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1)

서 론

각종 세포에 미치는 고포도당의 효과는 매우 광범

위한 변화를 초래하여, 당뇨병성합병증의 병인을 통

합하여 설명하는 시도가 되고 있다. Brownlee는 당

뇨병성합병증의 병인은 산화성스트레스가 주된 기전

이며, 이는 미토콘드리아 내에서 활성산소족(reactive

oxygen species, ROS)의 과다생성에 의한 것이라

하였다
1)
. 주된 병인으로 polyol, hexosamine, protein

kinase C 및 advanced glycosylation endproducts

경로 등을 제시하였다.

이러한 통합이론의 연구 분석은 단일물질에 대한

기능적 연구에 의존하였다. 최근에 보고된 대용량

profiling 연구에서도 고포도당에 의한 신세포 변화가

산화성스트레스에 기인하였다. 고포도당에 의한 혈관

이 연구는 과학재단 목적기초연구비 (R01-2003-000-10377-

0)의 지원을 받아 시행되었음

간세포의 대용량 mRNA 표현을 suppression-sub-

tractive hybridization으로 연구한 결과, 주된 변화는

TGF-β 혹은 PKC 보다는 산화성스트레스에 의한

것이라고 하였다
2)
. 특히 고포도당에 의한 변화는

actin cytoskeleton 조절단백질의 표현증가가 나타나

고, 항산화제 carbonyl cyanide m-chlorophenyl-

hydrazone를 투여하여 억제된다.

실험적 당뇨병성신증 모델에서 actin 표현 이상에

대한 연구가 보고되고 있다. 고포도당의 배양혈관간

세포에서는 F-actin disassembly가 나타나고 이러한

반응에는 PKC-ζ가 관련되어 있다
3)
. 배양혈관간세포

에서 TGF-β를 투여하면 국소유착과 스트레스섬유

가 나타난다
4)
. 또한 질병이 상당히 진행된 당뇨쥐의

사구체에서는 F-actin filament 해체 등이 확인되었

다
5)
. 이상과 같은 연구와 함께 actin 조절인자인 Rho

GTPases (Rho) 영역에서 신질환에 대한 보고가 최

근 들어 증가하고 있어, 이를 요약하고자 한다.
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<요 약>

최근 사용되고 있는 심혈관계 질환의 치료제- statin과 Rho-kinase (ROCK) 억제제-가 Rho

GTPases (Rho) 활성도조절과 관련되어 있다. 심혈관계 질환에서 statin은 콜레스테롤을 저하시

킬 뿐만 아니라, Rho 활성화를 억제한다. ROCK는 Rho의 downstream molecule로 심혈관계 조

직에 표현되며, 각종 심혈관계 질환에서 Rho-ROCK 경로 이상이 관찰된다. ROCK 억제제는 고

혈압 실험동물에 처음 적용되어, 폐쇄성요증 실험모델에서도 신보호 효과를 나타낸다.

Rho는 actin cytoskeleton assembly 등 여러 가지 기능을 가지고 있다. 고포도당하의 혈관간

세포에서 actin cytoskeleton 조절단백질 표현이 증가되어 있고, 당뇨쥐의 사구체에서 Rho 표현

증가와 actin cytoskeleton 이상이 관찰된다. 또한 고포도당하의 혈관간세포에서 Rho 활성화 억

제는 fibronectin 표현을 호전시킨다. 이상은 당뇨병성신증 환자에서 Rho-ROCK 경로와 ROCK

억제제의 신손상예방 효과에 대한 연구필요성을 제시하고 있다.
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Small GTPases의 종류와 기능

단일 polypeptide로 된 small GTPases는 20-40

Kda의 저분자량으로 GTP를 가수분해하여, small

GTP-binding proteins (small G proteins)라고도 한

다. 이들 small GTPases는 Ras, Rho, Rab, Arf,

Ran 등 5종류가 있다. Small GTPases는 다양한 기

능을 가지고 있어, 유전자 표현조절, 세포증식 및 이

동, cytoskeletal rearrangement 등과 관련되어 있다.

세포의 신호전달시 small GTPases는 분자스위치로

작용하여, 비활성화된 GDP 결합상태 (세포질내에 대

부분 존재)와 활성화된 GTP 결합상태 (세포막에 주

로 존재)를 오고 가게 된다
6)
. 대부분의 small

GTPases는 C-말단에 isoprenoid들이 결합, post-

translational modification되어 활성화된다. Isopre-

noid는 farnesyl과 geranylgeranyl의 두 종류가 있어,

Ras는 farnesylation에 의하여, Rho는 geranylger-

anylation에 의하여 활성화된다. 활성화에는 guanine

nucleotide exchange factor (GEF)가 필요하며, 비

활성 GTPase를 활성화상태로 변환시킨다. 비활성화

에는 GTPase activating protein (GAP)이 필요하며,

GTP 가수분해를 촉진시켜 GTPase가 비활성화된

GDP 결합상태로 변환시킨다
6)
. 또한 GTPase 기능조

절인자로 GDP dissociation inhibitor (GDI)가 있으

며 이들의 기능연구도 활발히 되고 있다 (Fig. 1).

