를 활용한 면역 조직학적 기법이
활용된다(Ward등 1995).ICC의 역할은 심장의 동방결절세포와 유사한 향도잡이
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(pacemaker) 역할로서 자발적 내향성 전류 (spontaneous inward curents;
pacemakercurrents)를 생성하여 서파를 발생시킨다(Koh등,1998a;Thomsen등,
1998).ICC는 평활근층에 존재하여 gapjunction을 통해 서로 연결망을 형성하고
있으며 평활근과도 연결되어 있다.따라서 발생된 서파는 ICC연결망을 통하여 연
결되어 있으며 또한 평활근으로 전파된다(Sanders,1996).ICC는 또한 장관 신경계
와 시냅스처럼 밀접하게 연결되어 있어 신경으로부터 평활근으로의 흥분성 및 억
제성 신호전달과정을 매개하고 있다(Burns등,1996;Wang등,2003;Ward등,
2000;Ward와 Sanders,2001).이와 같은 연구결과들은 위장관 운동에 있어서 ICC
의 중요성이 매우 크다는 것을 보여주고 있다.
Sphingosine1-phosphate(이하 S1P로 기술)는 세포 성장,분화,생존 및 이동

과 같은 다양한 생물학적 작용을 가지고 있다고 알려져 있다(Ammit등,2001;
Cuvillier등,1996;Liu등,2000;Malek등,2001).S1P는 ceramide의 인체내 대사
과정을 통해 만들어 지는 sphingosine의 인산화 과정에 통해 만들어진다(Pyne,
2002;Spielgel과 Milstien,2002).Sphingosine의 인산화는 다양한 species에서
Sphingosinekinase1과 2두가지 효소를 통해 유도되어 진다 (Kohama등,1998;
Liu 등 2000).더불어 세포내 S1P의 농도는 SPK뿐만 아니라 S1P-specific
phosphatase와 lyase에 의해 조절되어 진다고 알려져 있다(Le등,2002;Olivera와
Spiegel, 2001). 실제로 S1P의 세포내 농도는 미비하지만, 성장인자 (예로
platelet-derivedgrowthfactor,nervegrowthfactor,epidermalgrowthfactor),사
이토카인 그리고 G단백질 연결 수용체 길항제와 같은 다양한 물질을 통하여 일순
간에 증가를 야기 시킬 수 있다(Hobson 등,2001;Meyer등,2001;Payne등,
2002).
비록 특징적인 세포내 target은 아직 밝혀지진 않았지만,현재까지 S1P는 세포

내 신호전달물질로서의 역할을 담당하고 있다고 여겨지고 있다.최근 endotherial
differentiationgene(EDG)family중 G단백질 연결 수용체와 S1P가 상호 작용 하
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는 것으로 초점이 맞추어져 있다.많은 EDG수용체중 5가지의 수용체가 S1P에 의
해 활성화 되는데,이를 토대로 S1P는 5가지 수용체로 구분되어 진다.(S1P1 ～
S1P5).S1P1,S1P2,S1P3수용체는 인체내에 다양하게 분포되어 있으며,S1P4수용
체는 lymphoid와 hematopoietic세포에 그리고 S1P5수용체는 glial세포에 존재한
다(Kluk과 Hla,2002;Payne등,2002;Pyne,2002).
아직까지 위장관에서 S1P수용체의 존재 유무 및 S1P수용체를 통한 신호전

달 방법에 대해서 거의 알려진 바가 없다.따라서 본 연구는 생쥐 소장에서 배양된
ICC에서 S1P의 향도잡이 역할에 대한 효과와 그 작용 수용체,그리고 작용기전을
밝히고자 한다.
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IIIIII...실실실험험험 방방방법법법

