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Puromycin aminonucleoside의 사구체 족세포 P- 
cadherin에 대한 영향
충북대학교 의과대학 소아과학교실

하  태  선

Effect of Puromycin Aminonucleoside on 
Podocyte P-Cadherin  

Purpose: To test whether the expression of P-cadherin, a component of slit 
diaphragms between podocyte foot processes, would be altered by puromycin 
aminonucleoside (PAN) in a cultured podocyte in vitro. 
Methods: Rat glomerular epithelial cells (GEpC) were cultured with various con
centrations of PAN. The distribution of P-cadherin was examined with a confocal 
microscope. Western blotting and reverse transcriptase-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) were used to measure the change in P-cadherin expression. 
Results: This study found that P-cadherin was concentrated in the inner and 
peripheral cytoplasm with high concentrations of PAN under immunofluorescence 
views. Western blotting of GEpC revealed that PAN induced a decrease of P-cad
herin in dose- and time-dependent manners. A high dose (50 μg/mL) of PAN 
decreased P-cadherin expression by 21.9% at 24 h (P<0.05) and 31.9% at 48 h 
(P<0.01) compared to those without PAN. In RT-PCR, high concentrations (50 
μg/mL) of PAN also decreased P-cadherin mRNA expression, similar to protein 
suppression, by 23.5% at 48 h (P<0.05). 
Conclusion: Podocytes exposed to PAN in vitro concentrated P-cadherin internally, 
and reduced P-cadherin mRNA and protein expression. This could explain the 
development of proteinuria in experimental PAN-induced nephropathy. 
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서론

소아 단백뇨질환에서 소아 신증후군은 매우 중요한 부분을 차지하고 있으

며, 이중 미세변화형은 조직학적 원인으로 특발성 신증후군의 대부분을 차지

한다[1-3]. 이러한 미세변화형 신증후군의 병태생리의 연구를 위해 직접 환자 
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또는 이와 유사한 동물실험모델을 사용하는데, 이중 동물

실험모델로서 백서에게 퓨로마이신 아미노뉴클레오사이드

(puromycin aminonucleoside, PAN)를 주사하여 발생하

는 단백뇨나 사구체 족세포(podocyte; glomerular epithelial 

cells, GEpC)에 특이적인 조직학적 변화, 예를 들면, 족돌기

의 편평화와 탈락 등은 특발성 미세변화형 신증후군의 조

직상과 매우 유사하며 이를 PAN (-유발성) 신증이라 한다

[4-7]. 또한, 생화학적으로 전하장벽의 감소소견 역시 유사

하므로 PAN 신증은 특발성 신증후군의 병태생리에 관한 

연구대상으로 많이 이용되고 있다[4-7]. 한편, 족세포에 대

한 이러한 작용이 생체 내 뿐만 아니라 생체 외 즉, 배양상

태의 족세포에도 유사한 영향을 끼칠 것으로 생각되는데 

사구체의 다른 세포들에서는 볼 수 없는 족세포에 특이적

인 세포독성 등을 통하여 배양한 족세포에 대하여 PAN의 

영향이 PAN 신증과 유사한 것으로 사료된다[8, 9]. GEpC

의 이러한 변화는 생체 내 뿐만 아니라 생체 외, 즉, 배양상

태의 GEpC에도 유사한 영향을 끼쳐서 PAN 신증과 유사하

다[7-9].

사구체의 여과는 혈관내피세포, 사구체 기저막(glome

rular basement membrane), 그리고 족세포에 의하여 이

루어지며, 이중 족세포의 족돌기 사이의 세극막(slit diaph

ragm)이 여과의 마지막 단계인 선택적 여과에 관여한다

[10, 11]. 세극막은 서로 다른 양측의 족세포들로부터 나온 

족돌기들 사이를 연결하는 유일한 구조로서, 간상체(rod-

like units)들이 지퍼형태의 선상구조를 이루고 있어 여과 

장벽의 역할을 한다[12, 13]. 최근에 많은 연구에서 세극막 

부위에 존재하는 여러 가지 단백으로 nephrin, P-cadherin, 

FAT, podocin 등이 세포내부와 연결단백(adaptor proteins)

