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 Abstract

Background: The highly developed endoplasmic reticulum (ER) structure is one of the characteristic features 

of pancreatic β-cells. Recent study showed that ER stress causes β-cell dysfunction. However, little is known 

about the effects of high glucose concentration on induction of ER stress in pancreatic β-cells. Therefore, this 

study was designed to evaluate whether exposure of high glucose concentration in rat insulinoma cell line, 

INS-1 cell induces ER stress and whether ER stress decreases insulin gene expression. 

Methods: The effect of 30 mM glucose on insulin expression and secretion in INS-1 cells was evaluated by 

Northern blot analysis and glucose-stimulated insulin secretion (GSIS). Cell viability was evaluated by XTT 

assay. The effect of 30 mM glucose on phosphorylation of eIF2α and CHOP expression, which are markers 

of ER stress were evaluated by Western blot analysis. RT-PCR analysis was performed to determine whether 

high glucose concentration induces XBP-1 splicing. To investigate whether ER stress decreases insulin gene 

expression, the effect of tunicamycin on insulin mRNA expression was evaluated by Northern blot analysis.

Results: The prolonged exposure of INS-1 cells with the 30 mM glucose concentration decreased insulin 

mRNA expression in a time dependent manner and impaired GSIS while did not influence on cell viability. 

30 mM glucose increased phosphorylation of eIF2α, XBP-1 splicing and CHOP expression in INS-1 cells. 

Tunicamycin-treated INS-1 increased XBP-1 splicing and decreased insulin mRNA expression in a dose 

dependent manner. 

Conclusion: This study showed that prolonged exposure of INS-1 with high glucose concentration induces 

ER stress and ER stress decreases insulin gene expression. Further studies about underlying molecular 

mechanism by which ER stress induces β-cell dysfunction are needed. (KOREAN DIABETES J 32:112~120, 

2008)
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서    론

소포체는 호르몬과 같은 단백질을 분비하는 내분비세포

에서 잘 발달해있다. 대부분의 단백질은 3차 혹은 4차 구조

가 되어야 제 기능을 할 수 있는 활성형 단백질이 되는데 

리보좀에서 만들어진 단순한 아미노산 서열 상태의 펩타이

드는 소포체에서 폴딩(folding)과 조립(assembly), 당화

(glycation) 및 이황화결합(disulfide bond) 등의 과정을 통

해 활성형 단백질 구조가 된다. 이밖에도 소포체는 세포 내 

칼슘 농도를 조절하는데 중요한 역할을 한다
1,2). 그러나 생

리적 혹은 병리적 환경에 의해 소포체가 처리할 수 있는 이

상의 미성숙 단백질이 소포체 내로 유입이 되거나 소포체 

내 칼슘이 고갈 되면 소포체기능에 장애가 발생하는데 이를 

소포체스트레스(ER stress)라고 한다
2-4). 소포체스트레스가 

발생하면 세포는 생존하기 위해 자가 방어기전을 가지는데 

이를 소포체스트레스반응(ER stress response)이라고 하고 

소포체 막에 존재하는 세 가지의 신호전달체계인 pancreatic 

ER kinase (PERK), inositol-requiring 1α (IRE-1α)/X-box 

binding protein 1 (XBP-1) 및 activating transcription 

factor 6 (ATF6)에 의해 매개된다. 

췌장베타세포는 소포체가 잘 발달되어 있는 것이 중요한 

특징 중의 하나이다. 활성형 인슐린이 만들어지지 위해서는 

전전구인슐린(preproinsulin)이 소포체에서 번역 후 수정

(posttranslational modification)의 과정을 통해 이황화결합

(disulfide bond)을 이룬 전구인슐린(proinsulin)으로 바뀌고 

이후 C-펩타이드가 분리되어야 한다
5,6). 따라서 소포체는 췌

장베타세포가 활성형 인슐린을 만들고 분비하는데 아주 중

요한 기능을 함을 알 수 있다. 

