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- Abstract -

Background: Since podocytes are involved in the maintenance of filtration barrier

and normal structure in the kidney, podocyte injury can cause the disturbance of

glomerular permselectivity and resultant proteinuria, and recent evidence shows

that podocyte injury is associated with oxidative stress. However, the patho-

genetic mechanism of podocyte injury in the development of diabetic nephro-

pathy is not known. Thus, the present study examined the effect of high glucose

level on cytoskeleton, slit diaphragm, podocyte-glomerular basement membrane

interaction, and oxidative stress in cultured podocytes.

Methods: Differentiated cultured podocytes were used in this study. Quiescent

cells were incubated with culture media containing 30 mM glucose for 48 hours.

The amounts of integrin 3, vinculin, zona occludens (ZO)-1 and fibronectin

protein expressed by podocytes were measured by Western blot analysis.

Dichlorofluorescein diacetate-sensitive intracellular reactive oxygen species (ROS)

were observed by confocal microscope and quantified by quantification

software. Thiobarbituric acid reactive substances were also measured. Podocytes

incubated with culture media containing 5.6 mM glucose were used as control.

Results: Integrin 3 expression was significantly decreased in podocytes cultured

under high glucose level compared to control. However, vinculin and ZO-1

expressions were significantly increased in podocytes cultured under high glucose

level compared to control. Fibronectin protein secreted by podocytes was also

increased in podocytes cultured under high glucose level compared to control.
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서 론

당뇨병성 신증은 말기 신부전증의 가장 흔한 원인

질환이며 당뇨병 환자의 반복적인 입원 및 사망의 주

요한 원인이 되는 심각한 합병증이므로, 당뇨병성 신

증의 발생 기전의정확한규명은매우 시급한 과제이다.

최근의 연구에 의하면 미세 단백뇨 및 현성 당뇨병

성 신증이 있는 경우는 사구체족세포 (podocyte)의족

돌기 너비 (foot process width)가 증가하며
1,2)
, 당뇨병

초기의 족세포 족돌기 너비의 증가는 족세포 수의 감

소 및 잔여 족세포에 의하여 덮여지는 사구체 기저막

면적의 증가와 관련이 있다
3)
. 또한 당뇨병 환자의 족

세포 수가 수년 후의 알부민뇨 발생을 예측한다는 보

고도 있다
4)
. 이러한 사실들을 종합하면 족세포가 당뇨

병성 신증의 초기에 매우 중요한 역할을 담당할 것이

라고 생각된다. 그러나 현재까지의 당뇨병성 신증의

병인을 규명하고자 하는 연구들은 주로 메산지움 세포

의 비대 및 메산지움의 팽창의 원인을 규명하고자 하

는 방향으로만 연구가 진행되어 왔으며, 당뇨병에서

족세포의 손상 기전을 규명하고자 하는 연구는 많지

않다.

족세포는 사구체 기저막의 바깥 쪽을 싸고 있으며

족세포의 족돌기는 인접한 족세포의 족돌기와 함께 변

형된폐쇄소대 (tight junction)의일종인 slit diaphragm

을 형성한다. 이러한 독특한 구조는 사구체의 여과 기

능을 극대화하는데 매우 효과적이며, 이러한 구조물은

단백이 소변으로 나오지 못하도록 하는 최종 여과 장

벽의 역할을 담당한다
5,6)
. 족세포는 사구체 기저막 단

백의 주요한 생산 공급원이며, 물리적 힘에 대하여 사

구체의 모세혈관 다발을 지지하는 기능을 한다
7)
. 족세

포와 세포외 기질의 부착은 물리적인 힘이 가해지는

동안 구조적 지지 기반을 제공하며, 각 족돌기가 사구

체 기저막과 만나는 부분에서 세포 골격과 연결되어

있다. Actin 필라멘트는 3 1 integrin 복합체를 통하

여 사구체 기저막에 부착되어 있다
8)
. 이 구조는 slit

diaphragm의 구조를 유지하고 모세혈관 벽을 보호하

는 데 필요한 신호를 전달한다. 사구체 기저막과의 상

호작용을 통하여 족세포는 모세 혈관의 직경을 안정화

시킨다
6,9)
. 따라서 족세포가 손상되면 사구체의 선택적

투과성의 이상이 초래되어 단백뇨를 발생시킬 수 있을

것으로 생각된다.

