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1)

우리 몸의 다른 부위와 달리 신장은 고농도의 삼투압

에 노출되어 있다. 피질 부위는 혈액과 등장성이지만 수

질로 갈수록 삼투압이 높아져 유두부의 삼투압이 가장

높다. 간질액과 접한 신세관 세포의 기저외측막은 수분이

자유로이 통과하기 때문에 세포 내부는 간질과 삼투 평

형을 이루고 있다. 수분 섭취를 제한하여 약간 탈수된 백

서의 신장에서 직접 용질의 농도를 측정해 보면 유두부

간질액에서 NaCl은 1,000 mOsm, 요소는 1,500 mOsm에

달한다
1)
. 이러한 높은 삼투압은 수분 재흡수와 요농축의

원동력으로 작용하여 신장이 우리 몸의 수분과 혈압조절

에 기여하게 한다.

그러나 고삼투압 자체는 신수질 세포에 상당한 스트레

스를 부과하게 된다. 따라서 신장이 정상적으로 그 기능

을 수행하기 위해서는 고삼투압의 유해한 자극에 적절히

적응할 수 있어야만 한다. 전사조절인자(transcriptional

activator)인 tonicity-responsive enhancer binding pro-

tein (TonEBP)은 이러한 유해한 자극으로부터 수질 세

포를 보호하는 데 중추적인 역할을 하고 있다.

1. 세포에 유해한 고장성 자극

요소와 NaCl이 신수질의 주된 용질이지만 신장 세포

에 대한 이들의 효과는 서로 다르다. 요소는 세포막을 자
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유로이 통과하나 NaCl는 세포막을 통과하지 못하므로

NaCl만이 유효삼투압, 즉 tonicity를 형성하기 때문이다.

세포가 고농도의 NaCl 용액 즉, 고장성 용액에 노출되면

수초내에 크기가 줄어들고 세포내 이온 농도가 증가하게

된다. 이 후 수시간에 걸쳐 세포내에 organic osmolyte

또는 compatible osmolyte 라고 불리는 유기용질이 축적

되어 증가된 세포내의 이온 농도를 낮추어 준다
2)
. 그러면

세포내 이온 농도 상승이 왜 세포에 유해할까? 그 이유

는 이온 농도가 상승하면 여러 효소의 활성이 감소하여

결국 세포내 단백의 기능 이상이 초래되기 때문일 것으

로 현재까지 알려져 있으나 세포 사망을 초래하는 표적

단백에 대해서는 구체적으로 알려진 바가 없다
3)
.

최근 고장성 자극이 방사선 조사나 항암제 투여처럼

이중나선 DNA 절단(double-stranded DNA break)을 일

으킨다는 연구결과가 보고되었다
4)
. 이중나선 DNA 절단

이 일어나면 ATM (ataxia telangiectasia mutated),

ATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related kinase),

DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) 등과 같은

protein kinase가 활성화되고 p53의 induction과 phos-

phorylation, GADD45, GADD153의 induction이 일어나

게 된다
5-7)

(Fig. 1). 그리고 활성화된 p53는 cell cycle

arrest를 일으켜 세포사멸(apoptosis)을 방지한다. 고장성

자극의 정도에 따라서 세포의 반응이 달라지는데, 600

mOsm 이상의 고장성 자극에 노출되면 세포가 사망하지

만 600 mOsm 이하에서는 p53 활성화 효과가 우세하여

고장성 자극에 대한 신장의 적응기전 -

TonEBP Transcriptional Activator의 기능
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TonEBP는 NFAT나 NFκB와 마찬가지로 Rel family에 속하는 전사조절인자(transcriptional activator)이

지만 아미노산 서열이나 구조상으로 이들과 구별되며 5개의 transactivation 도메인을 통하여 더 정교하

게 target 유전자의 전사를 조절한다. 포유류 신장에서 TonEBP는 compatible osmolyte 축적에 관여하는

유전자를 자극하여 세포내 이온 농도를 떨어뜨림으로써 hypertonicity의 유해한 자극으로부터 세포를 보

호한다. TonEBP 활성은 단백 발현 증가, 인산화, transactivation, 세포내 위치 이동 등을 통하여 조절된

다. TonEBP는 신장 이외에도 뇌, 심장, 간, T 임파구 등 여러 장기에 널리 분포하고 있고 면역반응, 당

뇨, 암 등에도 관여하리라는 증거들이 제시되되 있다. RNA 간섭과 같은 기술을 이용하여 TonEBP의

loss-of-function을 연구하면 향후 더 다양한 생물학적 기능을 밝힐 수 있을 것이다.
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세포사멸은 억제되고 cell cycle arrest가 일어나서 DNA