최근의 여러 연구들은 췌장베타세포의 기능 장애 유발과 

제2형 당뇨병의 발병에 소포체스트레스의 증가가 중요한 역

할을 함을 보고하고 있다
7-9). Harding 등8)은 소포체 막단백

질인 PERK와 아미노산 합성(translation)의 시작과 관련된 

인자인 eIF2α 유전자의 돌연변이를 유발한 마우스에서 췌장

베타세포의 기능이상과 자멸사가 유발됨을 보고하였다. 또

한 Oyadomari 등9)은 인슐린-2 유전자의 96번째 아미노산

인 시스테인을 타이로신으로 치환(Cys96Tyr)시킬 경우 인

슐린의 이황화결합이 되지 않고 췌장베타세포의 소포체스트

레스가 증가하여 세포자멸사가 발생함을 보고하였다. 그러

나 현재까지 고혈당에 의한 포도당독성이 췌장베타세포에서 

소포체스트레스를 유발하는지와 소포체스트레스가 인슐린

유전자의 발현에 미치는 효과에 대한 연구는 미진한 상태이

다. 따라서 본 연구자들은 고혈당이 쥐의 인슐린종 세포주

(rat insulinoma cell line, INS-1 cell)에서 소포체스트레스

를 유발하는지와 소포체스트레스 유발이 인슐린유전자의 발

현에 미치는 영향을 알아보았다.  

대상 및 방법 

1. 재료

웨스턴 블롯에 사용한 p-eIF2α항체는 Cell Signaling 

(Beverly, MA)에서 구입하였고, CHOP 항체는 Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA)에서, rabbit 항체는 Amersham 

Biosciences (Little Cha-lfnot, UK)에서 구입하였다. 방사선 

표지 소식자(radiolabelled probe, [α-32P]dCTP)는 Amersham 

Bioscience에서 구입하였다. 

2. 세포 배양

쥐의 인슐린종 세포주인 INS-1 세포는 계대 번호가 20에

서 30번 사이의 것을 사용하였고, RPMI 1640 (Giboco-BRL, 

Grand Island, NY) 배지에 10% 소혈청(fetal bovine serum), 

1 mM pyruvate, 10 mM HEPES, 50 mM 2-mercaptoethanol, 

100 units/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin을 혼합하

여 5% CO2 -95% air, 37℃에서 배양하였다. 배양액은 3~4

일 간격으로 교대하였고 trypsin-EDTA로 계대배양 하였다. 

3. 노던 블롯(Northern Blot) 분석 

노던 블롯에 사용된 인슐린에 대한 방사선 표지 소식자

는 [α-32P]dCTP를 이용한 임의 프라이머 라벨방법(Amersham, 

Arlington Heights, IL)으로 제작하였다. 방사선 표지 소식

자는 NAP-1 칼럼(Pharmacia, Uppsala, Sweden)으로 정제

하였다. 노덧 블롯에 사용된 RNA는 Trizol 용액(Invitrogen, 

Carlsbad, CA)을 이용하여 추출하였고 20 μg의 RNA를 1% 

포름알데하이드-아가로스 겔에서 전기영동을 시행한 후 나

일론 막으로 이동시켰다. 나일론 막을 방사선 표지 소식자

와 함께 Express Hyb
TM 용액에서 2시간동안 65℃에서 보합

결합(hybridization) 시킨 후 mRNA발현을 밀도계측기

(densitometer)를 이용하여 분석하였다. 

4. 웨스턴 블롯(Western Blot) 분석 

IPH완충액(5 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 5 

mM EDTA, 1% NP-40, 100 μM PMSF)에 1 μg/mL 단백

질 분해효소 억제제, 1 mM DTT를 첨가하여 전체 단백질

을 용해시켰다. 용해된 세포를 12,000 rpm에서 10분간 원

심분리 하여 상등액을 취하여 전체 단백질을 분리하였다. 
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각 시료를 시료 완충액과 섞어 5분간 끊인 후 얼음위에서 

식히고 SDS-PAGE에서 전기영동을 실시하여 크기별로 분

리한 후 Immobilon-P transfermembrane (Millipore, Billerica, 

MA)으로 전기를 이용하여 옮겼다. 차단 완충액(blocking 

buffer)으로 차단시키고 각각의 일차항체와 반응하였다. 이후 

다시 horseradish peroxidase-conjugated 이차 항체에 반응시

킨 후 ECL plus (Amersham Biosciences, Little Chalfnot, 

UK)를 사용하여 발색시켰다. Membrane을 actin 항체와 다

시 반응시켜 일정한 양의 단백질을 사용하였는지 확인하

였다. 