한편 산화성 스트레스가 당뇨병성 신증에서 메산지

움 세포의 증식 및 세포외 기질의 축적에 관여한다는

사실은 비교적 잘 알려져 있다
10)
. 또한 미세변화 신증

후군의 동물모델 쥐에서 3 integrin이 족세포 형태와

사구체 기저막에의 부착을 유지함으로써 사구체의 투

과성을 유지하며 이러한 과정이 산화성 스트레스의 증

가에의하여파괴될수 있음이보고된바 있다
11)
. 그러

나 당뇨병성 신증에서 족세포 손상이 산화성 스트레스

라는 것을 시사하는 연구는 없는 상태이다.

따라서 본 연구에서는 배양된 족세포에서 고포도당

이 세포 골격 단백인 vinculin, slit diaphragm 단백인

ZO-1, 세포외 기질 단백인 fibronectin, 3 integrin 및

활성산소족에 미치는 영향을 관찰함으로써, 당뇨병성

ROS and thiobarbituric acid reactive substances in podocytes were also increased

in high glucose medium compared to control.

Conclusion: High glucose-induced oxidative stress and the changes of integrin a3,

ZO-1 and vinculin lead to the alterations of cytoskeleton, intercellular or cell-matrix

interactions. This podocyte injury may play a major role in the disturbance of the

urinary filtration barrier and the development of proteinuria. These results

confirmed the important role of podocyte injury in the development of diabetic

nephropathy (J Kor Diabetes Assoc 27:343∼351, 2003).

━━━━━━━━━━━━━━━━━━
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환경이 족세포의 세포 골격, 세포간의 slit diaphragm,

세포와 세포외 기질과의 상호작용에 미치는 영향 및

그 기전을 규명하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 족세포 배양

생체 내 족세포의 독특한 형태인 족돌기를 가지며

간엽 세포의 특성을 가지는 마우스의 족세포 세포주를

이용하였다
12)
. 이 세포주는 SV40의 thermosensitive

variant를 transgene으로 가지는 Immortomouse에서

수립된것으로, 마우스의 -interferon에의하여 T-antigen

의 표현을 자극할 수 있도록 하였다. 불활성화시킨 우

태아 혈청 (10%), penicillin/streptomycin, glutamine을

함유한 Dulbecco's modified Eagle's medium

(GIBCOBRL, Gaithersburg, MD, USA)으로 배양하

였다. 2∼3일마다 배양액을 교환하고 세포들로 배양

용기가 90% 정도 가득 차면 1:10의 비율로 계대 배양

하였다. 첫 2회의 계대 배양까지는 50 U/mL, 다음 2

회의 계대 배양까지는 20 U/mL, 그 이후는 10 U/mL

의 -interferon을 배양액에 첨가하고 33℃ 배양기

에서 배양하였다. 그 후에는 -interferon을 배양액

에 첨가하지 않고 37℃ 배양기에서 배양하여 14일 내

에 더 이상의 세포 증식은 없는 상태에서 족돌기를 가

지는 성숙한 족세포를 얻었다. 족세포 (2×10
5
)를 type

1 collagen (Nitta-Gelatin, Japan)으로 표면을 코팅한

6-well plates 위에서 배양하였다. 족세포가 분화된 후

에는 우태아 혈청이 포함되지 않은 배지에서 24시간

유지하였다. 그 후 5.6 mM 혹은 30 mM의 포도당이

포함된 배양액에서 족세포를 48시간 배양하였다.

2. Western blot 분석

Bradford method
13)
에 따라 단백의 농도를 결정한

후, cellular extract aliquots를 sodium dodecyl sulfate

및 -mercaptoethanol이 포함된 sample buffer에 넣고

95℃에서 15분 가열하였다. 5% polyacrylamide gel에

서 전기 영동한 후 nitrocellulose 막으로 전이시켰다.