1.ICC세포의 배양

3-7일 된 ICR 생쥐를 암수구별 없이 실험동물로 사용하였다.Ether로 마취시킨
후 희생시킨 다음 개복하여 pyloricring에서부터 회장에 해당하는 소장 부위를 적
출하였다.실온에서 Krebs-Ringerbicarbonate용액으로 채워진 준비용기 속에서 창
자간막 가장자리(mesentericborder)를 따라 절개하여 점막층을 제거하고 윤상근을
노출시켰다.분리된 소장근 조직을 collagenase(WorthingtontypeII),1.3ml/ml;
bovineserum albumin(Sigma),2mg/ml;trypsininhibitor(Sigma),2mg/ml;
ATP,0.27mg/ml등이 들어 있고,Ca2+이 들어 있지 않은 Hank's용액에 옮긴 다
음 37°C에서 20분간 항온 소화시킨 후,진탕시켜 단일 세포를 분리하였다.분리된
세포들을 유리 coverglass위에 분주하고,10분 후에 stem cellfactor(SCF,5
ng/ml,Sigma)와 2% antibiotic/antimycotic(Gibco)이 들어 있는 SmGm (smooth
musclegrowthmedium;CloneticsCorp)용액을 분주 한 후,37°C(95% O2-5
% CO2)배양기에서 배양시켰다.배양된 다음날 전날 배양된 용액에서 2 %
antibiotic/antimycotic만 제외시켜 영양액을 바꾸어 주었다.실험은 배양 2일째 후
부터 시행하였다.배양된 ICC의 확인은 Kit단백에 대한 항체 (ACK2,Gibco-BRL)
를 사용하였으며 면역형광염색된 세포표본을 공초점주사 현미경 (FV300,Olympus,
Japan)을 사용하여 관찰하였다.

2.세포막 전압 및 전류의 기록

배양된 용기를 항온 조절계에 옮긴 후 분당 2-3ml속도로 세포외 용액을 관류
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시켰다.Whole-cellpatchclamp를 사용하여 배양된 ICC에서 세포막 전압과 세포
막 전류를 기록하였다.Patchclamp증폭기 (Axopatch1-D,AxonInstruments)를
통하여 나오는 신호는 디지털 오실로스코프,생리적 기록기를 통해서 관찰하였고,
고정전압과 자극전압의 조정 및 전류의 기록은 pClamp (version 6.0,Axon
Instruments)를 사용하였다.세포막 전류는 -70mV의 유지전압에 고정하여 기록하
였다.막전압 고정실험에서 얻어진 결과는 pClamp와 GraphPad Prizm (version
2.01,SanDie해,CA,USA)을 이용하여 분석 처리하였다.모든 실험은 30°C에서
시행하였다.

3.실험용액 및 약물

세포외 관류용액의 조성은(수치는 mM단위임)KCl5,NaCl135,CaCl22,MgCl2
1.2,glucose10,HEPES(N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N'-[2-ethansulfonicacid])
10이며 Tris를 첨가하여 pH가 7.4가 되도록 적정하였다.Ca2+-free용액은 위 조성
에서 CaCl2만을 제거하였다.전극내 용액의 조성은(수치는 mM단위임)KCl140,
MgCl25,K2ATP2.7,Na2GTP0.1,creatininephosphatedisodium 2.5,HEPES5,
EGTA 0.1이며 Tris를 첨가하여 pH가 7.2가 되도록 적정하였다.
실험에 사용된 약물은 Sphingosine1-phosphate,suramin,SEW-2871,FTY-720,
thapsigargin,flufenamicacid이며,모든 약물은 Sigma로부터 구입하였다.

4.실험결과의 통계적 처리

실험결과는 평균 ± 표준오차 (mean± S.E)로 표기하였으며,필요한 경우에는
ANOVA 또는 pairedstudent'st-test를 사용하여 유의성을 검증하였다.
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IIIIIIIII...결결결 과과과

1.ICC에서 기록되는 전기적 활동도

배양한 후 c-Kit 항체를 이용하여 ICC를 확인한 후 실험을 시행하였다.
Current-clampingmode(I=0)에서 ICC는 세포막 전압이 주기적으로 변화하는 향도
잡이 전압을 발생시켰다(Fig.1a).안정막 전압은 -57±8mV (n=6),서파의 크기
는 32±8mV를 보였다 (n=6).Voltage-clampingmode에서 유지전압 -70mV로
막전압을 고정하면 자발적인 내향성 전류인 향도잡이 전류가 기록된다(Fig.1b).기
록된 향도잡이 전류의 발생빈도는 분당 15.4±1.5회,전류의 크기는 -482±48
pA,안정 전류는 -27±19pA (n=5)를 나타냈다.