5. 역전사 중합효소연쇄반응(RT-PCR)

각 조건에 따라 배양한 INS-1 세포에서 Trizol용액

(Invitrogen)을 이용하여 RNA를  추출하고, 총 RNA (2 μg)

와 first-strand cDNA kit (Fermentas, Hanover, MD, USA)

를 이용하여 cDNA를 합성하였다. mRNA의 발현정도는 β

-actin과 비교하여 보정하였다. RT-PCR에 사용된 primer는 

다음과 같다: XBP-1, 5'-AAA CAG AGT AGC AGC 

GCA GAC TGC-3' (forward) and 5'-GGA TCT CTA 

AAA CTA GAG GCT TGG TG-3' (reverse) β-actin, 

5'-GGC ATC GTC ACC AAC TGG GAC-3' (forward), 

and 5'-CGA TTT CCC GCT CCG TGG-3' (reverse). 

PCR조건은 92℃에서 3분간 denature 시킨 후 92℃, 52℃, 

72℃에서 각각 45초로 40회 반복하고 마지막으로 72℃에서 

10분간 유지 후 4℃로 냉각시켰다. PCR product는 제한효

소(Pst1)를 처리하여 37℃에서 5시간 반응한 후 2% 아가로

스 겔에서 전기영동 하였다. 

6. XTT 분석

INS-1 세포를 96 well plate에 well당 1 × 10
3 cells/100 

μL가 되도록 배양한 후 30 mM 포도당을 처리한 다음 48시

간, 96시간 배양하였다. 배양 완료 후 배양액을 모두 제거하

고 실험당일 제조한 XTT working solution (WEL GENE, 

Seoul, Korea)을 배양용기에 주입하여 2시간에서 4시간 동

안 배양한 다음 450 nm와 690 nm에서 ELISA reader로 흡

광도를 측정하였다. 

7. 인슐린분비 측정

INS-1 세포를 12-well plate에 분주하여 5 mM과 30 

mM 포도당을 함유한 배지에서 96시간 배양 후 Kreb`s 

ringer buffer (114 mM NaCl, 4.4 mM KCL, 1 mM 

MgSO4, 1.28 mM CaCl2, 29.5 mM NaHCO3, 10 mM 

HEPES, 0.1% BSA, pH 7.4)로 2회 세척하고 5 mM 포도

당을 함유한 KRBB로 5시간 동안 배양하였다. 포도당 5 

mM 과 16.7 mM을 함유한 KRBB로 교체하고 1시간 배양 

후, 상층액을 취하여 rat insulin RIA kit로 측정하였다. 

8. 통계학적인 처리

결과들은 평균 ± 표준오차로 표시하고, 변수의 분석들은 

student T-test를 사용하였다. P값이 0.05 미만인 경우에 통

계적으로 유의 하다는 판정을 하였으며, 모든 실험은 독립

적으로 3회 이상 실시하여 통계 처리를 하였다.

결    과

1. 고농도 포도당이 인슐린 mRNA 발현에 미치는 효과

고농도 포도당이 인슐린 mRNA의 발현에 미치는 효과를 

알아보기 위해 INS-1 세포를 30 mM 농도의 포도당에 24, 

48, 72 및 96시간별로 배양하고 인슐린 mRNA의 발현변화

를 노던 블롯을 통해 확인하였다. 기저농도 포도당(5 mM) 

조건에서 인슐린 mRNA는 높게 발현이 되었고 이전 연구

를 통해 5 mM 농도의 포도당으로 96시간동안 배양할 경우 

인슐린유전자의 발현에는 변화가 없었음을 확인하였다
10). 