으로 zonula occludens-1 (ZO-1), catenins, CD2-associated 

protein (CD2AP) 등에 의해 세포 내 세포골격과 연결되

어 구조적, 기능적 역할을 수행하며, 이러한 단백들의 변

화가 사구체 질환에서 단백뇨의 병인이라고 추측된다[13-

16]. 이중 세극막에 존재하는 P-cadherin의 세포 외 부분

은 HAV motif가 칼슘에 의해 연결되면서 양측 족돌기로부

터 나와 세극막과 같은 zipper 구조를 이루며 세포 내 부분

은 catenin family를 통하여 actin filament와 연결되어 족

돌기와 간벽의 구조적, 기능적으로 역할을 수행한다(Fig. 1) 

[13, 16-18]. 본 연구에서는 배양한 족세포에서 PAN에 의한 

P-cadherin의 질적, 양적 변화연구를 통하여 실험적 신증

후군의 발생에 있어서 P-cadherin의 역할을 보고자 하였

다.

대상 및 방법

1. 사구체 족세포 배양과 PAN 투여  

백서의 사구체 상피세포(glomerular epithelial cells, 

GEpC)는 Kreisberg가 성상을 확인하고 공여한 세포를 배

양하여 실험에 이용하였다[19]. 유지 배양액으로는 10% 

fetal bovine serum (FBS)과 1 M Hepes, 0.2 M L-glutamine, 

0.01 U/mL insulin 그리고 항생제를 혼합한 RPMI 1640 배

양액(GIBCO BRL, Gaithersburg, MD, USA)을 사용하였고 

배경을 줄이기 위해 각각의 실험 전에 FBS 0.5%만을 첨가

하였다. 배양액 교환은 2일에 한 번씩 하였고 계대배양은 

0.05% trypsin으로 이탈시킨 후 위의 배양액으로 다시 배

양하였다[20]. 세포에 다양한 농도의 PAN (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA)을 투여하고, 24시간 혹은 48시간 

노출시켰고 대조군은 vehicle만 투여하였다.

3. Confocal microscopy를 이용한 P-cadherin의 

   분포변화 관찰

백서의 사구체 상피세포를 collagen type-I (Upstate 

Biotechnology Incorporation, Lake Placid, NY, USA)으

로 coating한 glass cover slips에 각각의 조건으로 24시

간 동안 배양을 하였으며 PBS로 3번 세척을 해준 후 4% 

paraformaldehyde를 200 µL씩 실온에서 10분간 처리하

여 세포를 고정하고 0.02 M glycine이 들어있는 PBS을 이

용하여 3번 세척하였다. 그 후 10% normal goat serum 

(GIBCO BRL, Rockville, MD, USA)을 well 당 200 µL씩 처

리하여 37℃에서 30분간 배양한 다음, goat serum을 버리

고 polyclonal rabbit anti P-cadherin (Santa Cruz Biote

chnology, Inc. CA, USA) 항체를 1:100으로 희석하여 well

Fig. 1. Schematic view of P-cadherin and β-catenin complex 
in podocyte. 
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당 200 µL씩 37℃에서 1시간 노출시킨 뒤 PBS를 이용하여 

10분간 3번씩 shaker에서 세척하였다. 

준비된 세포들에 이차항체로 Alexa-488 또는 TRITC-

conjugated anti-rabbit IgG 항체(Santa Cruz Biotechnology 

Inc.)를 우선 25 µg/mL으로 PBS에 희석하여 37℃에서 40

분간 배양하고 0.1% triton X-100이 들어있는 PBS로 10

분씩 2번 세척한 후 PBS로 2번을 10분간 세척하였다. 항 

P-cadherin 항체 (Santa Cruz Biotechnology Inc.)와 

4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sigma-Aldrich, 

Stockholm, Sweden)도 위와 같은 방법으로 처리하였다. 

관찰은 Fluorescence microscope (TCS SP2 AOBS, Leica, 

Germany)으로 하였다.

