
 

 

 

 

 

 

서     론 
 

Adenosine triphosphate(ATP)와 uridine-5’-tripho

sphate(UTP)와 같은 nucleotide들은 상피세포의 첨단 세

포막에 있는 P2Y 수용체를 통해 초기 분비에 중요한 역할

을 한다.1) 인체에서는 P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11의 

5개의 subtype이 클로닝되었고, 각각 활발하게 기능함이 

확인되었다. 이들 수용체들은 주로 adenine nucleotide에 

의해 활성화되는 선택적인 퓨린 수용체인 P2Y1과 P2Y11, 

uracil nucleotide에 의해 활성화되는 피리미딘 수용체인 

P2Y4와 P2Y6, 그리고 adenine과 uracil에 모두 반응하는 

P2Y2로 나누어진다.
2)3) 

기관기도 상피에서는 P2Y2, P2Y4, P2Y6과 같은 uracil 

반응성 수용체가 발현되며4) 이온 수송이나 섬모 운동, 점

액 유리 같은 점액섬모처리 기능을 조절한다.5-7) 비강 상피

세포에서도 uracil 반응성 퓨린 수용체들도 비슷한 역할을 

한다고 보고되어 있다.8)9) 그러나, 이러한 내용들은 약리학

적 접근법에 의하여 촉진 및 억제물질의 유효성을 측정하

였기 때문에 비강 상피세포내 P2Y 수용체들의 특성은 아

직 완전하게 밝혀지지 않았다. 

배양된 사람 코 상피세포를 이용한 저자들의 예비 실험

논문접수일：2003년 2월 4일 / 심사완료일：2003년 3월 5일 

교신저자：윤주헌, 120-752 서울 서대문구 신촌동 134 

연세대학교 의과대학 이비인후과학교실 

전화：(02) 361-8484, 8470·전송：(02) 393-0580 

E-mail：jhyoon@yumc.yonsei.ac.kr 
 



 

에서는 uracil 반응성 수용체 촉진제들뿐 아니라, 2’-and 

3’-O-4-benzoylbenzoyl-ATP(BzATP)나 ATPγS

같은 선택적 P2Y11 촉진제도 세포내 칼슘유입을 촉진시켰

다. P2Y11 수용체는 사람 태반으로부터 클로닝되어 백혈구 

성숙에 관여하나,10) 기도 상피에서는 아직 발현이 확인되

지 않았다. 

이에 저자들은 첫째, 배양된 사람 코 상피세포에서 어떤 

P2Y subtype들이 존재하는지와 각각의 P2Y subtype이 

세포내 칼슘 유입을 유발시키는지를 조사하였다. 둘째, P2Y2

의 촉진제인 UTP와 P2Y11의 촉진제인 ATPγS의 점액 

분비에 미치는 영향과 점액 유전자들의 발현양상을 조사하

였다. 셋째, 세포내 칼슘유입을 막았을 때 UTP와 ATPγS

에 의한 점액 분비가 얼마나 억제되는지를 조사하였다. 

 

대상 및 방법 
 

화학물질 및 용액 

Fura-2-AM은 Molecular Probes(Eugene, OR, USA)

에서 구입하였고, ATP, ATPγS, UTP, UDP, 2-methyl

thioadenosine 5’-triphosphate(2MeS-ATP), BzATP 

및 caffeine을 포함한 다른 모든 물질은 Sigma(St. Louis, 

MO)에서 구입하였다. 관내강막과 기저외측막에 사용된 표

준 관류용액은 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 

1 mM CaCl2, 10 mM D-Glucose, 10 mM HEPES(pH .4 

with NaOH)을 함유하고 있다. 

 

세포배양 

Passage-2사람 정상 코점막 상피세포(NHNE)의 배양

은 Yoon 등이 보고한 방법을 이용하였다.11) 5.0×104개의 

코점막 상피세포(NHNE)를 0.45 μm 직경의 pore를 가진 

0.1 cm2의 Transwell-clear culture insert(Costar Co, 

Cambridge, Mass, USA)에 배양하였다. 세포들은 합류를 

이룰 때까지 bronchial epithelial growth medium(BEGM)

과 Dulbeco’s modified Eagle’s medium(DMEM)이 1：

1로 혼합된 용액에 여러 첨가물이 포함된 배지에서 배양

되었다.11) 

 

