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Effects of ATP on Regulatory Volume Decrease in Mouse 
Cholangiocytes
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ATP가 마우스 담관세포의 세포크기 조절에 미치는 영향

박재승

서해대학 임상병리과

Although the adenosine triphosphate (ATP) efflux pathway is thought to play a major regulatory 
role in RVD in some cells, including cholangiocarcinoma cells, the role of ATP in regulatory volume 
decrease (RVD) of normal cholangiocytes is not well defined. Thus, this study was conducted to 
investigate the role of extra cellular ATP and ATP pathways of BDCCs isolated from normal mice. 
Changes in cell volume of BDCCs were indirectly assessed by measurement of the cross-sectional 
area (CSA) by quantitative videomicroscopy. The relative CSA of BDCCs from normal mice increased 
with hypotonic maneuver to 1.20±0.02 (n=20) within 10 min, but decreased to 1.06±0.03 at 40 
min. Administration of ATP, ATP hydrolase apyrase or the P2 receptor blocker suramin during RVD 
had no significant effects compared with untreated controls. In addition, treatment with the PKC 
inhibitors, Bisindolamide I and Ro 31-8220, during RVD had no significant effects when compared 
with untreated controls. These results indicate that unlike the results from cholangiocarcinoma 
cells, ATP plays no significant role in the RVD of normal mouse cholangiocytes. 
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서  론

간(liver)은 인체에서 해독작용 및 알코올 분해 등 여러 가지 물질 

대사에 있어서 중요한 역할을 수행하고 있으며, 간세포와 담관세포

로 구성되어 있고, 간내 담관세포들은 간의 기능에 많은 영향을 미

치고 있으며, 이러한 세포들의 질환에 의해 다양한 병변을 유발하

게된다[1,2]. 

담관 세포(cholangiocyte)의 삼투압 조절(osomoregulation)

은 담즙 분비와 변화(bile secretion and modification), 세포내 

pH 조절(intracellular pH regulation) 그리고 유전자 발현(gene 

expression) 등 담관 세포 기능에 매우 중요한 역할을 담당하고 있

다[3,4]. 최근, 여러 연구에서 정상 쥐의 간으로부터 분리된 담관 세

포 무리(bile duct cell clusters, BDCCs)와 사람 담관 종양 세포

(human cholangiocarcinoma cell line)가 저장액(hypotonic 

solution)에 노출되었을 시 세포가 팽대(swelling)되어 그 부피가 

증가되고 다시 정상 크기로 되돌아오는 조절 작용이 있음을 알 수 

있었다[5]. 담관세포도 다른 세포들과 마찬가지로, 칼륨(potassium, 

K+)과 염소(chloride, Cl-)이온 전도도(ion conductances)에 의해 

부피 감소 조절 기전이 능동적으로 이루어진다[5]. 

ATP와 ATP 대사는 중요한 신호 전달 분자로서 모든 세포와 조직

에 발현되어 있는 P 2 퓨리너직 수용체(purinergic receptors)의 

활성화를 통해 다양한 세포의 기능들을 매개한다[6]. 많은 기능들 
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중 어떤 세포에서는 ATP가 퓨리너직 수용체를 통한 자가 신호에 의

해 세포 크기를 조절하는데 있어서 중요한 역할을 하는 것으로 생

각된다[7,8]. 여러 연구에서 어떤 세포에서는 분비된 ATP가 ATP-

결합 상자(ATP-binding cassette, ABC)에 의해 전달되어 P2 수용

체를 통해 크기-감수성 Cl- 채널(volume-sensitive Cl- channels)

을 조절한다[9]. 간 종양 세포주인(hepatocarcinoma, HTC)에서 

ATP가 세포막의 퓨리너직 수용체(purinergic receptors on the 

plasma membrane)를 활성화시켜, 세포내 칼슘(i[Ca2
+])이 증가하

여 칼슘-의존성 과정(calcium-dependent processes)을 활성화

시킴으로써 RVD에 있어서 중요한 역할을 수행하고 있다[10]. 그러

나, 정상 마우스의 담관세포에서 세포내 또는 세포외 칼슘의 농도 

증가 실험에서 RVD에 아무런 영향을 미치지 않았다[7]. 그러므로, 

이러한 결과에서 정상 담관세포의 RVD 매개에 있어서 세포 외 ATP 

그리고 i[Ca2
+] 중 어느 것이 주요 역할을 하는지 의문이다. 