그러나 INS-1 세포를 30 mM 농도의 포도당에 노출시킨 후 

24시간째 인슐린 mRNA의 발현이 감소하였고 시간이 지날

수록 점차 감소하여 96시간째에는 인슐린 mRNA의 발현이 

거의 발현이 되지 않았다(Fig. 1A, 1B). 다음으로 INS-1 세

포가 만성적으로 고농도 포도당에 노출되었을 때 인슐린분

비능에 미치는 효과를 알아보기 위해 포도당 자극 인슐린분

비(glucose-stimulated insulin secretion, GSIS)를 측정하였

다. 정상 포도당 농도에서 배양된 INS-1 세포는 16.7 mM 

포도당 농도에 인슐린분비가 현저하게 증가되었으나 96시

간 동안 30 mM 농도의 포도당에 배양한 INS-1 세포는 

16.7 mM의 포도당자극에 인슐린분비 증가가 관찰되지 않

았다(Fig. 1C). 고농도 포도당 노출이 INS-1 세포의 세포사

멸(apoptosis)에 미치는 영향을 XTT 분석을 통해 알아 본 

결과 30 mM 포도당에 96시간까지 노출되더라도 INS-1 세

포 생존력에는 영향을 주지 않았다(Fig 1D).

2. 고농도 포도당이 eIF2alpha 인산화에 미치는 효과

고농도 포도당이 췌장베타세포에서 소포체스트레스를 유

발하는지를 알아보기 위해 INS-1 세포를 30 mM 농도의 포

도당에 24, 48, 72 및 96시간별로 배양하고 소포체스트레스

반응을 매개하는 PERK 신호전달체계의 하부신호단계인 

eIF2α의 인산화 정도를 웨스턴 블롯을 통해 확인하였다. 기
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저농도의 포도당 조건에서 eIF2α의 인산화는 약하게 측정이 

되었으나 30 mM의 포도당에 노출시킨 후 eIF2α의 인산화

는 시간이 지남에 따라 증가하였다(Fig. 2). 

3. 고농도 포도당이 XBP-1 Splicing에 미치는 효과

고농도 포도당이 소포체스트레스반응을 매개하는 IRE1 

신호전달체계의 활성을 유발하는지를 알아보기 위해 INS-1

세포를 30 mM 농도의 포도당에 배양하고 XBP-1의 

splicing이 유발되는지를 RT-PCR을 통해 확인하였다. 기저

농도의 포도당 조건에서 XBP-1의 splicing은 미약하게 

일어났으나 30 mM 농도의 포도당에 배양 후 24시간에 

XBP-1의 splicing이 증가하였고 이후 XBP-1의 splicing의 

A
              

B

C

      

D

Fig. 1. Effect of high glucose concentration on insulin mRNA expression. A. Northern blot analysis of insulin expression 

in the presence of high glucose. INS-1 cells were incubated with 30 mM glucose for increasing lengths of time, and 

mRNAs of the insulin gene were examined. 18S rRNA levels were analyzed as an internal control. B. Data represents 

the means ± SE of three independent measurements. * P < 0.01 and ** P < 0.001 compared to 0 h. C. Effect of chronic 

exposure to high glucose on glucose-stimulated insulin secretion (GSIS). INS-1 cells were incubated with 5 mM and 30 

mM glucose for 96 h, and then GSIS was measured as described in methods. * P < 0.01 compared to 5 mM glucose. 

D. INS-1 cells were treated with 30 mM glucose for increasing lengths of time and cell viability was determined by XTT 

assay.

A
        

B

Fig. 2. Effect of high glucose concentration on phosphorylation of eIF2α. A. Western blot analysis of phosphorylated eIF2

α in the presence of high glucose. INS-1 cells were incubated with 30 mM glucose for the indicated times. β-actin protein 

levels were analyzed as an internal control. B. Data represents the means ± SE of three independent measurements. * 

P < 0.01 and ** P < 0.001 compared to 0 h.
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증가가 96시간까지 유지되었다(Fig. 3).  

4. 고농도 포도당이 CHOP 발현에 미치는 효과

다음으로 고농도 포도당이 소포체스트레스반응에 의한 

세포자멸사를 유발하는 CHOP의 발현에 미치는 영향을 웨

스턴 블롯을 통해 확인하였다. CHOP의 단백 발현 또한 기

저농도의 포도당 조건에서는 약하게 발현되었으나 30 mM 

농도의 포도당에 노출시킨 후 24시간째에 증가하여 96시간

까지 지속되었다(Fig. 4). 

5. ER Stress 유발이 인슐린유전자의 발현에 미치는 

효과

췌장베타세포에 소포체스트레스의 유발이 인슐린유전자

의 발현에 미치는 영향을 알아보기 위해 소포체스트레스를 

유발하는 물질인 tunicamycin을 INS-1 세포에 처리하고 인

슐린 mRNA의 발현변화를 노던 블롯을 통해 알아보았다. 