4. P-Cadherin 단백양 측정

족세포를 6-well plate에 5×106 cells이 되도록 분주하

여 confluence가 70-80% 되도록 세포를 배양하였다. 24

시간, 48시간 지난 후에 protein extraction solution (PRO-

PREP, Intron, Seongnam, Kyungki, Korea)을 well 당 400 

µL을 넣고 세포를 용해하였다. 이 용해물을 4℃ 원심분리기

로 13,200 rpm에서 30분간 원심분리하였고, 이로부터 얻은 

세포 용해물의 상층액을 Bradford 방법으로 정량한 후 5X 

SDS loading dye와 혼합하여 95℃에서 5분간 가열하여  준

비하였다. 준비된 시료를 10% polyacrylamide-SDS mini 

gel에 전기영동(SE 250 mini-vertical gel electrophoresis 

unit; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)하

고 electroelution법을 이용하여 polyvinylidene fluoride 

(PVDF) membrane (Immobilon-P Membrane, Millipore, 

Bedford, MA, USA)에 200 mA로 4시간 30분 동안 전사시

켰다(TE 22 tank transfer unit; Amersham Biosciences). 

PVDF membrane을 5% non-fat dry milk를 tris-buffered 

saline-0.1% tween20 (TBS-T)에 용해시켜 1시간 동안 

처리한 다음, TBS-T로 간단히 세척하고 전술한 일차항

체를 TBS-T에 희석하여 4시간동안 반응시킨 후, PVDF 

membrane를 TBS-T로 5분간 3회 세척하였다. 이차항체 

(goat anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology Inc.)

를 1:5,000 희석하여 45분 동안 반응시킨 후, TBS-T로 5분

간 3회 세척하였다. 반응이 모두 끝난 PVDF membrane을 

West-Zol plus (Intron, Seongnam, Kyungki, Korea)의 용액 

A와 B를 1:1로 섞어 PVDF membrane에 반응시킨 후 이를 

LAS-3000 imaging system (Fujifilm Life Science, Minato-

ku, Tokyo, Japan)에 노출시켜 이미지를 현상하였다. 단백양

은 β-tubulin에 대한 항체 (Santa Cruz Biotechnology Inc.)

로 보정하였다. 현상한 이미지를 Multi Gauge V3.1 프로그램

을 사용하여 band density를 측정하고, 이를 대조군 평균치

에 100%에 대한 상대값으로 표시하였다.

5. P-Cadherin에 대한 RT-PCR

각 조건에서 배양한 세포를 RNA isolation solution과 

chloroform으로 추출을 한 후에 isopropanol, 3% sodium 

acetate와 100% ethanol을 이용하여 침전시킨 다음 전체 

RNA를 분리하였다. RNA 5 µg의 농도로 AMV reverse trans

criptase (Intron, Korea)과 oligo-dT (KDR, Korea), 2.5 mM 

dNTP (Intron, Seongnam, Kyungki, Korea) 그리고 증류수

로 최종 20 µL로 부피를 맞춘 후 37℃에서 20분간, 42℃에서 

50분간 반응 후 효소를 불활성화시킨 다음 합성된 cDNA을 

주형으로 RT-PCR을 수행하였다. 

사용한 백서의 P-cadherin sense의 염기서열은 5'- CTT 

ACAATGGGGTGGTGG-3'이고, antisense의 염기서열은 

5'-GCCACGGTGAAATGATCC-3'이었으며 housekeeper로

서 백서의 GAPDH sense의 염기서열은 5'-CTCTACCCACG

GCAAGTTCAA-3'이고, antisense의 염기서열은 5'-GGATG 

ACCTTGCCCACAGC-3'이었고 Bionics (Korea)에 주문 제

작하였다. 10× PCR buffer (Intron, Korea), 2.5 mM dNTP 

(Intron, Korea)와 각각의 특정 primer에 증류수를 더하

여 전체 양을 25 µL로 맞춘 후 94℃에서 5분간 가열한 다음 

94℃ 30초, 각각에 맞는 annealing 온도에서 1분간, 72℃에

서 50초간 30 cycles를 시행하였다. 생성물을 2.0% agarose 

gel을 이용하여 각 시료의 PCR 생성물과 dye을 포함하여 

15 µL의 양을 전기영동하고 ethidium bromide로 염색하여 

UV light하에서 polaroid film에 감광시키고 densitometry 

(LabWorks 4.0, UVP, Inc. Upland, CA, USA)로 각각 측정한 

후 GAPDH의 값으로 보정하였다. 