2.ICC에서 기록되는 향도잡이 전압 및 전류에 대한 S1P의 효과

배양된 ICC에 투여한 S1P(1 μM)는 세포막 전압의 탈분극 (depolarization)과 함
께 향도잡이 전압의 크기를 감소시켰다(Fig.2a).이 실험에서 안정막 전압은 대조
군의 -52±2mV에서 S1P투여시 -24 ±3.9mV로 변화하였다.또한 향도잡이
전압의 크기는 대조군의 29.8±6.2mV에서 S1P투여시 9.2±1.8mV로 변화하였
다(n=8;fig.2bandc).또한 향도잡이 전류에 대해서 긴장성 내향성 전류를 활성
화 시켰고 향도잡이 전류의 발생빈도 및 크기는 감소시켰다(Fig.3a).유지전압 -70
mV에서 S1P(1 μM)에 의해 활성화된 안정 전류는 -340.6±12.6pA이고 감소된
전류의 발생빈도와 크기는 6.8±1.8회,-68.5±26.6pA였다(Fig.3bandc).
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3.ICC에서 기록되는 향도잡이 전류에 대한 S1P의 농도 의존적 효과

앞선 실험에서 S1P는 향도잡이 전류에 대해서 긴장성 내향성 전류를 활성화 시
켰고 향도잡이 전류의 발생빈도 및 크기를 감소시켰다.S1P의 향도잡이 전류에 대
한 효과가 농도 의존성을 가지는지 실험하고자 다양한 농도 (0.1,0.5,1 μM)의
S1P를 ICC에 투여하였다.0.1및 0.5 μM의 S1P를 투여시 ICC에서 발생되는 향도
잡이 전류에 대해 역시 긴장성 내향성 전류를 활성화 시켰지만,1 μM의 효과만큼
크게 나타나지 않고 약하게 그 효과가 발생하였다.특히 긴장성 내향성 전류는 발
생하지만,향도잡이 전류에 대한 발생빈도 및 크기의 감소는 거의 미약한 수준을
보여주었다(Fig.4aandb).하지만,1 μM 농도 이상의 S1P의 투여시 강한 내향성
전류를 활성화 시키는 것을 알 수 있었다(Fig.4c).본 실험에 대한 결과는 Fig.
5a,bandc와 같이 요약되었다(n=5).이와 같은 결과는 ICC에서 발생되는 향도잡
이 전류에 대한 S1P의 효과가 농도 의존적으로 작용하는 것을 알 수 있었다.

4.ICC에 분포하는 S1P수용체에 대한 연구

현재까지 알려진 S1P 수용체는 크게 5가지로 구분되어 진다(S1P1 - S1P5
receptors).ICC에서 발생되는 향도잡이 전류에 대한 S1P의 효과가 어떤 수용체를
통하여 이루어지는 밝혀내기 위해 다양한 S1P수용체의 작동제 및 길항제를 사용
하였다.ICC에서 발생되는 정상상태의 향도잡이 전류에 S1P3 수용체 길항제인
suramin(1 μM)을 전처리 한 후,S1P를 투여한 결과 향도잡이 전류에 대한 S1P의
긴장성 내향성 전류는 여전히 보여주었다(Fig.6a).또한 S1P1수용체에 대한 특징
적으로 작용하는 작동제인 SEW-2871(1 μM)역시 ICC에서 발생하는 향도잡이
전류에 큰 영향을 주지 못하였다(Fig.6b).한 수용체에 특징적이지는 않지만 S1P1,
S1P3,S1P4,그리고 S1P5에 강력한 작동제로 작용하는 FTY-720(1 μM)은 ICC에
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서 발생하는 향도잡이 전류에 효과를 발휘하지 못하였다(Fig.6c).이와 같은 결과
는 ICC에 S1P2 수용체가 존재할 가능성을 제시하여 S1P2 수용체 길항제인
JTE-013(10그리고 20 μM)을 전처리 한 후,S1P를 투여한 결과 S1P에 의하여
발생되는 긴장성 내향성 전류가 사라지는 것을 알 수 있었다(Fig.7aandb).