세포내 칼슘치([Ca2+])의 측정 

단층의 세포군에서 세포내 칼슘치([Ca2+])를 측정하는 

방법은 이미 보고된 방법을 변형하여 시행하였다.12) 세포를 

3 μM Fura-2-AM을 함유한 배양액에 넣고 30분간 배

양하여 Fura-2를 주입하였다. Fura-2와 함께 배양된 상

피세포가 붙어있는 막을 도립현미경에 연결된 miniature 

Ussing chamber(AKI Institue, U. of Copenhagen, Den

mark)에 올려놓고 측정하였다. 막은 두개의 half chamber 

사이에 놓여져 막을 기준으로 chamber는 상부의 관내강

분획과 하부의 기저강분획으로 나뉘어진다. 투명한 얇은 덮

개가 관류 chamber의 바닥에 놓여져 2 mm이상의 초점 

거리를 가진 대물렌즈를 이용하여 염색액이 주입된 단층세

포로부터 형광물질을 측정하였다. 관내강측과 기저외측 관

류액은 37℃로, 중력에 의해 분당 3~5 ml의 속도로 cham

ber로 이동시켰다. Fura-2 발색은 350 nm와 380 nm의 

excitation wave length에서 기록되었고(PTI Delta Ram, 

Photon Technology International, NJ), 세포들의 관내강

측을 다양한 퓨린성 촉진제들과 억제제들이 들어있는 용액

에 노출함으로써 각각의 350/380 발색비를 계산하였다. 

 

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-

PCR) 

퓨린성 수용체(P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11)의 존

재를 확인하기 위해 세포들이 합류를 이룬 후 7일 뒤 전체 

RNA를 추출한 뒤 cDNA로 역전사하였다. 실험에 사용된 

퓨린성 수용체에 대한 oligonucleotide primers는 Table 

1과 같다. , , 의 mRNA를 탐지하
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고 정량하기 위해 전체 RNA는 배양된 코점막 상피세포에 

UTP와 ATPγS를 처치한 전, 후 일정한 시간이 지난 후에 

채취하였으며, cDNA로 역전사시켰다. Oligonucleotide pri

mer는 기존에 보고된 염기서열에 근거하여 제작하였다.11) 

증폭된 산물의 genomic DNA contamination 여부를 검증

하기 위하여 RT 반응에서 reverse transcriptase를 제외

시킨 후 증폭되는 산물들이 없음을 확인하였다. 양성 대조

군으로는 P2Y11에서는 사람 혈소판이 사용되었으며, 나머

지 수용체들에서는 사람 뇌조직이 사용되었다. 증폭된 산

물은 ethium bromide가 함유된 2% agarose gel(FMC 

Bioproducts, Rockland, ME)에서 분리되었으며, 각각의 밴

드들은 CSC Chemiluminescense Detection Module(Ray

test, Straubenhardt, Germany)를 사용하여 분석하였다. 

 

뉴클레오타이드 처치 후 점액 분비의 정량 

Time-control과 nucleotide 처치 표본들을 채취하기 전, 

phosphate-buffered saline으로 철저하게 세척을 하여 세

포들의 첨단 부위의 축적된 분비물을 제거하였다. Time-

control 표본들을 채취하기 위해, 세포들은 배지에 10분, 

30분, 1시간, 2시간, 24시간 동안 각각 배양되었으며, 세포

들의 첨단 분비물들을 채취하여 보관하였다. 같은 세포들

을 각각 100 μM UTP 혹은 ATPγS가 함유된 배지에 노

출시킨 후 세포 분비물들을 채취한 뒤 처치 표본으로 보관

하였다. 처치 표본들의 배양 시간은 time-control 표본들

의 배양 시간과 같았다. 세포내 칼슘이 제거된 상태의 실험

을 위해 2-bis(2-aminophenoxy) ethane-N,N,N’,N’-

tetraacetic acid-acetoxymethyl ester(BAPTA-AM, 

50 μM)를 UTP 혹은 ATPγS 처치하기 10분전에 첨가

하여 총 40분을 처치하였다. 세포 잔해들을 제거하기 위하

여, 2500 rpm으로 3분간 원심 분리하였고 dot-blotting방

법으로 mucin을 정량하였다.11) 순수 분리된 mucin(a gift 

from Dr. C.W. Davis, University of North Carolina, Cha

pel Hill, NC)이 표준으로 사용되었고, 점액에 대한 항체로

는 단클론 항체인 H6C5(a gift from Dr. C.W. Davis, Un

iversity of North Carolina, Chapel Hill, NC)를 사용하였

다. 채취된 분비물들과 표준들을 일정한 비율로 희석하여 

니트로셀룰로즈막에 이동 후 일차 항체와 반응시킨 후 이

차 항체(horseradish peroxidase-conjugated goat anti-

mouse 혹은 anti-rabbit IgG)에 반응시켰으며, chemilu

nescene(ECL kit；Amersham, Buckinghamshire, UK)