더 나아가, 어떤 종류의 세포에서는 단백질 카이네이스 C 

(protein kinase C, PKC)가 세포 크기를 증가(positive)[11]시키거

나 억제(negative)[9]시키는 효과가 있다. 간세포에서는, PKC의 

한 종류인(isoform) 칼슘- 그리고 포르볼-감수성 PKCa (Ca2
+- 

and phorbol-sensitive PKCa)가 있으나, 측정이 되지 않거나 아주 

적은 양이 존재하고 있다[12]. 그러므로, PKCa는 간세포와 담관세

포를 저장액에 노출하는 동안 세포 크기와 관련 있는 RVD 반응과 

연루되어 있을 것으로 보인다. 많은 연구에서 간세포의 대사가 이

루어지는 동안 PKCa가 직접적으로 Cl- 채널 활성을 조절한다[12]. 

우리는 저장액에 노출하는 동안 PKC 저해제(specific PKC 

inhibitors)를 처리하여 RVD 저해를 알아보았다.

정상 마우스의 간으로부터 분리한 담관세포를 저장액에서 노출

하며 RVD 반응에 있어서 ATP의 역할에 대하여 연구하고자 하였

다. 이를 위해, 마우스 간내 담관 절편(intrahepatic bile duct unit, 

IBDUs)의 분리와 같은 방법으로 BDCCs 준비하였고[13], 단지 담

관강(bile duct lumen)을 형성하지 않은 BDCCs를 사용하였다. 마

우스 간으로부터 분리한 담관세포는 다른 담관세포 세포주(cell 

lines)보다 생리적 상태가 원시적 환경(primitive conditions)에 매

우 가깝고, 이러한 기술은 담관세포의 생물학적 그리고 생리학적 

연구에 많은 도움을 준다. 이번 연구의 여러 결과들에서 ATP와 

PKC가 정상 마우스 담관세포의 RVD에 있어서 중요한 역할을 하지 

않는다는 것을 알 수 있었다. 

재료 및 방법

1. 실험재료 

Matrigel은 Collaborative Biomedical (Bedford, MA, USA)에

서, collagenase B는 Roche Applied Science (Penzberg, UP, 

Germany)에서, Pronase는 Calbiochem (San Diego, CA, USA)에

서 구입하여 사용하였고, Liebowitz-15 (L-15), minimum 

essential medium (MEM), -minimum essential medium, 

L-glutamine, gentamicin, 그리고 fetal calf serum 은 Invitrogen 

(Waltham, MA, USA)에서 구입하였고, 그 외 시약과 배양액 보충

제는 Sigma (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

2. 용액

HEPES가 포함된 등장액(isotonic solution)과 저장액의 구성 

성분은 다음과 같다[5,8]. 등장액은 HEPES 용액(pH 7.4, 37oC)에 

NaCl (40%)과 자당(sucrose)을 포함하여 사용하였으며, 저장액은 

자당을 제외한 나머지 구성은 등장액과 같다. 

3. BDCCs 분리 

정상 숫컷 C57BL6 마우스(4∼14주)를 Charles River (Wil-

mington, MA)에서 구입하여 사용하였다. 마우스 BDCCs의 분리

는 전과 동일한 방법을 이용하였다[5,13]. 요약하면, 마우스를 마취

한 후 간문맥을 통해 collagenase B를 포함하고 있는 Hanks’용액

을 순환시킨 후 간을 떼어내고 간을 둘러싸고 있는 막과 간세포를 

제거하고, 마지막으로 여러 가지 효소 collagenase, DNase, 

Pronase 그리고 hyaluronidase를 포함하고 있는 MEM 용액을 처

리하였으며, 100- and 30-mm meshes (Tetko, Lancaster, NY, 

USA)를 이용하여 여과 시키고, 30-mm mesh에 남아있는 조각들

을 MEM 배지 3∼6 mL을 이용하여 수거하였다[5,13]. 수거한 조각

들을 세포 배양 용기에 들어있는 matrigel로 코팅된 작은 유리 조각

(2∼4 mm)위에 분주하여 5% CO2, 37oC에서 24∼72 h 동안 배양

하여 실험에 사용하였다. 분리한 BDCCs의 특성은 담관 세포-특이 

사이토케라틴-19 항체(cholangiocyte-specific cytokeratin-19 

antibody)를 이용하여 알아보았다[14]. 배양된 BDCCs는 기능 연

구를 한 뒤 tryphan blue를 이용하여 세포 생존율을 검사 하였다. 