복구기전이 작동하게 된다. 즉, 삼투압을 서서히 올리면

이러한 적응기전이 작동하여 신수질에서 관찰되는 높은

삼투압에서도 세포는 살아갈 수 있게 되는 것이다.

2. 고장성 자극에 대한 TonEBP의 세포 보호기능

신수질의 세포는 compatible osmolyte를 축적함으로써

고장성 자극에 적응해 나간다
8)
. 신장에 있는 compatible

osmolyte는 inositol, betaine, taurine, sorbitol, glycero-

phosphorylcholine 등이다. 대부분의 생리적인 상황에서

간질액의 tonicity는 변화가 심하지만 이러한 compatible

osmolyte가 존재하기 때문에 신수질 세포내 이온 농도는

거의 등장성으로 일정하게 유지될 수 있다
9)
. 세포내에

compatible osmolyte가 축적되면 고장성 자극하에서도

caspase 활성이 낮아지고 세포사멸이 방지된다
10)
. 그러나

고장성 자극하에서도 세포내에 inositol이 축적되지 못하

면 세포사망이 일어나고 급성 신부전에 빠지게 된다
11, 12)

.

또한 aldose reductase 유전자만 특이하게 없앤 쥐에서는

세포내에 sorbitol이 축적되지 못하기 때문에 요농축에

장애가 초래된다
13)
. 이상의 결과에서 신수질이 정상적인

기능을 발휘하기 위해서는 세포내에 compatible osmolyte

가 제대로 축적되어야 한다는 사실을 알 수 있다. 그런데

세포내의 compatible osmolyte 축적에 바로 TonEBP가

중추적인 역할을 하고 있다(Fig. 2). TonEBP는 신수질의

고장성 자극에 의해 활성화되어 여러 유전자들을 전사시

킨다. Sodium/myo-inositol cotransporter (SMIT), sodi-

um/chloride/betaine cotransporter (BGT1), aldose re-

ductase (AR) 등이 여기에 속하는 유전자들이다
14-16)

. 이

들 유전자들의 5' 쪽에는 TonE (tonicity-responsive en-

hancer)라는 부위가 여러 개 존재하는데 이 부위에

TonEBP가 결합하게 되면 이들 유전자의 전사가 시작된

다. SMIT은 소디움 이온 2개와 inositol 1개를 이동시키

고 BGT1은 소디움 이온 3개, 염소 이온 2개와 함께

betaine 1개를 이동시킨다
17, 18)

. 즉, 세포막의 소디움과 염

소의 전기화학적 농도차를 이용하여 SMIT과 BGT1은

inositol과 betaine을 세포내로 이동시키게 된다. 그리고

AR은 포도당을 sorbitol로 환원시킨다
8)
. 이렇게 일단 세

포내로 들어오거나 합성된 compatible osmolyte는 세포

막을 통과하지 못하므로 세포 밖으로 빠져나가지 않고

상승된 세포내 이온 농도를 대신할 삼투물질로 작용하게

된다.

3. 신수질의 분화에 있어서 TonEBP의 역할

Vasopressin의 조절을 받는 요소 수송체(urea trans-

porter, UT-A)는 신수질내에 많은 양이 존재하면서 요

소의 축적에 중요한 역할을 한다
19)
. UT-A 유전자는 4개

의 isoform을 만드는데 이 중 UT-A1, UT-A3, UT-A4

는 TonEBP에 의해 조절되는 promotor를 가지고 있다
20)
.