각 일차 항체에 2시간 동안 실온에서 반응시키고 세척

한 후 이차 항체에 2시간 반응시켜 세척한 후,

enhanced chemiluminescense detection reagents

(Amersham Life Science, Little Chalfont, UK)에 1분

간 반응시킨 후 autoradiography를 시행하였다.

Positive immunoreactive band는 densitometry로 정량

하여 대조군과 비교하여 판독하였다.

일차항체는 각각 rabbit anti-integrin 3 polyclonal

antibody (Chemicon, Temecula, CA, USA), rabblit

anti-ZO-1 polyclonal antibody (Zymed Laboratories,

South San Francisco, CA, USA), mouse anti-vinculin

monoclonal antibody (Sigma, Saint Louis, MO, USA)

및 rabbit anti-mouse fibronectin monoclonal antibody

(GIBCOBRL, Gaithersburg, MD, USA)를 사용하

였다.

3. 활성산소족의 측정

세포를인산완충액으로 2회세척한후산화에민감한

형광소식자인 dichlorofluorescein diacetate 5 M을 첨

가하여 10분 동안 세포배양기에서 세포내로 염료를유

입시켰다. 유입되지 않은 염료는 세척하여 제거하고 레

이저스캐닝공촛점현미경으로형광을측정하여 세포내

생성된 활성산소족을 가시화하고 정량하였다
14,15)
.

4. 지질과산화물 (thiobarbituric acid reactive

substances)의 정량

지질과산화물은 Ohkawa 등이 고안한 방법을 응용

하여 측정하였다
16)
. 족세포 현탁액 100 L를 취하여

100 L의 4% sodium dodesyl sulfate와 혼합하여 용

해하였다. 400 L의 0.8% 4,6-dihydroxy-2-mercaptopy-

rimidine (2-thiobarbituric acid)와 400 L의 20% acetic

acid 용액 (pH 3.5)으로 조성된 반응액을 첨가한 후,

95℃ 수조에서 60분간 유지하였다. 냉수로 반응을 정지

시킨 후원심분리후 상층을 취하여 spectrofluorometer

를 이용하여 532 nm에서 흡광도를 측정하였다. 지질

과산화물은 tetramethoxypropane을 기준물질로 이용

하여 측정하였다.

5. 통계분석

모든 값은 평균±표준 편차로 표시하였다. 각 실험

에서 두 군 사이의 비교는 비모수 검정을 사용하여 통
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계적인 분석을 하였다. P값이 0.05 미만인 경우를 통

계적으로 유의한 것으로 간주하였다.

결 과

1. 사구체 족세포의 분화 유도 및 확인

족세포의 배양은 -interferon을 배양액에 첨가하고

33℃ 배양기에서 배양하여 세포의 증식을 유도한 후,

-interferon을 배양액에 첨가하지 않고 37℃ 배양기에

서 배양하여 14일 내에 족돌기를 가지는 성숙한 족세

포로의 분화를 유도하였다. 족세포의 분화 유무는, 족

돌기가 뚜렷해지는 세포의 형태적인 변화의 관찰 및

분화된 족세포의 표지자인 synaptopodin의 면역 염색

양성으로 확인하였다 (Fig. 1).

2. 고포도당 자극시 족세포의 integrin 3, zona

occludens-1 (ZO-1), vinculin 및 fibro-

nectin 단백의 변화

고포도당 (30 mM) 자극시 대조군에 비하여 족세포

에서의 integrin 3 발현은유의하게감소한반면 (0.48

±0.05, p<0.05, Fig. 2), 족세포에서의 ZO-1 (6.26±

Fig. 1. Characterization of differentiated podocytes in vitro. Immunostaining for synaptopodin,

podocyte-specific marker, in cultured podocytes. Whereas the arborized, differentiated

podocyte is positive (A, brown) for immunostaining for synaptopodin, the polygonal,

undifferentiated cells show negative staining for synaptopodin (B, blue). Original

magnification, x400.

Fig. 2. Effect of high glucose on integrin 3 protein

expression by podocytes. Western blotting was

performed after exposure of differentiated

podocytes to serum free DMEM containing 5.6

(NG) or 30 mM (HG) glucose for 48 hours. Each

band was quantified by densitometer. O.D.,

optical density, * p<0.05 vs. NG.
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0.07, p<0.05, Fig. 3) 및 vinculin (5.15±0.50, p<0.05,

Fig. 3) 단백의 발현은 유의한 증가를 보였다. Fibro-

nectin 발현 역시 유의한 증가를 보였다 (2.14±0.20,

p<0.05, Fig. 3).