Rho GTPases의 종류와 기능

Rho는 인체 내에 20여 가지가 알려져 있다. Rho는

actin cytoskeleton assembly, 평활근 수축, 세포와

세포의 부착 (adhesion), 세포운동과 이동, 유전자전

사, 효소활성화 등의 여러 가지 기능을 가지고 있다
7)
.

Rho는 Rho, Rac, Cdc42 세 가지로 크게 나눌 수 있

고, 각각은 서로의 기능에 영향을 미친다. RhoA, B,

C, Rac1, 2, 3, Cdc42, RhoD, Rnd1, Rnd2, RhoE/

Rnd3, RhoG, TC10 등이 밝혀져 있다. Actin cyto-

skeleton assembly에서 Rho는 스트레스 섬유

(stress fiber)와 국소 유착 (focal adhesion)
8)
을, Rac

는 세포 주변에 lamellipodia를 형성하고
9)
, Cdc42는

microspikes 혹은 filopodia를 형성한다
10)
. 성장인자나

자극물질에 의하여 이러한 기능을 나타내는 데 Rho

는 lysophosphatidic acid (LPA)
8)
, Rac는 PDGF

8)
,

insulin
11)
, Cdc42는 bradykinin

12)
, IL-1 등

7)
에 의하여

유발된다. 인체내 Rho는 85가지의 활성자들 (GEFs)

과 70가지의 비활성자들 (GAPs)에 의하여 조절된다
10)
. GDIs는 현재 Rho GDIα, β, γ 세 종류가 알려

져 있다
13)
. 이들 조절인자는 아직까지도 그 기능이 정

확하게 알려진 게 많지 않다.

1. Actin cytoskeleton

Rho, Rac, Cdc42는 actin cytoskeleton의 organi-

zation (filament bundling)과 formation (actin

polymerization)을 초래하는 신호전달계를 활성화한

다. Rho에 의한 organization의 기전은 두 가지의 목

표물질-p160 Rho kinase (ROCK)와 mDia-을 활성

화하여 actin-myosin filament assembly를 초래한

다. p160 ROCK는 여러 가지 기질을 가지고 있으나

myosin light chain (MLC) phosphatase가 중요물질

Fig. 2. Rho/ROCK에 의한 myosin light chain (MLC)
인산화조절. Abbreviations : cat, catalytic sub-
unit; MBS, myosin binding subunit (from ref.
15).

Fig. 1. Rho GTPase 활성화. Abbreviations : GEF,
guanine nucleotide exchange factor; GAP,
GTPase activating protein; GDI, GDP
dissociation inhibitor; GDF, GDI dissocia-
tion factor (from ref. 6).
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이다 (Fig. 2). 인산화가 되면 phosphatase가 비활성

화되고 인산화된 MLC가 증가되여 myosin II와

actin의 cross-linking이 증가된다
7)
.

Swiss 3T3 세포에 LPA를 부가하면 Rho가 활성

화되고 앞서 언급한 actin assembly 경로를 통하여

스트레스섬유가 형성되고 국소유착이 초래된다. 국소

유착 부위에는 스트레스섬유가 fibronectin과 같은 세

포외기질에 integrin을 통하여 연결되어 있다
14)
. Vin-

culin, α-actinin, talin 같은 분자들이 intergrin과

함께 집합되어 스트레스섬유의 고정장치 (anchor)로

작용한다 (Fig. 3). Dominant active ROCK는

Swiss 3T3와 MDCK 세포에서 스트레스섬유를 형성

하게 하고, dominant negative ROCK는 LPA 혹은

Rho
AV14

(Rho 활성형태)에 의한 스트레스섬유 형성

을 억제한다
15)
.

Actin polymerization은 Arp2/3 (actin-related

protein 2/3)와 Formin과 같은 인자들에 의하여 이루

어진다. Rac와 Cdc42는 다른 형태의 actin-rich

protrusion (lamellipodia와 filopodia)을 생성하지만

Wiskott-Aldrich syndrome protein (WASP) fam-

ily를 통하여 Arp2/3를 간접적으로 활성화한다
7)
. 즉

Rac는 WASP family verprolin homologous pro-

tein를, Cdc42는 WASP를 통하여 활성화한다. For-

min은 Rho에 의하여 활성화되어 filaments의 linear

elongation을 유도한다
16)
.