과 발색시켰다. 표준 곡선을 선형회귀분석을 이용하여 그

린 후 각 검사물의 발색정도와 비교하여 정량하였다. 분비

물의 실험 결과는 평균±표준 편차로서 표시하였다. 

 

결     과 
 

정상 코점막 상피세포에서 P2Y subtype 수용체들의 mRNA 

발현 

정상 코점막 상피세포에서는 uracil 반응성 수용체인 P2Y2

와 P2Y4, adenine 반응성 수용체인 P2Y1, P2Y11이 발현되

었다. P2Y6는 발현이 되지 않았다. 양성 대조군으로는 퓨

린성 수용체가 확실하게 발현하는 사람 뇌조직과 혈소판을 

이용하였다(Fig. 1). 
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퓨린성 수용체들에 의한 세포내 칼슘치의 조절 

정상 코점막 상피세포를 P2Y1의 촉진제인 100 μM 2-

MeS-ATP로 처리하였을 경우 세포내 칼슘치는 변하지 않

았으나, 100 μM의 ATP와 UTP는 비슷한 정도의 세포

내 칼슘치 증가를 보였다(Fig. 2A). 이는 P2Y1은 상피세

포에서 발현은 되지만 세포내 칼슘치와는 무관함을 의미하

고 P2Y2가 세포내 칼슘 유입에 중요한 역할을 한다는 것

을 의미한다. 또한, P2Y11의 강력한 촉진제인 100 μM의 

BzATP와 ATPγS를 처치하였을 경우에도 UTP나 ATP

에서처럼 세포내 칼슘치의 증가를 보였다(Fig. 2B). 이러한 

결과들은 P2Y2와 P2Y11 수용체 모두가 세포내 칼슘 유입

에 중요한 역할을 하고 있음을 의미한다. 따라서, 다음 실험

에서는 P2Y2와 P2Y11의 촉진제로 UTP와 ATPγS를 각

각 사용하였다. 

 

ATPγS와 UTP에 의한 칼슘이동 

다음으로 P2Y2와 P2Y11 수용체 촉진제에 의한 세포내 칼

슘 유입을 조사하였다. 칼슘이 제거된 외부 용액에서 UTP

와 ATPγS에 의해 유발된 세포내 칼슘치의 증가는 세포

내 저장된 칼슘으로부터 유리된 것으로 추정된다(Fig. 3A 

and B). Inositol 1,4,5-triphophate(IP3) 수용체의 억제

제인 caffeine 30 mM을 촉진제를 주입 전 9분간 관류하

였다. Caffeine은 UTP와 ATPγS에 의한 세포내 칼슘 유

입을 의미있게 억제하였다(Fig. 3C and D). 

 

배양된 정상 코점막상피세포에서 UTP와 ATPγS에 의한 

점액분비 

P2Y2와 P2Y11수용체를 각각 자극하기 위해 UTP와 ATP

γS로 각각 처치한 후 점액을 정량하였다. 점액분비는 100 

μM UTP로 처치한 후 대조군과 비교하여 10분 뒤 315.0

±6.2%로 증가하였고 30분 뒤 387.1±5.2%로 최고조에 

달했다가 점차로 감소하여 1시간 뒤에는 278.3±7.2%, 2

시간 뒤에는 249.4±8.8%, 24시간 이후에는 113±5.8%

의 수치를 보였다. ATPγS로 처치하였을 경우 UTP와 비

슷한 양상을 보였으며 자극 효과도 시간에 따른 변화도 비

슷하여, 처치 후 10분 뒤에는 370.0±6.9%로 증가하였고 

30분 뒤 390.1±6.9%로 최고조에 달했다가 점차로 감소

하여 1시간 뒤에는 258.1±6.6%, 2시간 뒤에는 255.8±

7.9%, 24시간 이후에는 121.1±9.3%의 수치를 보였다. 각

각 UTP와 ATPγS 처치군의 동일 시간에서의 점액량에

는 통계적으로 유의한 차이가 없었다(Fig. 4). 
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UTP와 ATPγS 처치 후 시간에 따른 점액 mRNA 정도