3. 족세포에서 고포도당에 의한 활성산소족 및 지

질과산화물 생성의 변화

고포도당 (30 mM) 환경 하에서 족세포에서의 활성

산소족 (2.16±0.89, p<0.05, Fig. 4) 및 지질과산화

물의 발현은 대조군에 비하여 현저히 증가하였다

(Table 1).

고 찰

본 연구에서는 고포도당에 의한 사구체 족세포에서

의 integrin 3, ZO-1, vinculin, fibronectin 단백 양의

변화 및 산화성 스트레스의 증가를 관찰하였다. 고포

도당의 자극에 의한 족세포 자체의 세포 골격, 족세포

간의 slit diaphragm, 족세포와 사구체 기저막의 상호

작용 및 사구체 기저막 성분의 이러한 일련의 변화들

은 사구체의 투과성을 증가시키고 사구체 기저막을 축

적하여 당뇨병성 신증의 특징적인 초기 변화인 단백뇨

및 사구체 기저막의 비후의 원인이 될 수 있을 것으로

Fig. 3. Effects of high glucose on zona occludens (ZO)-1, vinculin and fibronectin protein

expression by podocytes. Western blotting was performed after exposure of

differentiated podocytes to serum free DMEM containing 5.6 (NG, white bars) or 30

mM (HG, black bars) glucose for 48 hours. Each band was quantified by densitometer.

O.D., optical density, * p<0.05 vs. NG.

Table 1. Lipid Peroxidation Production in Cultured Podocytes

Concentration of TBARS
(ng/mL)

Fold increase

NG 23.9 ± 2.0 1.00 ± 0.08

HG 62.6 ± 5.0* 2.62 ± 0.25*

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) was measured after

exposure of differentiated podocytes to serum free DMEM containing 5.6

(NG) or 30 mM (HG) glucose for 48 hours.

* p<0.05 vs. NG.
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생각된다.

족세포는 정상 사구체의 구조 및 선택적 투과성을

유지하는 데에 중요한 역할을 담당한다
6,17)
. 족세포에

대한 손상은 사구체의 선택적 투과성의 이상을 초래하

고 사구체 기저막의 구조적 변화를 야기하여 단백뇨를

발생시킨다. 그러나당뇨병에서족세포의구조적, 기능적

변화 및 그 기전에 관하여는 잘 알려져 있지 않다.

Integrin은세포외기질의부착에관여하는 heterodimer

로 구성된 당단백으로
8)
, 족세포의 actin 필라멘트와 연

결되어 있으며 족세포와 사구체 기저막 사이에 주로

존재하는 것은 integrin 3 1으로 알려져 있다. 단백뇨

가 심한 미세변화 신증후군의 동물모델 쥐에서

integrin 3 발현의 변화가 관찰되었다는 보고들이 있

으며
11)
, 당뇨 환자 및 쥐의 신장에서 integrin 3 발현

이 감소되었다는 보고가 있다
18)
. 따라서 분화된 사구

체 족세포를 고포도당으로 자극하였을 때 integrin 3

의 발현이 감소한 본 연구의 결과는, 당뇨병에서 고포

도당에 의한 족세포에서의 integrin 3 발현 감소가 족

Fig. 4. High glucose-induced intracellular reactive oxygen species (ROS) generation by differentiated podocytes
in vitro. Intracellular ROS was measured after exposure of quiescent podocytes to serum free DMEM
containing 5.6 (NG) or 30 mM (HG) glucose for 48 hours. In the end of experiments, cells were washed
and exposured by dichlorofluorescein diacetate, then the fluorescence activity of cells was observed and
quantified by confocal microscope and quantification software. * p<0.05 vs. NG.
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세포와 사구체 기저막 사이의 부착력을 감소시키고 족

세포의 세포골격을 변화시킴으로써 사구체의 선택적

투과성을 증가시키고 단백뇨를 유발할 수 있다는 것을

시사한다.