2. 평활근 수축

비근육세포에서는 Rho에 의하여 actin assembly

가 이루어지지만 평활근세포에서는 수축이 일어난다.

여러 종류의 agonist들에 의하여 동맥평활근세포에서

Rho 활성화가 이루어진다. 이는 actin과 myosin 수

축을 증진시키기 위하여 p160 ROCK가 MLC 인산화

를 자극하여 이루어진다
17)
. 활성화된 Rho가 ROCK와

myosin phosphatase의 mysoin binding subunit

(MBS)와 결합된다. 활성화된 ROCK가 MBS를 인산

화하면 myosin phophatase가 억제된다
15)
. ROCK

dominant active를 부가하면 MLC 인산화를 통하여

혈관평활근 수축이 나타난다
18)
. p160 ROCK 억제제

(Y27632)는 각종 고혈압 실험쥐에서 혈압을 저하시

키고 agonist들에 의한 혈관과 기관지 평활근 수축을

억제한다
19)
. ROCK에 의한 평활근근육 수축이 고혈

압의 병인으로 제시되고 있다
15)
.

3. 세포유착

세포와 세포의 유착들에는 tight junctions와 ad-

herens junctions를 포함한 여러 가지 형태로 나눌

수 있다. 원주상피 (columnar epithelium)의 연접복

합체 (junctional complex)에서 tight junctions는 가

장 상단에 위치하여 이온과 수용성물질들의 확산장벽

으로 작용한다. Rho는 상피세포의 tight junction이

울타리 역할을 유지하도록 한다
20)
. Adherens junc-

tions는 actin filaments가 밀집하여 결합된 구조물로

cadherin과 같은 adhesion molecules로 이루어져 있

다. α-catenin과 β-catenin 등은 cadherin 연관 세

포질단백으로 β-catenin은 cadherin과 α-catenin를

연결하는 다리 역할을 한다. Rac와 Cdc42에 의하여

filopodia와 lamellipodia 같은 actin-rich protrusion

형성이 cadherin 결합과 연관되면 adherens junction

assembly가 초래된다
21)
.

Rac GEF로 알려진 Tiam1은 MDCK 세포에서

adherens junctions를 형성하고 유지하도록 한다
22)
.

Tiam1은 E-cadherin에 의하여 유도되는 세포와 세

포유착을 증가시키고 세포유착부위에 actin poly-

merization이 동반되게 한다
23)
. 반면에 collagen에 부

착된 MDCK 세포에서 Rac 활성화가 되면 세포유착

이 되기보다는 세포이동이 유도된다
24)
. Rac에 의하여

세포의 이동과 유착과 같이 서로 다른 작용을 하게

되는 것은 세포의 종류와 환경에 따라 크게 영향을

받는 것 같다
21)
.

Fig. 3. Rho/ROCK에 의한 국소유착 형성 (from ref.
15).
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4. 유전자 전사

Rac, Cdc42는 c-jun N-terminal kinase와 p38

mitogen-activated protein kinase (MAPK)를 활성

화하고
16, 25)
, Rho, Rac, Cdc42는 전사인자인 serum

responsive factor (SRF)를 자극한다
26)
. MAPK 경

로 활성화는 actin cytoskeleton 변화와 관련이 없으

나, SRF 활성화는 unpolymerized actin 농도와 직접

적으로 관련이 있다. 염증성 cytokine 자극에 의하여

Rho, Rac, Cdc42는 NFκB를 활성화한다
27)
. 이상은

신질환과 관련된 Rho 기능을 간추린 것으로 이외에

도 Rho의 다른 기능에 대한 보고들이 최근 발표되었

다
6, 7, 21)

.

Rho GTPase와 혈관질환

혈관계질환에서 각종 위험인자에 의하여 Rho-

ROCK 경로가 활성화되면 혈관의 폐쇄가 초래된다
28)
.

RhoA와 ROCK는 MLC의 인산화를 통해 내피세포의

barrier 기능부전을 초래하며
29)
, 혈관수축에도 관여한

다. 혈관평활근 세포의 증식이 일어나는 각종 혈관손

상 모델에서 Rho-ROCK 경로를 통해 혈관이 증식된

다
30)
. ROCK는 두 종류, ROCK-1 (p160-ROCK,

ROKβ)와 ROCK-2 (ROKα)가 있으며 고혈압, 동

맥경화증, 재협착, 폐고혈압, 심비대에서 Rho-ROCK

경로 이상이 발견된다
31)
.