6. 통계적 분석

 

대조군과 함께 각 항목에 대하여 Western 분석은 3회, RT-

PCR은 3회 실험한 후 결과는 mean±standard deviation (S.D)

로 표시하였고, 실험군과 대조군간의 차이에 대한 통계적 유

의성 분석은 독립표본 T-검정법(SPSS version 12,0; SPSS Inc, 

Chicago, IL)을 사용하여 비모수적 Student's t-test 방법으

로 처리되었으며, P-값이 0.05 미만일 때 통계학적으로 유의

한 것으로 간주하였다.
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결과

1. Confocal 현미경을 이용한 P-cadherin의 분포 

   관찰

 

항 β-catenin 항체와 항 P-cadherin 항체를 같이 처리하

였을 때, 외곽세포질에 분포하는 β-catenin (빨강)이 PAN

의 농도가 올라갈수록 흐려지면서 P-cadherin (녹색)은 내

부로 응집하는 모습을 볼 수 있다(Fig. 2A). 배양세포를 빽

빽하게 자라게 한 후 같은 방법으로 관찰하였을 때도, 세포

사이의 β-catenin이 PAN의 농도가 올라갈수록 흐려지면

서 간극이 생기는 것을 확인할 수 있었으며, P-cadherin 역

시 감소하면서 내부로 응집하는 모습을 볼 수 있다(화살표, 

Fig. 2B). 이는 PAN에 의해 P-cadherin이 본래 위치에서 내

부로 응집하여 세포 간 투과억제기능이 손상됨을 의미할 

것으로 사료된다.  

2. Western 분석을 이용한 P-cadherin 단백양 측정

P-Cadherin 단백의 밴드는 118 kD 부위에서 관찰할 수 

있었으며, P-cadherin 단백밴드의 두께는 β-tubulin 단백

결과로 보정하였다. 여러 농도의 PAN에 노출시킨 후 P-cad

herin 단백양을 24시간과 48시간에서 관찰한 결과, 농도

에 따라 감소하는 소견을 보였다, 24시간 노출 조건에서 고

농도인 50 µg/mL에서 21.9%의 의미 있는 감소(P<0.05)와 

48시간이 노출 조건에서 25와 50 µg/mL에서 각각 29.1%

와 31.9%의 통계학적으로는 의미 있는 감소소견을 보였다

(P<0.01, Fig. 3). 

3. RT-PCR을 통한 P-cadherin의 expression 측정

 

GEpC에서 P-cadherin에 대한 PCR 생성물을 397 base 

pairs에서 확인할 수 있었으며, P-cadherin mRNA의 표현

양을 GAPDH mRNA의 표현양으로 보정한 후 PAN을 투

여하지 않은 군의 결과에 대한 각 군의 결과를 비교하였다. 

RT-PCR에 의한 GEpC에서 P-cadherin의 밴드 두께는 24

시간에서는 각 농도 간에 별 차이가 없었으나, 48시간에서

는 고농도인 50 µg/mL PAN을 첨가한 조건에서 23.5%의 

의미 있는 감소를 보였다(P<0.05, Fig. 4). 즉, 고농도의 PAN

Fig. 2. Confocal microscopy of glomerular epithelial cells with P-cadherin and β-catenin. 
Merged views show that P-cadherin (green) become concentrated in inner cytoplasm near 
nucleus in single (A, arrows) and confluent cells (B, arrows), and β-catenin (red) become faint 
and re-localized inward in single (A) and confluent cells (B) by PAN. Magnification, x1,000. PAN, 
puromycin aminonucleoside ; DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole. 

Fig. 3. Effects of PAN on cellular P-cadherin protein levels in 
cultured cells assayed by Western blotting. High dose (50 μg/mL) 
of PAN decreased P-cadherin expression significantly by 21.9% 
at 24 hrs (P<0.05) and 31.9% at 48 hrs (P<0.01), compared to 
those in without PAN condition. Data are presented as mean± 
SD; n=3 per group. Control (100%); the value of PAN (-) at 24 
hrs. *P<0.05 versus control. PAN, puromycin aminonucleoside.
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은 유전자 수준에서 족세포의 P-cadherin의 생성을 억제

시켰다.  