의 변화 

정상 코점막 상피세포에서 UTP와 ATPγS를 다양한 시

간으로 자극했을 경우 점액 유전자 발현을 조사하였다. 100 

μM UTP와 ATPγS를 처치한 후 MUC5AC, MUC5B, 

MUC8 mRNA의 발현은 UTP와 ATPγS의 유무나 자극 

시간에 따른 변화는 없었다(Fig. 5). 

세포내 칼슘이 점액 분비에 미치는 영향 

세포내 칼슘이 점액 분비에 미치는 영향을 알아보기 위해 

50 μM의 BAPTA-AM을 처치하여 세포내 칼슘을 고갈

시켰다. 본 연구에서는 BAPTA-AM은 UTP와 ATPγS

에 의한 점액 유리를 완벽하게 억제하였으며, 본질적인(con

stitutive) 점액 분비도 억제하였다(Fig. 6). 따라서 세포내 

칼슘의 증가는 nucleotide에 의한 점액 유리뿐 아니라, 본

질적인 점액 분비에도 필요할 것으로 생각한다. 

 

고     찰 
 

사람 정상 코점막 상피세포에서 P2Y수용체의 발현 양상

은 현재까지 완전하게 알려져 있지는 않지만, uracil 반응

성 P2Y수용체의 기능적 역할에 대한 일련의 증거들이 알

려지고 있다.8)9) 우리의 결과에서는 사람 정상 코점막 상

피 세포에서 P2Y2 mRNA가 발현되었으며, 이는 이미 알

려진 점액섬모청소기능에 관한 결과와 일치한다.8)9) ATP

와 UTP가 세포내 칼슘 유입에 미치는 역할이 비슷하다는 

것은 P2Y2와 P2Y4수용체가 코점막 상피세포에서 세포내 

칼슘증가에 관여할 수 있다는 것을 의미한다. UDP는 코점

막 상피세포에서 섬모 자극 작용을 일으키고, 세포내 칼슘

을 증가시키는 것으로 알려져 있다.9) 그러나, UDP 반응성 

수용체인 P2Y6의 mRNA는 본 연구에서는 발현되지 않았

다. 이러한 차이는 사람 조직에서 얻은 세포들과 배양된 세

포들과의 세포 분화도의 차이에 기인한 것으로 설명할 수 

있다. 본 결과에서는 uridine 수용체외에 두개의 adenosine 

수용체인 P2Y1과 P2Y11가 또한 발현되었다. P2Y11의 강

력한 촉진제인 ATPγS와 BzATP는 ATP와 UTP와 동등

한 정도로 세포내 칼슘증가를 유발하였다. 이러한 사실은 

P2Y11이 코점막 상피세포에 존재한다는 가설을 뒷받침한다. 

P2Y2와 P2Y11수용체 촉진제인 UTP과 ATPγS로 각

각 자극 후 점액 분비를 측정하였다. 저자들의 실험에서는 

UTP는 즉각적이고 뚜렷한 점액 분비 증가를 보였으며 UTP

에 의한 P2Y2 경로를 통한 점액 분비의 증가는 코
13)나 기

도상피세포6)에서의 기존의 연구들과 일치하였다. ATPγS

를 코점막 상피세포에 처치하였을 때도 UTP와 유사한 정

도의 점액 증가를 보였다. 세포내 칼슘의 증가와 함께 생각

할 때, 이러한 결과들은 P2Y11 수용체가 정상 코 점막 상

피세포에서 점액 분비에 어느 정도 관여할 것으로 생각된다. 

P2Y 수용체 subtype들에 대한 특이적인 촉진제와 억제제

가 개발된다면 P2Y11 수용체의 정확한 역할에 대한 연구가 

필요할 것으로 생각된다. 흥미롭게도 UTP와 ATPγS 처
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치군과 대조군에서 처치 24시간 후에는 점액 분비양은 비

슷한 정도를 보였다. 이는 아마도 분비된 점액에 의한 세

포내 mRNA 번역에 억제 되먹임작용(negative feedback)

으로 인한 것으로 생각된다. 