포식세포 (phagocyte)에서 Rac1의 ROS 생성에

관한 기전은 대부분의 비포식세포에서도 확인되었다.

혈관내피세포와 평활근세포는 Rac1을 표현하고 있는

데, NADPH oxidase의 구성성분이 되며 혈관조직에

서 ROS의 주된 공급원이 된다. Rac에 의하여 생성

되는 ROS는 Rho 활성도를 억제하고 low-mole-

cular-weight protein tyrosine phosphatase의 억제

를 통하여 이루어져서 lamellipodia가 나타난다
32)
. 최

근 당뇨병성신증
33)
에서 Rac1과 NOX, NADPH에 관

한 리뷰저널이 발표되었다.

Statin과 신질환

콜레스테롤 대사와 관련된 statin 효과는 Fig. 4와

같은 경로를 통하여 나타난다. 혈관평활근세포에

lipophilic statin을 투여하면 RhoA prenylation이 억

제되고, apoptosis가 유발되어 동맥경화증 병변의 세

포가 조절된다
34)
. 혈관간세포에서 vascular endo-

thelial growth factor (VEGF)는 RhoA와 β-inte-

grin을 활성화하여 4형 collagen을 축적시키고, sim-

vastain이 이를 억제한다
35)
. Fluvastatin은 puro-

mycin aminonucleoside (PAN)에 의하여 활성화된

RhoA와 actin cytoskeletal reorganization을 억제한

다
36)
. 또한 ROCK 억제제인 fasudil는 PAN에 의한

podocyte 손상과 단백뇨를 호전시킨다
36)
. Lovastatin

을 처리한 근위세관은 tissue-type plasminogen

activator (tPA)와 urokinase (uPA) 활성도가 증가

되고 plasminogen activator inhibitor-1는 감소된다
37)
. Lovastatin은 actin 스트레스섬유 형성을 방해하

고, 이러한 효과는 geranylgeranyl isoprenoid 투여

로 되돌아온다. 근위세관에 Rho 억제제인 C3 exo-

enzyme를 투여하면 lovastatin과 같은 효과를 보인

다
37)
. 즉 lovastatin은 세관세포에서 proteolytic 활성

도를 증가시켜 세포외기질의 축적과 간질섬유화를 억

제한다.

당뇨병성신증에서도 statin과 Rho와의 연관성이

관찰되었다. Lovastatin을 투여하면 고포도당에 의하

여 증가된 TGF-β
38, 39)
와 fibronectin 표현이 회복된

다
40)
. Statin의 효과는 farnesyl 보다는 geranylge-

ranyl isoprenoid가 관여되고, C3 exoenzyme에 의하

여 고포도당에 의하여 증가된 fibronectin 표현이 회

Fig. 4. 콜레스테롤 경로와 statin. Abbreviations :
PP, pyrophosphate.
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복된다
40)
. 이는 당뇨병성 신증의 세포외기질 합성증가

에 Rho가 관여하며, statin은 특히 Rho에 대한 효과

가 있다는 것을 의미한다
40)
. 혈관간세포에서 고포도당

과 angiotensin II에 의한 collagen IV 형성과 janus

kinase (JAK)2-signal transducers and activators

of transcription (STAT) 경로가 활성화되는 것을

simvastatin이 억제한다
41)
. 이러한 JAK-STAT활성

화에는 Rho에 의존되는 것 같다
41)
.

Rho는 세포외기질 뿐만 아니라 세포주기에도 관여

한다. 배양 혈관간세포에서 lovastatin을 투여한 결과

고포도당에 의한 세포증식이 감소되고, Rho와 관련된

p21 단백질 표현조절과 연관이 있다
42)
(당뇨병성신증

에 대한 statin의 역할은 ref. 43 참조).

Rho GTPases와 신질환

Streptozotocin 당뇨쥐에서 당뇨초기에 RhoA 활

성화가 관찰되고 actin cytoskeleton disruption이 나

타난다 (JASN 16:403A, 2005). db/db 생쥐의 사구

체 면역조직화학검사에서 RhoA, Rac1 표현이 증가

되고, 세포막 결합 RhoA, Rac1이 증가하고 GDI-α

표현이 현저히 감소되어 있다 (JASN 16:203A,

2005). 혈관간세포의 고포도당 처리 5-10분에 활성화

된 RhoA가 증가되고, RhoA dominant negative와

Rho siRNA 처리는 고포도당에 의하여 증가된 혈관

간세포 fibronectin 표현증가를 회복시킨다 (JASN,

2006).