5.S1P에 의해 발생되는 긴장성 내향성 전류에 대한 G단백질의 기능

ICC에서 발생되는 향도잡이 전류에 대한 S1P의 효과가 G 단백질과의 연관성을
보이는지 확인하고자 GTPbinding단백질을 불활성화 시키는 anonhydrolyzable
guanosine 5'-diphosphate analogue인 GDPβS를 이용해 검증해 보았다.
Patch-clamp용 유리피펫에 GDPβS(10mM)을 투여한 결과,S1P는 여전히 긴장성
내향성 전류를 발생시켰다(Fig.8a).GDPβS가 피펫에 있는 상태에서 안정막 전류
는 -23±8pA였고,이후 S1P를 투여한 결과 안정막 전류는 대조군과 비슷한 결
과인 -498.7±47pA를 보여주었다.또한 정상 대조군에서 보여주었던 S1P의 향도
잡이 빈도 및 크기도 GDPβS가 존재하는 상태에서도 거의 차이를 보이지 않았다
(Fig.8b,c,andd;n=4).

6.Na+-free용액 및 flufenamicacid의 S1P효과에 대한 역할

S1P에 의해 발생되는 긴장성 내향성 전류에 대한 특징을 확인해 보고자 비선택
적 양이온 통로 길항제인 flufenamic acid와 Na+-free 용액을 사용해 보았다.
Na+-free용액을 ICC에 투여한 결과 자발성 향도잡이 전류가 사라지는 것을 알 수
있었고,또한 이 상태에서 S1P를 투여 하였을 경우,S1P에 의해 나타나는 긴장성
내향성 전류가 나타나지 않은 것을 알 수 있었다(Fig.9a).Na+-free용액이 있는
상태에서 S1P에 의해 유도되는 안정막 전류는 -24±7pA를 보여주었고,이 수치
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는 대조군 상태에서의 것과 비교 하였을 때 유의성 있는 차이를 보여주었다(Fig.
9b;n=4).또한 flufenamicacid(10μM)를 ICC에 처리하였을 경우,역시 자발성 향
도잡이 전류가 사라지는 것을 알 수 있었고 이 상태에 투여된 S1P역시 그 효과를
발휘하지 못하였다(Fig.10a).Flufenamicacid의 존재하에 S1P의 효과에 의한 안정
막 전류는 -21±8pA로서,이 수치 역시 대조군 상태에서의 것과 비교하였을 때
유의성 있는 차이를 나타내었다(Fig.10b;n=4).