즉, UT-A 유전자는 고장성 자극으로부터 세포를 보호하

는 데 관여하지 않으나 TonEBP의 조절을 받고 있는 셈

이다. Heat shock protein 70은 신피질에 비해 신수질

부위에 많이 분포하고 있는데
21, 22)

이 중에 HSP70-2라는

유전자는 TonEBP의 조절을 받으면서 고농도의 요소로

부터 세포를 보호하는 기능이 있다
23, 24)

. 결국 TonEBP가

신수질에서 고농도의 요소로부터 세포를 보호하는데 매

Fig. 2. Network of genes and their function regulated
by TonEBP in the renal medulla.

Fig. 1. Nature of stress induced by hypertonicity.
Exposure to hypertonic environment results in
an immediate rise in the cellular ionic
strength, which perturbs protein function and
causes double-stranded DNA breaks. Arrows
represent activating events, and perpendicular
ends represents inhibitory events.
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우 중요한 역할을 하고 있는 셈이다(Fig. 2). 신수질의

고삼투압이 제대로 유지되지 못하는 유전자 knockout 동

물 모델이 몇 가지 존재하는데
25, 26)

, 특히 aquaporin-1

유전자 결손 쥐에서 내수질 삼투압은 혈장과 큰 차이가

없을 정도로 매우 낮다
27, 28)

. 정상적으로 내수질에 다량

분포되어 있어야 할 UT-A와 aquaporin-4 유전자가 이

쥐에서는 현저히 감소되어 있는 반면, 주로 피질에 다량

분포하는 aquaporin-3와 ENaC-γ (Epithelial Sodium

Channel-γ) 유전자는 정상 쥐와 큰 차이를 보이지 않았

다
27)
. 이 결과는 고장성 자극이 신수질에서 신장 세포들의

분화를 유도하는 일종의 신호가 되고 있음을 의미하며,

TonEBP가 내수질에서 고장성 자극에 따른 신장 세포의

분화에 매우 중요한 역할을 하는 물질임을 암시한다.

4. TonEBP의 구조와 도메인에 따른 기능

사람 TonEBP 유전자는 130 kb에 걸친 16개의 exon

으로 구성되어 있으며 아미노산은 약 1,500개에 달한다

29)
. DNA 결합 도메인(Rel-homology domain이라고도

부름)의 homology에 따라 분류할 때 TonEBP는 NFAT

와 NFκB와 마찬가지로 Rel family라는 전사조절인자에

속한다. TonEBP의 DNA 결합 도메인은 NFκB의 DNA

결합 도메인과는 아미노산 서열이 상이하지만 NFAT

(nuclear factor of activated T-cell) family의 DNA 결

합 도메인과는 43%의 아미노산 동일성을 나타낸다. 그러

나 DNA 결합 도메인 외에 regulatory 도메인은 NFAT

과 아미노산 서열이 다르기 때문에 NFAT에 작용하는

cyclosporin A나 FK506 같은 calcineurin 억제제는

TonEBP에 아무런 영향을 미치지 않는다
30, 31)

. 최근 밝혀

진 TonEBP DNA결합 도메인의 결정구조(crystal struc-

ture)
32)
에 의하면 TonEBP는 NFκB처럼 dimer를 형성

하지만, 오히려 아미노산 서열이 비슷한 NFAT은 이들과

달리 dimer를 형성하지 않고 monomer로 DNA에 결합한

다. 즉, 아미노산 서열은 NFAT과 비슷하지만 구조상으

로는 NFκB와 비슷한 물질인 것이다. 그러므로 진화론

적 분류상으로 TonEBP는 NFκB와 NFAT의 중간단계

의 물질에 해당된다고 생각된다.

TonEBP에서 DNA 결합 도메인 외에 유전자 전사에

관여하는 transactivation 도메인은 크게 5개로 나눌 수

있다. 각각 독립적으로 전사를 자극하는 activation 도메

인이 3개 존재하고 activation 도메인의 활성도를 증강시

킬 수 있는 modulation 도메인이 2개 존재한다. 이 5개

의 도메인은 여러 조합으로 상승작용을 일으키면서 hy-

pertonicity에 반응하기 때문에 TonEBP는 NFκB나

NFAT보다 훨씬 더 정교하게 유전자 전사를 조절한다
33)
.