고찰

Cadherin 족은 대부분의 장기에서 상피세포조직의 세포

와 세포 사이 부착(cell adhesion)에 관여하는 칼슘-의존

적 당단백으로, 상피 조직의 구조 유지, 조직의 발생, 그리

고 일부 악성 종양 세포의 전이 등에 중요한 역할을 한다[21, 

22]. 전형적 cadherin을 조직특이성에 따라 E (epithelial)-, N 

(neural)-, VE (vascular endothelial)- 그리고 P(placental)-

cadherin 등으로 분류한다[23, 24]. E-cadherin은 대부분의 

상피세포, N-cadherin은 신경세포에, VE-cadherin은 혈관

내피세포에 존재하며, P-cadherin은 태반 외에 피부와 전

립선의 기저세포층에 국한하여 존재한다[18, 23, 24]. 사

구체에도 E-, P-, R-cadherin이 초기 생성 시기에 주로 존

재하는 것으로 보고되었지만[13, 25, 26], 정상 상태나 병

적 상태에서 이들 cadherin의 역할에 대해서는 잘 알려지

지 않았다. Nakopoulou 등[27]은 E-cadherin이 주로 사구

체의 상피세포에서 발현되며, 증식성 사구체신염 환자에서 

E-cadherin의 발현이 증가되었다는 보고하였으나, Yaoita 

등[25]은 신생백서에서 사구체 상피세포에 보이던 pan-

cadherin 염색이 성숙한 백서 뿐 아니라 PAN-유발성 신증

에서도 pan-cadherin의 존재를 발견할 수 없었다고 하였

다. 그러나 이들이 목표 단백과 사용한 항체가 서로 다르고 

특이성 정도도 확인하기 힘들다. 

P-cadherin은 전술한 바와 같이, 세포 사이의 부착에 관

여하는 당단백인 전형적 cadherin 족의 하나로, 피부와 전

립선의 기저세포, 유선의 근상피세포, 그리고 사구체에 존

재하는데, 사구체 내에서는 세극막에 존재하는 것으로 미

루어 P-cadherin이 세극막의 골격 역할과 동시에 nephrin

과 같은 단백과 연관되어 여과 선택성 유지에 관여할 것으

로 생각된다[13, 18]. 그러나 nephrin과는 달리 단백뇨와 

P-cadherin 사이의 연관성을 증명한 연구는 드물다. 

Singh 등[28]은 당화 단백(glycated protein)으로 자극한 

GEpC에서 cadherin 발현이 감소하였다고 보고하였으나, 

Bains 등[29]은 간접면역형광법으로 관찰한 cadherin의 발

현을 대조군 신조직과 비교하여 미세변화 증후군과 막성 

사구체신염 환자의 신조직에서 의미있는 차이를 발견할 수 

없었다고 하였으며, Yaoita 등[25]은 신생백서에서 사구체 

상피세포에 보이던 pan-cadherin 염색이 성숙한 백서 뿐 아

니라 puromycin aminonucleoside nephrosis에서도 pan-

cadherin의 존재를 발견할 수 없었다고 하였다. 그러나 이

들이 사용한 항체가 pan-cadherin에 대한 항체이었기 때

문에 P-cadherin 단독의 변화를 의미할 수는 없었을 것으

로 생각되며 이들 항체가 서로 다르고 특이성 정도도 확인

하기 힘들다. 또한, nephrin이 결여된 핀란드형 선천성 신증

후군에서 P-cadherin이 정상적으로 표현된다는 사실[30]

과 P-cadherin 결여 마우스에서 심한 단백뇨가 동반되지 

않는다는 사실[31]로 미루어 단백뇨의 발생과 P-cadherin 

사이에 밀접한 관계가 없을 것으로 생각할 수 있다. 그러

나 Xu 등[32]은 P-cadherin에 대한 항체를 사용하여 고농

도 당에 의해 사구체 족세포의 P-cadherin 단백양의 감소

를 확인하였고 mRNA의 발현감소도 보고하였다. 또한, 실

험적 당뇨병성 신병증모델에서도 단백뇨와 함께 사구체 족

세포 부위의 P-cadherin 단백염색의 감소를 확인하였다. 