7.S1P의 효과에 대한 세포외 Ca2+-free 용액과 endoplasmic reticulum의
Ca2+-ATPase억제제의 역할

세포내와 세포외 Ca2+의 역할을 확인해보고자 endoplasmic reticulum의
Ca2+-ATPase억제제인 thapsigargin과 Ca2+-free용액하에 S1P의 효과를 확인해
보았다.유지전압 -70mV에서 ICC로부터 발생되는 향도잡이 전류는 Ca2+-free용
액에 의해 사라지는 것을 확인할 수 있었고,이 상태에서 처리된 S1P는 그 효과가
사라지는 것을 알 수 있었다(Fig.11a).요약된 수치에서도 S1P효과는 정상 농도
Ca2+용액의 안정막 전류와 비교 하였을 때 유의성 있게 차단하는 것을 보여 주었
다(Fig.11b;n=4).더불어,thapsigargin의 경우 역시 S1P의 효과를 차단하는 것을
알 수 있었다 (Fig.12aandb;n=4).
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FFFiiiggguuurrreee111...Typicaltraceofpacemakerpotentialsincurrentclampingmode(a)
andspontaneouspacemakercurrentsinvoltageclampingmoderecordedata
holding potentialof-70 mV (b)in cultured interstitialcellsofCajalfrom
murinesmallintestine.
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FFFiiiggguuurrreee222...EffectsofS1P on pacemakerpotentialsin cultureICC ofmurine
smallintestine.(a)PacemakerpotentialsofICCexposedtoS1P(1 μM)inthe
currentclampingmode(=0).ResponsetoS1Paresummarizedin(b)and(c).
Barsrepresentmeanvalues± S.E.*(P<0.01)Significantlydifferentfrom the
untreatedcontrol.
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FFFiiiggguuurrreee333...EffectsofS1PonpacemakercurrentsincultureICCofmurinesmall
intestine.(a)PacemakercurrentsofICC exposedtoS1P(1 μM)ataholding
potentialof-70mV.ResponsetoS1P aresummarizedin(b)and(c).Bars
representmean values ± S.E.*(P<0.01)Significantly differentfrom the
untreatedcontrol.
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FFFiiiggguuurrreee 444...VariousconcentrationsofS1P actions on pacemakercurrentsin
cultureICCofmurinesmallintestine.(a)PacemakercurrentsofICCexposedto
S1P (0.1 ～ 1 μM) at a holding potentialof -70 mV.S1P caused a
concentration-dependentincreaseintonicinwardcurrents.
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FFFiiiggguuurrreee555...SummarizeddataofS1P actionsonpacemakercurrentsinculture
ICCofmurinesmallintestine.ResponsetoS1Paresummarizedin(a),(b)and
(c).Barsrepresentmeanvalues± S.E.*(P<0.01)Significantlydifferentfrom
theuntreatedcontrol.
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FFFiiiggguuurrreee 666... Effects of S1P subtype receptor antagonist and agonist on
S1P-inducedresponsesonpacemakercurrentsinculturedICC ofthemurine
smallintestine.(a)PacemakercurrentsofICC exposedtoS1P(1 μM)inthe
presenceofsuramin,S1P3receptorantagonist(1 μM).(b) Pacemakercurrents
ofICC exposedtoSEW-2871,S1P1 receptoragonist(1 μM).(c)Pacemaker
currents ofICC exposed to FTY-720,S1P1,S1P3, S1P4 and S1P5 receptor
agonist(1μM).
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FFFiiiggguuurrreee 777... Effects of S1P2 subtype receptor antagonist on S1P-induced