5. 자극에 따른 TonEBP의 조절

고장성 자극에 대한 TonEBP의 조절 기전은 MDCK

(Madin-Darby canine kidney) 세포를 사용하여 많은 연

구가 이루어졌고 그 결과 TonEBP는 phosphorylation,

transactivation, nuclear translocation, induction 등의

다른 기전을 통하여 조절되는 것으로 밝혀졌다
34, 35)

. 세포

핵 추출물에서 TonEBP의 EMSA (electrophoretic mo-

bility shift assay)를 시행해 보면 핵에서 TonEBP의

DNA 결합력이 증가할수록 시간적인 상관관계를 가지면

서 SMIT과 BGT1 유전자 전사도 증가하였고 in vivo

footprinting analysis에서도 TonEBP 활성도가 증가하면

BGT1과 SMIT 유전자의 TonE 부위의 결합력도 비례하

여 증가하였다. 즉, TonEBP가 핵에서 DNA에 결합하는

단계가 해당 유전자들의 전사에서 가장 중요한 단계이다.

TonEBP 단백은 등장성에서도 인산화되어 있지만 고장성

으로 옮기면 30분내에 인산화의 정도가 증가한다
35)
. 인산

화되는 아미노산은 주로 serine과 tyrosine기이며 인산화

되는 시기와 TonEBP가 핵내로 이동하는 시기 사이에는

시간적인 연관성을 보인다. 또 proteosome 억제제를 처리

하면 TonEBP가 핵내로 이동하는 것을 방해하기 때문에

고장성 자극이 와도 AR이나 SMIT mRNA의 양이 증가

하지 않는다
36)
. 이 사실에서 분해가 되어야만 TonEBP를

핵내로 이동시킬 수 있는 어떤 물질이 세포질내에 존재

하리라고 추측되고 있다.

그리고 고장성 자극 뿐 아니라 저장성 자극에 대해서도

TonEBP는 조절을 받는다. 등장성 배지에 있던 MDCK

세포를 저장성 배지로 옮기면 TonEBP 단백의 양은 줄

어들고 TonEBP가 핵에서 세포질로 이동하여 단백양과

세포내의 위치가 고장성 자극을 받을 때와는 반대 방향

으로 조절된다. 또한 저장성 자극에 의한 TonEBP의 감

소는 TonEBP의 target 유전자인 SMIT, BGT1, AR,

HSP70 등의 mRNA 양을 감소시킨다. 즉, TonEBP는

달라지는 tonicity에 따라 단백량, 세포내 위치, 전사 활

성화 등이 양쪽 방향으로 조절됨을 알 수 있다
36)
(Fig. 3).

여태까지 시행한 연구들은 배양된 세포에서 tonicity에
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급격한 변화를 준 후에 관찰한 결과들이었다. 그러나 생

체내의 신수질에서는 세포 실험에서처럼 급격하게 tonic-

ity가 변화하지 않고 장기간에 걸쳐 서서히 변화하기 때

문에 세포 용적이 변하지 않는다. 신수질내의 높은 삼투

압과 조직내 세포의 밀집성 그리고 신장자체에서 합성된

compatible osmolyte인 betaine의 존재 등을 고려하여

동물의 신장을 모방할 수 있는 세포배양 모델이 개발되

었다. MDCK 세포를 단일층으로 밀집시켜(confluent) 키

운 후 5계대가 지날 때까지 장기간에 걸쳐 240 mM의

고농도 NaCl에 적응시킨 후, 하루에 NaCl 50 mM, 요소

100 mM씩 서서히 상승시켜 최종적으로 신수질과 비슷

한 농도인 NaCl 440 mM, 요소 600 mM 배지에 배양시

키고 5mM의 betaine을 첨가한 후 TonEBP 항체로 세포

를 염색하였다(Fig. 4). 염색 결과 betaine과 요소는 고장

성 자극에 대한 TonEBP의 반응을 둔화시켜 TonEBP를

세포질로 이동시키는 효과가 있음을 알 수 있다.