본 연구자도 고농도의 당과 AGE (advanced glycosylation 

endproducts)에 의한 GEpC의 P-cadherin을 유전자 수준

에서의 억제로 단백의 생성 감소를 초래함으로써, 당뇨환

경에서 세극막 성분의 변화를 설명할 수 있었다[33], 또한 

Otero 등[34]은 AGE에 의하여 배양한 혈관내피세포에서 

이들 세포의 접착에 중요한 VE-cadherin의 의의 있는 감

소를 확인하여 혈관 투과성의 증가를 설명하였다.

세극막에 존재하는 P-cadherin의 세포 내 부분은 catenin 

family (α, β and γ-catenin)를 통하여 actin filament와 연

결되어 족돌기와 간벽의 구조적, 기능적으로 역할을 수

행한다. 특히, P-cadherin은 β-catenin과 연결되어 있고 

Fig. 4. Effects of PAN on cellular P-cadherin mRNA levels in 
cultured cells assayed by RT-PCR. High dose (50 μg/mL) of PAN 
decreased P-cadherin mRNA expression similar to protein sup
pression by 23.5% at 48 hrs (P<0.05). Data are presented as 
mean±SD; n=3 per group. Control (100%); the value of PAN (-) 
at 24 hrs. *P<0.05 versus control. PAN, puromycin aminonu
cleoside; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.
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catenin complex의 α-catenin은 actin과 연결시킨다(Fig. 

1) [13, 16-18]. PAN 신증 동물모델의 사구체에서 Luimula 

등[35]은 β-catenin 단백의 의미 있는 감소를 확인하였

고, 본 연구자도 세포배양모델에서 PAN에 의한 GEpC의 

β-catenin 단백을 유전자 수준에서의 억제로 단백의 생

성이 감소을 확인하였다[20]. 즉, PAN에 의하여 족세포의 

P-cadherin/β-catenin complex는 서로 유사한 방향으로 

분포와 정량적 변화를 보인다.    

결론적으로, 본 연구자가 이전 실험에서 확인한 PAN에 

의한 실험적 사구체 여과모델에서의 투과율 증가[36]와 본 

연구에서의 GEpC의 P-cadherin에 대한 결과, 그리고 Otero 

등[34]의 AGE에 의한 혈관내피세포간 cadherin의 감소와 

혈관 투과성의 증가결과를 종합하면, PAN에 의한 족세포 

P-cadherin의 변화가 투과율의 증가(단백뇨)를 초래함을 

설명할 수 있을 것이다. 

요약

목적: 단백뇨 질환의 실험모델인 puromycin aminonu

cleoside (PAN)에서 관찰할 수 있는 족세포의 병리학적 이

상에 있어서 P-cadherin의 변화를 생체 외 족세포 배양실

험을 통하여 알아보고자 하였다.  

방법: PAN에 의한 족세포의 P-cadherin의 변화를 생

체 외 배양실험을 통해 알아보고자 백서 사구체 상피세포

(GEpC)를 배양하여 다양한 농도의 PAN을 투여하여 con

focal 현미경을 통하여 P-cadherin의 분포를 관찰하였고, 

Western blotting 과 RT-PCR을 사용하여 P-cadherin 발현

의 변화를 관찰하였다.

결과: 외곽세포질에 분포하는 P-cadherin은 단일세포 혹

은 응집환경에서 PAN의 농도가 올라갈수록 내부로 응집

되는 현상를 볼 수 있었다. Western 분석에서, P-cadherin 

단백양은 PAN에 농도-의존적으로, 특히, 고농도인 50 mg/

mL에서 24시간과 48시간이 노출 조건에서 각각 21.9% (P< 

0.05)와 31.9% (P<0.01)의 의미 있는 감소소견을 보였다. 

RT-PCR에서도 48시간에서 50 mg/mL PAN을 첨가한 조건

에서 23.5%의 의미 있는 감소를 보였다(P<0.05).

결론: PAN은 족세포에서 P-cadherin을 세포막으로부터 

내부로의 응집을 유발하고, P-cadherin mRNA의 발현 감

소와 단백수준에서 양의 감소를 초래함으로서, 단백뇨의 

발생에 기여할 것이라 사료된다.
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