INS-1 세포에 tunicamycin을 처리할 경우 XBP-1의 splicing

이 일어나는 것을 통해 소포체스트레스가 유발된 것을 확인

하였다. INS-1 세포에 tunicamycin을 처리할 경우 인슐린 

mRNA의 발현이 농도 의존적으로 현저히 감소하였다(Fig. 5). 

고    찰

최근의 연구를 살펴보면 당뇨병을 유발하는 다양한 위험

인자들이 췌장베타세포에서 소포체스트레스를 유발함을 알 

수 있다11-14). Laybutt 등11)은 마우스의 인슐린종 세포주인 

MIN6 세포에 포화지방산인 palmitate를 처리할 경우 소포

체스트레스가 발생하여 췌장베타세포의 세포자멸사를 유도

한다고 보고하였다. Oyadomari 등
12)은 과다한 산화질소가 

소포체 내의 칼슘을 고갈시켜 소포체스트레스가 유발하고 

CHOP의 발현을 유도함으로써 췌장베타세포의 자멸사가 일

어남을 보고 하였다. Cardozo 등
13)은 IL-1β와 IFN-γ와 같은 

1형 시토카인이 sacroendoplasmic reticulum pump Ca
2+ 

ATPase 2b (SERCA2b)의 발현을 감소시켜 소포체의 칼슘

A
           

B

Fig. 3. Effect of high glucose concentration on XBP-1 splicing. A. RT-PCR analysis of XBP-1 splicing in the presence 

of high glucose. INS-1 cells were incubated with 30 mM glucose for the indicated time and mRNA levels at each time 

point were assessed. β-actin mRNA levels were analyzed as an internal control. B. Data represents the means ± SE of 

three independent measurements. * P < 0.01 and ** P < 0.001 compared to 0 h.

A
        

B

Fig. 4. Effect of high glucose concentration on CHOP expression. A. Western blot analysis of CHOP in the presence 

of high glucose. INS-1 cells were incubated with 30 mM glucose for the indicated times. B. Data represents the means 

± SE of three independent measurements. * P < 0.01 and ** P < 0.001 compared to 0 h.
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을 고갈시키고 소포체스트레스반응에 작용하는 IRE1α, 

PERK 및 CHOP의 발현을 증가시킨다고 보고하였다. 또한, 

Wang 등
14)은 만성적인 고혈당이 소포체스트레스를 일으키

고 sterol regulatory element binding protein 1c (SREBP 

-1c)를 활성화시켜 당지질독성이 유발됨을 보고하였다. 

본 연구에서 INS-1 세포에 고농도 포도당을 노출시킬 경

우 소포체스트레스 표지자인 eIF2α의 인산화, XBP-1 

splicing과 CHOP의 발현이 증가되는 것을 관찰함으로써 고

농도 포도당이 베타세포에서 소포체스트레스를 유발함을 알 

수 있었다. 고농도 포도당이 베타세포에서 소포체스트레스

를 유발하는 가능성이 있는 기전으로 고농도 포도당에 의한 

산화스트레스의 증가를 들 수 있다. Xue 등
15)의 연구에 의

하면 murine fibrosarcoma L929 세포에서 종양괴사인자-알

파에 의해 활성 산소족(reactive oxygen species, ROS)이 

축적되고 활성 산소족에 의존적으로 eIF2α인산화, ATF6, 

XBP-1 splicing이 증가함을 보여주었다. 그러나 H2O2나 

arsenite에 의한 산화 스트레스에는 eIF2α 인산화만 유도됨

이 관찰되어 각각의 산화 스트레스가 특이적으로 하부 소포

체스트레스 신호 전달체계에 영향을 줄 수 있음을 보고하였

다. 반대로 소포체스트레스가 산화스트레스를 유발한다는 

보고도 있는데, Hsieh 등16)은 마우스 NIH3T3 세포에 소포

체스트레스를 유발하는 tunicamycin과 thapsigargin을 처리

하였을 때 산화스트레스가 유도 되는 것을 확인하였다. 