ZO-1은 족세포 족돌기의 세포질 내에 존재하는 단

백으로 slit diapgragm이 부착되는부위에존재하여 사

구체 여과 장치의 유지에 중요한 역할을 담당하리라고

생각되고 있다
19)
. 최근 단백뇨를 동반한 쥐 모델에서

사구체 내 ZO-1 발현의 감소가 관찰되었다는 보고가

있었으나
20)
, 당뇨병성 신증에서 족세포의 ZO-1 변화

와의 관계를 살펴본 논문은 없었다. 단백뇨는 당뇨병

성 신증 초기의 특징적인 소견으로, 소변이 여과되는

장치 중 최종 장벽이라고 할 수 있는 slit diaphragm은

족세포와 인접한 족세포 간의 p-cadherin에 기초한 폐

쇄소대의 변형된 형태로 간주되고 있으며, 이 cadherin/

catenin 복합체는 ZO-1에 의하여 세포의 actin 골격과

연결된다고 생각되고 있다
19)
. 본 연구에서 관찰된 고

포도당에 의한 족세포의 ZO-1의 증가가, 세포골격 및

slit diaphragm에영향을 주어단백뇨를 유발하는직접

적인 원인이 되는지 또는 slit diaphragm의 주요 구성

단백인 nephrin 및 integrin의 감소에 의한 세포와 세

포 혹은 세포와 기저막 상호작용의 변화를 보상하기

위한 기전의 일환인지를 밝히기 위해서는 추가 연구가

필요할 것으로 생각된다.

Vinculin은 actin, myosin II, -actinin과 함께 족세

포 돌기의 세포 골격을 유지하고 있다
21)
. 족세포에서

의 vinculin은 다른 세포들과는 달리 인접한 족세포와

족세포 사이에 존재하는 폐쇄 소대의 구성 요소가 아

니라
22)
족세포를 사구체 기저막에 부착시키는 integrin

3 1 복합체를 actin 세포골격에 연결하는 구성 요소

중의 하나로 여겨지고 있다
19)
. 그러므로 본 연구에서

관찰된 고포도당에 의한 족세포의 vinculin 단백 증가

는, 사구체 여과 장벽의 주요한 구성 요소인 족세포의

세포골격의 변화를 초래하여 단백뇨를 발생시키거나

integrin 3 1 복합체의 감소를 보상하기 위한 것으로

생각된다.

초기 당뇨병성 신증은 사구체 기저막의 비후 및 세

포외 기질의 축적이 특징적인 병리 소견이며
23)
, 족세

포는 사구체 기저막 단백의 주요한 생산 공급원으로

type IV collagen ( 3- 5), laminin ( 5 2 1), heparan

sulfate proteoglycan 및 fibronectin을 분비한다
7)
. 사구

체 상피세포를 고포도당으로 자극하면 세포에 의한 세

포외기질의 성분 및 양이 변화한다는 보고들이 있었으

며
24,25)
, 본연구에서도고포도당 자극에의하여족세포

에서의 fibronectin 단백의 증가가 관찰되어 기존의 연

구결과와 일치하는 소견을 보였다.

이제까지의 연구자들은 증식이 용이하도록 고안된

족세포를 사용하였는데
24,25)
, 이세포들은생체내 족세

포의 중요한 특징인 족돌기가 없는 다각형의 변형된

상태로서 생체 내의 조건을 적절하게 생체 외 배양조

건에서 재현할 수 없었다. 따라서 본 연구에서는 돌기

를가지는형태로의분화가가능한세포주를이용하여
12)

생체 내에서와 유사한 성숙한 형태의 족세포를 얻었으

며, 이러한 족돌기를 가지는 형태의 족세포는 이는 생

체 내의 족세포 손상 기전을 연구하기에 매우 적합한

세포주이다.