responsesonpacemakercurrentsinculturedICCofthemurinesmallintestine.
(a)PacemakercurrentsofICC exposed toS1P (1 μM)in thepresenceof
JTE-013,S1P2 receptorantagonist(10 μM).(b) PacemakercurrentsofICC
exposedtoS1P(1 μM)inthepresenceofJTE-013,S1P2receptorantagonist
(20μM).
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FFFiiiggguuurrreee888...EffectsofGDPβSonS1P-inducedresponsesonpacemakercurrents
inculturedICC ofthemurinesmallintestine.(a)PacemakercurrentsofICC
exposedtoS1P (1 μM)inpresenceofGDPβS (1mM)in thepipette.The
effectsofS1PinthepresenceofGDPβSaresummarizedin(b),(c)and(d).
Barsrepresentmeanvalues± S.E.*(P<0.01)Significantlyindifferentfrom the
untreatedcontrol.Blackbar:GDPβS(-)control,Whitebar:GDPβS(+).
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FFFiiiggguuurrreee999...EffectsofNa+-freesolutiononS1P-inducedresponsesonpacemaker
currentsinculturedICC ofthemurinesmallintestine.(a)Pacemakercurrents
ofICCexposedtoS1P(1 μM)inpresenceofNa+-freesolution.Theeffectsof
S1PinthepresenceofNa+-freesolutionaresummarizedin(b).Barsrepresent
meanvalues± S.E.*(P<0.01)Significantlydifferentfrom theuntreatedcontrol.
Con:Control.
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FFFiiiggguuurrreee111000...EffectsofflufenamicacidonS1P-inducedresponsesonpacemaker
currentsinculturedICC ofthemurinesmallintestine.(a)Pacemakercurrents
ofICC exposedtoS1P (1 μM)inpresenceofflufenamicacid(10 μM).The
effectsofS1Pinthepresenceofflufenamicacidaresummarizedin(b).Bars
representmean values ± S.E.*(P<0.01)Significantly differentfrom the
untreatedcontrol.Con:Control,FFA:Flufenamicacid.
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FFFiiiggguuurrreee 111111... Effects of Ca2+-free solution on S1P-induced responses on
pacemakercurrentsinculturedICCofthemurinesmallintestine.(a)Pacemaker
currentsofICC exposedtoS1P(1 μM)inpresenceofCa2+-freesolution.The
effectsofS1PinthepresenceofCa2+-freesolutionaresummarizedin(b).Bars
representmean values ± S.E.*(P<0.01)Significantly differentfrom the
untreatedcontrol.Con:Control.
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FFFiiiggguuurrreee111222...Effectsofthapsigargin on S1P-induced responseson pacemaker
currentsinculturedICC ofthemurinesmallintestine.(a)Pacemakercurrents
ofICCexposedtoS1P(1 μM)inpresenceofthapsigargin(10 μM).Theeffects
ofS1Pinthepresenceofthapsigarginaresummarizedin(b).Barsrepresent
meanvalues± S.E.*(P<0.01)Significantlydifferentfrom theuntreatedcontrol.
Con:Control,TSG:Thapsigargin.
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IIIVVV...고고고 찰찰찰