호흡기 점막에서 뉴클레오타이드들에 의한 점액단백질 분

비와 비교하여 점액 유전자 발현에 대한 연구는 매우 미흡

한 수준이다. 뉴클레오타이드에 의한 점액 분비가 점액유전

자 발현에 영향을 미치는지를 밝히기 위해, UTP와 ATPγS 

처치 전후의 점액 유전자 mRNAs를 측정하였다. 

와  점액은 호흡기에서 점액층을 구성하는 주요 점

액이고,14) 저자들의 이전 연구에서 는 정상 코점막 

상피세포와 비용에서 증가되어 있어,15) 저자들은 , 

,  점액 유전자에 중점을 두었다. 

본 결과에서 나타난 대로 UTP와 ATPγS는 96시간까

지 점액 유전자 발현에 영향을 미치지 않았다. Chen 등16)

은 UTP가 각각 다른 신호 전달 체계를 경유하여 처치 96

시간 이후에  발현을 증가시키고, 6시간 이후에 

를 증가시키는 결과를 보고하였는데 우리의 결과와

는 일치하지 않았는데, 이러한 차이는 다음과 같은 이유에 

기인한 것으로 생각할 수 있다. 첫째, 상기도와 하기도 즉 장

기의 차이에 기인한 것으로 UTP에 의해 점액 유전자 발

현 증가를 조절하는 수용체가 정상 코 점막 상피세포에서

는 발현하지 않을 수도 있기 때문이다. 둘째, 배양 방법의 

차이도 원인 중의 하나로 추정할 수 있다. 저자들은 세포 배

양시 collagen matrix를 사용하지 않았기 때문에 콜라젠을 

사용하였던 Chen 등의 실험과는 차이가 있을 수 있다고 

생각한다. 또한 저자들은 배양된 중이 상피 세포들에서 UTP

에 의한 점액 분비가 유전자 발현을 증가시키지 않는 것을 

보고한 바 있다.17) 이러한 결과들은 UTP와 ATPγS가 배

양 시스템에서 유전자 발현을 증가시키지 않으면서, 세포질

내에 저장된 점액분비를 자극하는 분비촉진제로 작용한다

는 것을 의미한다. 

본 실험에서 UTP와 ATPγS는 caffeine 민감성 경로를 

통한 세포내 칼슘을 증가시켰다. 저자들은 세포내 칼슘증가

가 점액 분비에 필수적인가를 조사하였다. 칼슘에 의한 점

액의 세포외 배출(exocytosis)은 잘 알려진 사실이지만, 뉴

클레오타이드에 의한 점액 분비에서 세포내 칼슘의 역할에

는 논란이 있다. Scott 등18)은 SPOC1 cell에서 뉴클레오

타이드에 의해 유도되는 점액 과립의 세포외 분비에 칼슘

의존성과 칼슘비의존성의 두 가지 경로가 있음을 밝혔다. 

Dray-Charier 등19)은 사람 담낭에서 ATP에 의해 유도

되는 점액 분비가 주로 칼슘 의존성 경로에 의해 조절됨을 

보여 주었다. 이와는 반대로 Ko 등20)은 햄스터의 기도 상

피에서 BAPTA-AM에 의한 세포내 칼슘의 고갈이 ATP

에 의해 유도되는 점액 분비를 억제하지 못한다고 하였다. 

본 연구에서는 BAPTA-AM에 의한 세포내 칼슘의 제거

가 UTP와 ATPγS에 의해 유도되는 점액 분비를 완벽하

게 억제하였고, 심지어는 세포의 본질적인 점액 분비도 억

제하였다. 이것은 UTP와 ATPγS에 의해 유도되는 점액 

분비가 칼슘의존성임을 암시한다. 이러한 차이에 대한 설명

으로는, 첫째, 퓨린 수용체들의 subtype들 간에는 서로 다

른 칼슘이동 경로가 있을 수 있으며, 둘째, 뉴클레오타이드

에 대한 반응은 종이나 조직에 따라 다를 수 있다고 생각

한다. 

 

결     론 
 

본 연구에서 P2Y2와 P2Y11는 정상 코 점막상피 세포에서 

발현하였고, 이들의 촉진제인 UTP와 ATPγS는 칼슘의존

성 경로에 의한 점액 분비에서 분비촉진제로 작용하였다. 
 

중심 단어：뉴클레오타이드·코점막·퓨린성 수용체·카

페인. 
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