산화성 스트레스가 당뇨병성 신증에서 메산지움 세

포의 증식 및 세포외 기질의 축적에 관여한다는 사실

은 비교적 잘알려져 있으며
10)
, 또한단백뇨가 심한 미

세변화 신증후군의 동물모델 쥐에서 족세포 형태, 사

구체 기저막과의 부착성 및 사구체의 투과성이 산화성

스트레스의 증가에 의하여 파괴될 수 있음이 보고된

바 있다
11)
. 본 연구에서도 고포도당 하에서의 족세포

에서 활성 산소족 및 지질과산화물이 증가하여 당뇨병

에서 족세포의 손상 및 이와 관련된 사구체 투과성의

당뇨병성 신증의 병인에 중요한 역할을 할 것으로 생

각된다.

본 연구에서는 분화된 사구체 족세포를 고포도당으

로 자극하면 integrin 3가 감소하고, vinculin, ZO-1,

fibronectin 및 산화성 스트레스가 현저히 증가하는 것

을 관찰하였다. 따라서 당뇨병성 신증의 초기에 보이

는 특징적인 소견인 단백뇨는, 고포도당에 의한 족세

포에서의 integrin 3, vinculin 및 ZO-1 단백의 변화

가 족세포의 세포골격, 세포간 slit diaphragm 및 사구

체 기저막과의 상호 작용의 변화를 통한 족세포 손상

및 사구체여과장치의장애에 기인한것이며, 이 과정

에서 산화성 스트레스가 중요한 역할을 할 것으로 생

각된다.
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결론적으로 이상의 결과는 고포도당에 의한 족세포

에서의 산화성 스트레스의 증가가 당뇨병성 신증에서의

사구체 족세포 손상을 초래하여 사구체의 선택적 투과

성의 장애를 야기하고 단백뇨를 유발하는 병태생리에

중요한 역할을 할 수 있음을 시사한다고 생각된다.

요 약

연구배경: 사구체 족세포 (podocyte)는 정상 사구체

의 구조 및 여과 장치의 유지에 중요한 역할을 하므로

족세포가 손상되면 사구체의 선택적 투과성에 이상이

초래되어 단백뇨를 발생시킬 수 있으며, 최근 이러한

족세포 손상에 의한 단백뇨의 발생이 산화성 스트레스

와 유관하다는 연구 결과가 있다. 그러나 당뇨병성 신

증의 발생에서 족세포 손상의 역할을 규명하고자 하는

연구는 많지 않다. 따라서 본 연구에서는 고포도당에

의한 산화성 스트레스가 족세포의 세포 골격, 세포간

slit diaphragm 및 세포와 사구체 기저막 사이의 상호

작용을 변화시키고 족세포의 손상을 초래하여 초기 당

뇨병성 신증의 중요한 발생 기전으로 작용하는지를 검

색하고자 하였다.

방법: 족세포의 형태학적 특징을 유지하는 분화된

족세포를 유도하여 사용하였다. 고포도당 (30 mM)으

로 48시간 자극한 후 족세포의 integrin 3, vinculin,

zona occludens (ZO)-1 및 fibronectin 단백 양의 변화

는 western blot으로 비교하였다. 또한 활성산소족은

dichlorofluorescein diacetate를 이용하여 공촛점 현미

경으로 가시화하고 정량하였으며, 지질과산화물을 같

이 측정하여 비교하였다. 대조군은 5.6 mM의 포도당

에서 배양한 같은 조건의 족세포를 이용하였다.

결과: 분화된 족세포를 고포도당으로 자극하였을

때, 족세포에서의 integrin 3 단백은 감소한 반면,

ZO-1 및 vinculin 단백은현저한증가를보였으며, 족세

포에 의해 분비되는 fibronectin 단백도 현저히 증가하

였다. 또한 족세포를 고포도당으로 자극하였을 때 활

성산소족및지질과산화물의발현도현저히증가하였다.

결론: 고포도당에 의한 족세포에서의 산화성 스트

레스의 증가에 의한 ZO-1 및 vinculin의 증가와

integrin 3의 감소에 따른 사구체 족세포의 세포골격

의 변화 및 세포와 세포간 혹은 세포와 세포외 기질

단백의 상호작용의 변화가 사구체 여과 장벽의 장애를

야기하고 단백뇨를 유발하는 병태생리에 중요한 역할

을 하는 것으로생각할수있었다. 따라서본연구결과

는 당뇨병성 신증의 발생에서 족세포의 역할의 중요성

을 제시하는 결과라고 생각된다.
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