4. 비디오현미경을 이용한 세포 크기조절 반응의 정량 측정 

비디오현미경을 이용하여 BDCCs의 횡단면(cross-sectional 

area, CSA)을 측정하였다. 비디오현미경을 이용한 횡단면의 간접

적인 측정은 세포 크기를 정확하게 측정 할 수 있다. BDCCs를 

matrigel이 코팅된 유리조각에서 밤새 배양한뒤 현미경에 부착되

어 있는 온도조절기에 옮겨 37oC에서 10∼20분 동안 등장액에 노

출시킨 후 각각의 실험에 따라 시약을 처리하고 매 1∼5분마다 영

상을 측정하였다[5]. BDCCs의 삼투 조절반응은 Olympus IX-70 

(Olympus Inc., Melville, NY, USA) 또는 Leica DMIR (Leica 
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Fig. 1. Effect of ATP on RVD of normal mouse BDCCs. 
Coadministration of ATP during hypotonic maneuver had no 
significant effect on the RVD of normal mouse BDCCs (n=10), 
compared to the untreated controls.

Fig. 3. Effect of Suramin on RVD of normal mouse BDCCs. 
Coadministration of Suramin (100 M) during hypotonic maneuver 
had no significant effect on the RVD of normal mouse BDCCs (n=9), 
compared to the untreated controls.

Fig. 2. Effect of Apyrase on RVD of normal mouse BDCCs. 
Coadministration of Apyrase (3 U/mL) during hypotonic maneuver 
had no significant effect on the RVD of normal mouse BDCCs 
(n=10), compared with the untreated controls.

Microsystems, Inc., Buffalo, NY, USA) 도립현미경을 이용하여 

횡단면의 변화를 측정하였다. 현미경을 컴퓨터에 연결하여 

OpenLab 영상 분석 소프트웨어(Improvision, Boston, MA, USA)

를 이용하여 분석하였다. 각각의 BDCCs 실험그룹과 대조그룹 모

두 tryphan blue 염색으로 생존율 검사를 하였다. 

5. 통계분석 

비디오현미경으로 측정된 모든 결과들은 산술평균±S.E.로 처

리하였다. 통계처리는 INSTAT statistical computer program 

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA)을 이용하여 Student’s 

t-tests로 처리하였다.

결  과

1. 세포외 ATP (extracellular ATP)가 RVD에 미치는 영향

RVD에 대한 ATP의 영향을 보기 위하여, 세포외 ATP를 담관세

포에 처리하였다. Fig. 1에서 보는바와 같이, BDCCs는 저장액에서 

10분 동안에 빠르게 CSA가 증가 하였으며, 그 후 정상 크기로 되돌

아 왔다[14]. 담관세포를 저장액에 노출하며 10 M 또는 1 mM 

ATP를 처리한 결과 RVD에 아무런 영향이 없었다(Fig. 1). 이러한 

결과에서 세포외 ATP 처리는 담관세포에 아무런 영향을 주지 않음

을 알 수 있었다.

2. 아피라아제(apyrase) 처리가 마우스 담관세포의 RVD에 

미치는 영향

RVD에 대한 ATP의 역할을 알아보기 위하여, ATP 가수분해 효

소인 아피라아제의 RVD에 대한 효과를 보기 위해 담관세포에 처리

하여 보았다. Fig. 2에서 보듯이, 아피라아제(3 U/mL)[15] 처리는 

정상 담관세포에서 RVD에 아무런 영향이 없었다. 이러한 결과들

은 아피라아제에 의한 세포외 ATP의 고갈이 정상 담관세포의 RVD

에 아무런 영향이 없었고, 그러므로 저장액에서 세포로부터 ATP가 

분비되어 세포외 ATP의 증가는 정상 담관세포의 RVD에 아무런 영

향이 없을 것으로 추측된다. 

3. 슈라민(suramin)이 담관세포의 RVD에 미치는 영향

ATP 신호를 전달하는 퓨리너직 수용체의 RVD에 대한 영향을 

보기위하여, P2X 와 P2Y 퓨리너직 수용체 차단제(blockers)인 슈

라민을 처리하였다. Fig. 3에서 보는 바와 같이, 슈라민(suramin, 

100 M)[15]을 담관세포에 처리하여 RVD에 미치는 영향을 알아
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Fig. 4. Effect of PKC inhibitor, Bisindolamide I on RVD of normal 
mouse BDCCs. Coadministration of Bisindolamide I (100 M) 
during hypotonic maneuver had no significant effect on the RVD 
of normal mouse BDCCs (n=7), compared to the untreated controls.

Fig. 5. Effect of PKC inhibitor, Ro 31-8220 on RVD of normal mouse 
BDCCs. Coadministration of Ro 31-8220 (100 M) during 
hypotonic maneuver had no significant effect on the RVD of normal 
mouse BDCCs (n=10), compared to the untreated controls.