6. 신장에서 TonEBP의 조절

백서의 태생기 신장에서는 TonEBP의 발현이 다른 장

기에 비하여 약하고 주로 세포질에 위치해 있다
37)
. 그러

나 출생 후 요농축능이 발달함에 따라 TonEBP의 발현

이 점차 증가하고 점차 세포질에서 핵으로 위치하게 된

다. 결국 성장이 완료된 백서에서는 TonEBP가 신장의

내수질과 외수질의 내측부위에 가장 높게 발현된다
38)
. 백

서에게 다량의 수분을 섭취시키거나 혹은 수분 섭취를 제

한시켜 요삼투압을 변화시켜 보면 신장에서 TonEBP의

target 유전자들의 발현에 변화가 생긴다. 수분 이뇨시에

는 SMIT, AR, UT-A 등의 발현이 감소하고 항이뇨시에

는 발현이 증가한다
19, 39, 40)

. 그러나 이 경우에 TonEBP

단백과 mRNA 양에는 변화가 없다
38)
. MDCK 세포 실험

결과에 의하면 TonEBP 단백량 증가는 450 mOsm/L에

서 최고치에 도달하고 그 이상 tonicity를 증가시켜도 더

이상 단백량이 증가하지 않는다
36)
. 다량의 수분을 섭취하

여 수분이뇨가 일어나는 경우에도 신세관 간질의 to-

nicity는 450 mOsm/L을 넘기 때문에 백서의 신장에서

TonEBP 단백량은 변화하지 않는 것이다. 그러나

TonEBP 항체로 백서의 신장을 염색해 보면 세포내에서

TonEBP의 위치는 이뇨상태에 따라 변화한다. 외수질의

descending thin limb과 내수질 thin limb의 시작부위의

신세관에서 TonEBP는 수분 이뇨시에는 세포질에 위치

Fig. 3. Bi-directional TonEBP response to changes in ambient tonicity. TonEBP abundance
and cellular distribution in MDCK cells cultured in 1) hypotonic, 2) isotonic, 3)
hypertonic medium. mRNA abundances of TonEBP target genes are also shown.

1) 2) 3)

1) 2) 3)

Fig. 4. Long-term regulation of TonEBP in 1) isotonic, 2) hypertonic (440 mM NaCl＋600
mM urea＋5 mM betaine) conditions. Betaine and urea cause cytoplasmic shift of
TonEBP.

1) 2)
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하다가 항이뇨시에는 주로 핵으로 이동하게 된다(Fig. 5).

그러나 중간 및 말단 내수질의 신세관에서는 이뇨 상태

와 무관하게 TonEEBP는 항상 핵내에 위치하고 있다.

TonEBP의 이러한 세포내 분포의 변화는 SMIT mRNA

의 발현의 변화와 정확하게 일치한다. 즉, 중간 및 말단

내수질에서는 이뇨 상태와 무관하게 SMIT 발현이 최대

로 증가되어 있고 나머지 신세관에서는 수분 이뇨시 발

현 감소, 항이뇨시 발현 증가를 보인다
38)
. 이러한 사실은

생체의 신장에서 TonEBP가 SMIT 유전자의 전사를 조

절한다는 직접적인 증거이다.

7. RNA 간섭을 이용한 TonEBP의 기능 연구

스트레스나 바이러스 감염에 대한 숙주의 방어기전의

일종으로 double-stranded RNA (dsRNA)가 포유류의

세포내로 들어오면 세포내의 모든 mRNA가 분해되고 단

백 합성이 중단된다. 그러나 30 base pair 미만의 small

interfering RNA (siRNA) duplex는 다른 mRNA에는

영향을 미치지 않고 특정 염기서열에만 특이적으로 작용

하여 표적 유전자의 mRNA만 분해할 수 있다
41)
. 이러한

현상을 RNA 간섭(RNA interference)이라고 부르는데

이 기술은 관심이 있는 유전자의 기능을 밝히는 데 매우

유용하게 활용할 수 있다. TonEBP의 생물학적인 기능을

연구하기 위하여 2개의 siRNA duplex를 합성한 후

RNA 간섭을 이용하여 세포내에서 TonEBP의 발현을 90

% 정도 감소시켰다. TonEBP 발현이 감소된 세포에서는

SMIT, AR, HSP70의 mRNA 발현도 의미있게 감소하였

다
42)
(Fig. 6). 그간 TonEBP만 제한적으로 발현시키지 못

하는 세포주(cell line)나 또는 TonEBP에만 특이적으로

작용하는 억제제가 개발되지 못하였기 때문에 세포내에

서 TonEBP의 기능을 연구하는 데 제한이 많았다. 그러

나 RNA 간섭을 이용한 연구결과로 TonEBP가 SMIT,

AR, HSP70 유전자를 전사한다는 직접적인 증거를 제시

할 수 있게 되었다.