본 연구에서는 tunicamycin을 사용하여 INS-1 세포에서 

소포체스트레스를 유발할 경우 인슐린유전자의 발현이 감소

되는 것을 확인하였는데 최근 연구를 살펴보면 소포체스트

레스가 인슐린유전자의 발현에 중요한 영향을 주는 기전으

로 IRE1의 활성화가 관여함을 알 수 있다
17,18). Lipson 등17)

은 베타세포가 고농도 포도당에 만성적으로 노출될 경우 소

포체스트레스가 유발되고 IRE1의 활성화 및 인슐린유전자

의 발현이 억제됨을 증명함으로써 소포체스트레스 발생 시 

활성화된 IRE1 신호전달체계가 인슐린 생합성 조절에 있어 

중요한 역할을 할 것이라고 보고하였다. 또한 Pirot 등
18)은 

소포체스트레스 유발 물질인 cyclopiazonic acid (CPA)를 

투여하고 인슐린유전자의 발현이 감소하는 것을 확인하였다. 

INS-1 세포에 CPA를 투여하였을 때 인슐린유전자의 전사

활성(transcription)에는 영향이 없지만 인슐린 mRNA의 안

정성(stability)이 감소하고 이와 동시에 XBP-1 splicing이 

증가하는 것을 보여 줌으로써 소포체스트레스에 의한 인슐

린유전자의 발현 감소에 IRE1/XBP-1 경로의 활성이 관여

함을 보고하였다. IRE1/XBP-1 경로 이외에도 소포체 막 단

백질인 SREBP-1c가 소포체스트레스가 포도당-지질 독성을 

매개함이 보고되었다. Wang 등
14)의 연구를 살펴보면 INS-1 

세포를 고혈당 조건에서 배양하였을 때 세포 내 지질이 축

적되고 포도당 자극 인슐린분비의 감소, IRS2, Pdx 1 유전

자 발현 감소와 세포자멸사가 증가함을 알 수 있다. 이의 기

A 
                 

B

Fig. 5. Effect of tunicamycin on insulin mRNA expression. A. RT-PCR analysis of XBP-1 splicing in the presence of 

tunicamycin. INS-1 cells were incubated with  10 ug/mL of tunicamycin for 24 h. β-actin mRNA levels were analyzed 

as an internal control. B. Northern blot analysis of insulin mRNA expression in cells treated with tunicamycin. INS-1 cells 

were incubated with indicated concentrations of tunicamycin for 24 h. 18S rRNA levels were analyzed as an internal 

control. Data represents the means ± SE of three independent measurements (lower panel). * P < 0.001 compared to 

untreated cells. 
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전으로는 고농도 포도당에 의한 소포체스트레스 증가가 지

질합성에 중요한 전사인자인 SREBP-1c가 소포체 막에서 

활성화되어 핵 내로 이동함으로써 지질 독성을 유발하기 때

문이라고 하였다. 이상의 연구결과는 비록 세포수준에서 증

명된 것이긴 하나 만성적인 고혈당 상태는 소포체스트레스

를 유발하고 베타세포에서 소포체스트레스가 유발되면 인슐

린 발현에 장애가 발생할 수 있음을 보여 주고 있다.

소포체의 기능이 심각하게 손상되면 개체를 보호하기 위

해서 세포사멸 과정이 작동하여 손상된 세포를 제거 한다
2). 

이 과정은 C/EBP family에 속하는 C/EBP homologus 

protein (CHOP) 유전자의 활성에 의해 이루어진다. CHOP 

유전자의 전사활성은 소포체스트레스반응 시 나타나는 상위

의 신호전달체계인 PERK
19), ATF620) 및 Ire121)의 조절을 

받는다. CHOP-/- 세포는 소포체스트레스 유도 세포사멸에 

저항적이며
22,23) CHOP 과발현은 세포사멸을 촉진한다12). 