Sphingosine1-phosphate(S1P)는 극성을 가진 sphingolipidmetabolite로서 세포
내 이차 신호전달자 및 세포외 매개자로서의 작용을 가진 것으로 알려져 있다.세
포외를 통한 기능은 G단백질을 경유하는 family를 통해 매개 되지만,아직까지 특
징적인 세포내 기능 부위는 밝혀지지 않았다.그동안 S1P에 대한 많은 연구들을
통해 세포 성장,분화,이동,사멸 등 많은 생리학적인 기능을 담당하는 것으로 알
려져 있고,또한 병리학적인 상태에서도 중요한 역할을 차지할 것으로 보고되어 왔
다.하지만,다양한 기능에 대한 많은 보고에도 불구하고 위장관 특히 위장관 운동
성에 대한 기능은 아직 미비한 실정이다.최근 소화관 평활근에 대한 S1P수용체
의 존재는 밝혀졌지만,소화관 운동에 가장 큰 역할을 담당하는 Interstitialcellsof
Cajal(ICC)에 대한 역할은 아직 연구되어 있지 않다.따라서 본 연구는 소장 내
향도잡이 세포의 역할을 담당하는 ICC의 전기적 활동도에 대한 S1P의 기능 그리
고 ICC에 존재하는 S1P의 수용체 type,마지막으로 ICC에 대한 S1P의 역할에 대
한 특징을 주었다.
소화관 운동성의 조절은 신경성 조절계의 변화나 또는 평활근 조절계의 변화에
의해서 발생되며 소화관 내용물의 이동이 감소 또는 증가되는 결과를 초래한다.평
활근 조절에 가장 중요한 요소는 위장관에서 자발적으로 발생되는 전기적 활동도,
즉 서파(slow wave)가 가장 중요한 축을 담당한다.서파는 소화관 여러 부위에서
평활근의 자발적 수축과 매우 일치되고 있으며 주기적인 서파의 발생은 소화관 평
활근의 위상성 수축의 발생 빈도와 수축시기를 결정하는 매우 중요한 역할을 담당
하고 있어 서파의 이상은 곧 바로 여러 가지 소화관 운동성 질환을 야기 시킬 수
있다 (Szurszewski1987).이러한 서파를 발생시키는 세포가 소화관내 ICC이다.분
리된 ICC에서 세포막 전압 및 전류 고정법 (patch-clamprecording)을 시행하면
자발적으로 발생되는 내향성 향도잡이 전류 및 전압이 기록된다.본 실험에서 실시
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된 분리된 ICC를 이용한 세포막 고정법에서 자발적인 향도잡이 전류 및 전압이 기
록되는 것을 알 수 있었다.이와 같은 결과는 본 실험에 사용된 ICC가 소화관내
향도잡이 세포로서의 기능을 수행하고 있다는 것을 보여준다.
최근 위장관 평활근에서 S1P 수용체가 밝혀지고 그 기능이 보고되었다 (Zhou
andMurthy,2004).이 보고에 따르면,위장관 평활근에는 S1P수용체가 발현되어
있고,S1P의 처치는 평활근의 수축을 야기 시킨다는 것이다.즉 S1P의 위장관내의
작용은 주로 수축성을 증가시키는 방향으로 작용한다는 내용이 주장되었다.하지
만,이러한 S1P의 소화관 운동성에 대한 효과는 평활근에 직접 작용한 결과에 국
한되어 있지만,ICC를 통하여 간접적으로 이루어질 수 있다는 가설은 최근 ICC에
서 여러 신경전달 물질 및 내인성 물질의 수용체가 존재한다는 사실들에 의해 뒷
받침되고 있다 (Portbutyetal.,1996;Sterninietal.,1997;Eppersonetal.,2000;
Burnstock2002).본 연구에서 ICC세포에 대해 S1P는 향도잡이 전류의 긴장성 성
분의 활성화를 통하여 탈분극을 초래하였다.이러한 결과는 세포막 전압이 교통반
점을 통하여 평활근에 전달되어 동시에 평활근의 탈분극을 유발시켜 수축을 야기
시킬 수 있음을 강력히 시사한다.따라서 ICC세포를 매개로 소화관 평활근의 활동
도를 조절 할 수 있음을 나타낸다.
이전까지 S1P의 생리학적 효능은 세포내 이차전달자로의 작용을 통해 이루어진
다고 생각되어졌다.하지만 최근 세포막에 S1P수용체가 발견되면서 많은 작용이
세포막을 통해 이루어진다는 것이 밝혀지고 있다.일반적으로 S1P수용체는 S1P1,
S1P2,S1P3,S1P4,S1P5로 구분되어 지는데,이러한 수용체는 G단백질과 연결되어
있다고 알려져 있다 (Hla등,2001).많은 조직에서 S1P수용체의 존재가 밝혀지고
있지만,ICC에서는 그렇지 못한 실정이다.하지만,ICC의 향도잡이 전기적 현상에
대한 S1P의 효과는 ICC에 S1P수용체가 존재한다는 것을 시사해 주고 있다.따라