8. 신장 이외의 기관에서 TonEBP의 기능

TonEBP는 배아 줄기세포 때부터 나타나기 시작하여

발생 중인 배아의 눈, 뇌, 척수, 심장, 간 등에 널리 발현

되고 성장이 완료된 후에도 동일한 발현 양상을 보인다
29)
.

Fig. 5. TonEBP distribution in rat kidneys during water diuresis
and anti-diuresis. Descending thin limbs from the inner
stripe of the outer medulla (upper panel) and thin limb
from the initial part of the inner medulla (lower pannel) are
shown.

Water diuresis Anti-diuresis
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뇌 발달과정에 SMIT이 다량으로 발현되므로 TonEBP가

SMIT의 발현에 중요한 역할을 할 것으로 예상하고 있다

43)
. 실제로 Western 분석을 해보면 뇌나 흉선의 TonEBP

양이 신장의 TonEBP의 양보다 훨씬 많음을 알 수 있다

44)
. 수용체가 활성화되어 자극을 받은 T 임파구에서

TonEBP의 발현이 현저히 증가하기 때문에 TonEBP를

NFAT5 (nuclear factor of activated T-cells) 또는

NFATL1 (NFAT-related protein)라고도 부른다
44)
. 실제

TonEBP는 lymphotoxin-β, TNF-α, IL-8과 같이 염증

반응에 관여하는 여러 cytokine의 전사도 직접 자극한다

45)
. 그리고 TonEBP의 target 유전자 중 하나인 AR이

당뇨병성 신증이 있는 환자의 신장내 사구체에 발현된다

는 사실도 최근에 보고되었다
46)
. 또한 TonEBP가 α6β4

integrin에 의해 유도되어 암침습(carcinoma invasion)에

도 관여하다는 보고도 나오고 있다
47)
. 이상과 같이

TonEBP가 면역반응과 당뇨, 암 등의 질환에도 관여하고

있음을 알 수 있다.

전 망

신장은 고도로 분화된 다양한 종류의 세포들로 이루어

진 기관으로서 그 생리학적 병리학적 연구를 수행함에

있어 다른 기관과 달리 상당한 어려움이 있고 해부학적

으로도 접근상 어려움이 많아 동물실험이 용이하지 않다.

향후 TonEBP의 조절 행태를 모방할 수 있는 세포배양

모델이 개발되면 고장성 자극에 대해 신장 세포가 어떻

게 적응하며 그 신호전달 기전은 어떻게 이루어지는지를

연구할 수 있을 것으로 기대된다. 또한 이 모델은 허혈성

신질환 등 다른 질병 모델의 기전을 연구하는 데 이용될

수도 있다.

TonEBP가 신장 이외의 여러 조직에 널리 분포한다는

사실로부터 과연 이들 조직에서 TonEBP는 어떠한 유전

자들의 전사를 조절하는지에 관한 의문점이 발생한다. 만

약 이러한 유전자들을 밝혀낼 수 있다면 생체내에서

TonEBP의 생물학적인 기능을 밝히는 데 새로운 방향을

제시해 줄 수 있을 것이다. 앞에서 기술한 RNA 간섭을

이용하여 영구세포주(permanant cell line)를 개발하거나

Fig. 6. Silencing of TonEBP. Hela cells were transfected with buffer (B), control siRNA (inv),
or 400 nM of TonEBP-siRNA duplex (279R, 569R) and were treated with isotonic or
hypertonic medium. 1) Immunoblots were probed for TonEBP and HSC70. 2) Northern
analysis were performed to detect mRNA for AR, SMIT, HSP70, calcyclin and
G3PDH.

1) 2)
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충분한 양의 siRNA duplex를 원하는 동물 조직에 전달

할 수 있는 방법을 발견한다면 TonEBP의 loss-of-func-

tion 연구에 큰 도움이 될 것이다.
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