Oyadomari 등9,24)은 Akita mouse를 통하여 이황화결합이 

되지 않은 전구인슐린이 췌장베타세포의 소포체에 과부하되

면 소포체스트레스가 유발되고 CHOP의 발현이 유도되어 

세포자멸사가 일어남을 보고하였다. 본 연구에서 INS-1 세

포를 고농도 포도당에 노출시켰을 때 CHOP의 발현은 증가

하였으나 자멸사에는 영향이 없었다. 그러나 Mohanty 등
25)

의 연구에서 INS-1 세포를 33.3 mM 포도당에 4일간 배양

하였을 때 5.5 mM 포도당에서 배양하였을 때 보다 세포자

멸사가 약 3배 정도 증가한 것을 관찰할 수 있다. 따라서 좀 

더 장기간 고농도 포도당에 INS-1 세포를 노출시킬 경우 세

포자멸사가 일어나는지와 이때 세포자멸사가 소포체스트레

스와의 상관성, 특히 CHOP과 관련이 있는지를 알아보는 

추가적인 연구가 필요하다고 생각된다. 

결론적으로 본 연구를 통해 INS-1 세포에 고농도 포도당

을 노출시킬 경우 소포체스트레스가 유발되고 인슐린유전자

의 발현이 감소됨을 확인하였다. 또한 INS-1세포에 소포체

스트레스를 증가시킬 경우 인슐린유전자의 발현을 감소시킴

을 확인하였다. 따라서 향후 동물실험을 통해 고혈당이 췌

장 베타세포에서 소포체스트레스를 증가시키는지를 확인하

고 어떠한 기전으로 소포체스트레스가 인슐린유전자의 발현

감소 및 베타세포의 사멸 등에 영향을 주는지에 대해 추가

적인 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

요    약

연구배경: 최근의 연구들은 췌장베타세포의 기능장애 유

발과 제2형 당뇨병의 발병에 소포체스트레스의 증가가 중요

한 역할을 함을 보여주고 있다. 그러나 현재까지 고혈당에 

의한 포도당 독성이 췌장베타세포에서 소포체스트레스를 유

발하는지와 소포체스트레스가 인슐린유전자의 발현에 미치

는 효과에 대한 연구는 미진한 상태이다. 따라서 본 연구자

들은 고혈당이 쥐의 인슐린종 세포 주에서 소포체스트레스

를 유발하는지와 소포체스트레스 유발이 인슐린유전자의 발

현에 미치는 영향을 알아보았다.  

방법: 쥐의 인슐린종 세포주인 INS-1 세포를 고농도 포

도당에 노출시켰을 떄 인슐린 발현과 포도당 자극 인슐린분

비에 미치는 효과를 측정하였다. 고농도 포도당이 INS-1 세

포의 사멸에 미치는 영향은 XTT 분석을 통해 확인하였다. 

고농도 포도당이 INS-1 세포에서 소포체스트레스를 유발하

는 지를 eIF2α의 인산화 정도와 CHOP의 발현 변화를 웨스

턴 블롯을 통해 확인하고 XBP-1의 splicing을 역전사 중합

효소 연쇄반응을 통해 확인하였다. 소포체스트레스의 유발

이 인슐린유전자 발현에 미치는 영향 알아보기 위해 INS-1 

세포에 tunicamycin을 처리하고 인슐린 mRNA의 변화를 

노던 블롯을 통해 확인하였다.

결과: INS-1 세포에 고농도 포도당을 처리하였을 때 인

슐린 mRNA 발현은 시간이 지날수록 감소하였으며 포도당 

자극에 의한 인슐린분비가 증가되지 않았다. 그러나 고농도 

포도당의 노출에 의해 INS-1 세포의 생존력은 변화가 없었

다. INS-1 세포에 고농도 포도당을 처리하였을 때 eIF2α의 

인산화와 CHOP 단백질의 발현이 시간이 경과함에 따라 증

가하였다. XBP-1의 splicing 또한 고농도의 포도당에 의해 

증가하였다. INS-1 세포에 tunicamycin을 처리할 경우 인슐

린 mRNA 발현은 tunicamycin의 농도에 비례하여 감소하

였다.  

결론: INS-1 세포가 고농도 포도당에 노출될 경우 소포

체스트레스가 유발되고 인슐린유전자의 발현이 감소하였다. 

INS-1 세포에 소포체스트레스를 증가시킬 경우 인슐린유전

자의 발현이 감소하였다. 향후 고농도 포도당에 의한 소포

체스트레스의 발생기전과 소포체스트레스에 의한 인슐린유

전자의 발현 감소 기전에 대한 추가적인 연구가 필요하다. 
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