GDI-α 결핍 유전자를 지닌 생쥐는 생식기에 치명

적인 결함을 초래하고, 사구체 경화증과 단백뇨가 심

하게 나타난다. 이러한 생쥐의 신장에는 혈관간질의

확장이 심하고 세관세포의 actin cytoskeleton에 결함

이 나타난다
44)
. 스트레스섬유 형성에 integrin이 관여

하는 데, 혈관간세포에서도 integrin β8을 자극하면

β8-GDI가 작용이 증가하고 Rac1이 활성화된다. 반

면 GDI 혹은 integrin β8이 결핍되면 RhoA가 활성

화되고 α-smooth muscle actin assembly가 나타나

며 혈관간세포가 myofibroblast로 변한다
45)
. 이상의

결과로 보아 당뇨쥐의 사구체에서 GDI-α의 기능이

저하되어 혈관간세포의 기능이 변하게 되고 RhoA의

활성화가 나타나는 것으로 추정되지만 보다 더 연구

가 되어야 하겠다.

Synaptopodin (synpo)은 podocyte에 표현되는 ac-

tin 관련단백질이다. Podocyte에서 synpo gene si-

lencing은 스트레스섬유형성이 방해되고, 세포이동을

억제한다
46)
. Synpo는 RhoA에 대한 ubiquitination

즉 proteasomal degration을 억제하여 스트레스섬유

를 형성한다4
6)
. Podocyte에 관한 Rho 연구는 synpo

라는 특정 연접접합체에만 연구가 되어 있다. 이는 사

구체의 podocyte에는 많은 종류의 연접접합체 구조물

이 있으므로 Rho가 세포유착에 미치는 영향을 유추

한다면 더 많은 연구가 기대된다.

VEGF는 사구체내피세포에서 RhoA를 활성화하고

MLC 인산화를 통하여 세포간격을 늘리고 투과성이

증가한다
47)
. Simvastatin은 이러한 VEGF 작용을 억

제하여 세포투과성을 호전시킨다
47)
. 이는 VEGF와

thrombin을 배양내피세포에 투여하면 세포투과성이

증가하고 Y27632에 의하여 억제되는 것과 같은 결과

이다
48)
.

Rho GTPases와 TGF-β

신질환에서 TGF-β 억제에 대한 연구는 여러 분

야에서 진행되었으며, statin이 TGF-β를 억제하는

것
38, 39)
은 Rho와 관련있다

40)
. 세포의 종류에 따라 달리

나타나지만 TGF-β는 RhoA, Rac, cdc42를 빠르게

활성화 한다. TGF-β1에 의한 epithelial to mesen-

chymal transdifferentiation (EMT)에는 p38MAPK가

관련되는데 dominant negative Rac1
N17
에 의하여 억

제된다
49)
. 상피세포에서 TGF-β에 의하여 EMT가 유

발되면 N-cadherin 표현이 증가하고 E-cadherin의

소실이 나타난다. EMT는 활성화된 RhoA가 관련이

있고, RhoA와 ROCK의 dominant negative들에 의하

여 억제된다
50)
. 당뇨병성신증에서 TGF-β의 역할은

매우 잘 알려져 있으므로 TGF-β와 관련된 Rho-

ROCK경로는 향후 연구가 활발히 될 것으로 예측된

다.

결 론

Rho와 관련된 연구가 신세포에서는 아직 활발히

되지 않아 각종 신질환과의 연관성이 확실하지 않다.

당뇨병성신증은 특징적인 혈관간세포 확장, podocyte

소실, 세관세포손상 등의 병변과 사구체내피세포의

기능부전이 잘 알려져 있으므로, Rho의 다양한 기능
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을 유추하여 볼 때 서로간의 연관관계를 연구하는 것

은 필수적이라 하겠다. Statin은 Rho 상위신호전달체

계에 영향을 미쳐서 치료효과가 광범위하게 미칠 영

향이 있겠으나, ROCK는 Rho에 제한된 작용으로 혈

관간세포, 내피세포, podocyte, 세관세포에 보다 특이

한 영향을 줄 것으로 생각된다. 또한 당뇨병환자에서

는 각종 장기합병증의 경과 (신경과 신장)가 달리 진

행되며, 당뇨병성신증 환자의 치료에서 사용되었던

항산화제들이 아직까지 치료효과가 현저하지 못하다.

이상과 같은 이유로 고포도당 유발 산화성스트레스에

의하여 유도되는 하부신호전달체계와 관련된 actin

cytoskeleton 관련물질들을 규명하고, 실험적 당뇨병

성신증 모델에서 Rho-ROCOK 경로에 대한 연구가

선행되어야 하겠다.
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