서 본 연구에서는 다양한 S1P수용체의 길항제 및 작동제를 사용하여 S1P2수용체
가 ICC에 발현되어 있다는 것을 발견하였다.즉,S1P의 ICC에 대한 효과는 S1P2
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수용체를 통하여 이루어진다는 것을 확인할 수 있었다.이와 더불어 앞에서 언급하
였듯이 S1P수용체는 G단백질의 연관성이 있다는 많은 보고가 있었다.Sf9세포를
이용한 실험에서 S1P1수용체는 Gi단백질과 결합되어 있고,S1P2와 S1P3수용체
는 Gq 그리고 G13 단백질과 결합되어 있다고 보고되었다(Brocklyn 등,2000;
Yamazaki등,2000).또한 S1P5수용체는 Gi와 G12수용체가 Xenopusoocytes에
발현되어 있다고 알려져 있다 (Im 등,2000).본 연구에서 S1P2수용체가 ICC에 발
현되어 있다면 예전의 보고와 비교하였을 때,분명 ICC에 발현되어 있는 S1P2수
용체는 G 단백질과 연결이 되어 있어 그 기능을 발휘할 것으로 유추되지만,실험
을 통한 결과 G단백질은 ICC에 분포하는 S1P수용체와 연관이 없는 것이 밝혀졌
다.이것은 S1P의 기능이 다른 많은 조직에서 G 단백질과 결합되어 그 기능을 발
휘하지만,ICC에서는 G 단백질이 연관되지 않은 또 다른 신호전달체계가 있다는
것을 시사한다.
ICC는 자발적인 향도잡이 전기적 현상을 발생시키고 이것은 gapjunction을 통
해 평활근으로 전달되어 진다.최근 ICC에서 발생되는 향도잡이 전류가 전압 비의
존성-비선택적 양이온 통로를 통해 이루어진다고 보고되었다 (Koh 등,1998b;
Thomsen등,1998).본 연구에서 S1P는 향도잡이 전류에 긴장성 내향성 전류를 발
생시키는 결과를 토대로 S1P의 기능이 전압 비의존성-비선택적 양이온 통로를 통
해 이루어지는지를 확인하고자 비선택적 양이온통로 억제제인 flufenamicacid를
사용한 결과 S1P의 기능은 본 이온통로를 통한다는 것을 보여주었다.즉,ICC에서
발생되는 향도잡이 전류는 전압 비의존성-비선택적 양이온 통로를 통해 발생되어
지고 ICC에 대한 S1P의 작용 역시 본 통로를 통해 긴장성 내향성 전류를 발생한
다는 주장을 입증해 주고 있다.
많은 세포에서,S1P의 기능은 세포내 칼슘의 농도의 증가를 유도시킨다고 알려
져 있다.특히 S1P2와 S1P3수용체의 경우 세포내 칼슘의 증가를 야기 시킨다는
많은 결과가 보고되었다.그러나 이와 더불어 S1P1의 수용체의 경우는 세포내 칼슘
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과 연관성이 없다는 보고는 많은 혼돈을 일으키고 있다.본 연구에서는 세포외 칼
슘 그리고 세포내 칼슘 모두 S1P의 작용에 영향을 준다는 결과를 보여주었다.
결론적으로 생쥐 소장 ICC세포에는 S1P2수용체가 존재하고,S1P는 이를 통하여
ICC세포의 전기적 활동도를 변화시킴으로서 간접적으로 소화관 평활근의 활동도
를 조절할 수 있다고 추측된다.
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VVV...결결결 론론론

본 연구는 소화관내 특수세포인 ICC에서 기록된 서파와 향도잡이 전류에 대한
S1P의 효과와 작용기전을 규명하고자 생쥐 소장에서 배양된 ICC에서 세포막 전압
고정법을 시행하였다.ICC는 서파와 자발적인 내향성 전류인 향도잡이 전류를 발
생시켰고,S1P는 막전압의 접극을 유발하였으며 서파의 크기를 감소시켰다.또한
ICC에서 발생된 향도잡이 전류에 대해 긴장성 내향성 전류를 발생시켰다.ICC에
대한 S1P의 기능은 S1P2수용체를 통하여 이루어지며 긴장성 내향성 전류는 비선
택적 양이온 통로를 통한다는 결과를 도출해 내었다.더불어 ICC에 대한 S1P의 기
능은 세포내 그리고 세포외 칼슘과 밀접한 연관을 가진다는 결과를 알게 되었다.
이상의 실험결과들로부터 S1P는 ICC에 작용하여 간접적으로 위장관 운동성을
조절하고 있으며,그 작용은 S1P2수용체를 통해 비선택적 양이온 통로의 활성화를
통하여 향도잡이 전류를 조절함으로서 이루어지는 것으로 생각된다.
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