보았으나 아무런 영향을 주지 않았다. 이러한 결과로, 퓨리너직 수

용체를 통한 ATP 신호의 신호 전달은 정상 담관세포의 RVD에 있어

서 중요한 영향이 없음을 알 수 있었다.

4. PKC 저해제가 담관세포 RVD에 미치는 영향

단백질 카이네이스 C (PKC) 경로가 RVD에 미치는 영향을 알아

보기 위하여 담관세포에 PKC 저해제(inhibitors)를 처리하여 보았

다. Fig. 4에서 보는 바와 같이, PKC 저헤제인 비신돌아마이드 I 

(Bisindolamide I, 100 nM)이 RVD에 아무런 영향을 주지 않았다. 

또한 다른 PKC 저해제인 Ro 31-8220 (100 nM)를 처리 하여 본바 

담관세포의 RVD에 아무런 영향을 주지 않았다(Fig. 5). PKC 신호 

경로는 담관세포의 RVD에 있어서 주요 역할을 하지 않음을 알 수 

있었다.

고  찰

담관세포의 크기 조절은 세포의 다양한 기능인 대사, 이온 전달, 

담즙분비, 그리고 유전자 발현 등에 있어서 중요한 영향을 준다

[16]. 많은 연구에서 ATP가 어떤 세포에서는 세포 크기 조절에 중

요한 역할을 수행하고 있는 것으로 알려져 있다[3,9]. 이것은 ATP

와 관련이 있는지 또는 ATP-연결 경로를 조절하는지 의견이 다양

하며, 그리고 세포 크기 조절에 있어서 퓨리너직 수용체 경로가 세

포의 RVD에 있어서 세포밖의 ATP 전달에 의해 발생하는지에 대해

서도 논란이 있다[3,9]. 담관세포의 RVD에 있어서 ATP의 역할을 

알아보기 위하여, 이와 관련된 다양한 연구를 하였다. 

세포외 ATP에 의한 세포 크기 조절을 직접적으로 알아보기 위하

여, 정상 마우스의 담관세포를 저장액에 노출시키며 ATP를 처리하

여 본 바, 세포외 ATP는 RVD에 아무런 영향을 주지 않았으며, 또한 

ATP 가수분해 효소인 아피라아제를 저장액에 노출하여 처리하였

으나 담관세포의 RVD에 아무런 영향을 주지 않았다. 이러한 결과

에서 ATP가 담관세포의 RVD에 있어서 주요 조절인자로서 작용을 

하는지에 대해 궁금하게 하였다.

더 나아가, 여러 연구에서 추측컨대, 분비된 ATP는 핵산-게이트 

이온 채널(nucleotide-gated ion channel)인 P2X 그리고 G-단백

질이 결합된(G-protein coupled) P2Y를 통해 퓨리너직 신호를 전

달하며, RVD에 영향을 준다고 하였다[17,18]. P2X와 P2Y 퓨리너

직 수용체 저해제인 슈라민(suramin)을 이용하여 RVD에서 퓨리

너직 수용체의 역할을 담관세포에서 알아보았으나[19] RVD에 아

무런 영향이 없었다. 

PKCa 신호 경로는 저장액에서 세포 팽대에 관여한다고 보고되

었다[20,21]. PKCa는 칼슘-감수성 PKC (Ca2
+-sensitive PKC)이

며 하나의 펩타이드 사슬(a single peptide chain)에 4개의 보존 영

역(conserved domains)을 갖고 있다. 이 영역은 두 가지 영역으로 

나누어지는데, 조절 영역(regulatory domains)인 C1 [phorbol 

12-myristate 13-acetate (PMA) 결합]과 디아실글리세롤[dia-

cylglycerol (DAG)]/C2 (칼슘 결합, bind Calcium) 그리고 촉매 영

역(catalytic domains)인 C3 (ATP 결합)이다[21]. PKC 경로 저해

제인 비신돌아마이드(bisindolamide) I과 Ro 31-8220 를 BDCCs

에 처리하였으나 RVD에 아무런 영향을 주지 않았으며, 중요한 역

할을 하지 않음을 알 수 있다.

이러한 결과에서 볼 때 칼슘, ATP, 퓨리너직 수용체, 그리고 PKC 

경로는 담관세포의 RVD에 있어서 중요한 역할을 하지 않음을 알 
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수 있었다. 원시적 담관세포들(primary cholangiocytes)의 결과

들은 암 세포주들과 다른 결과를 보였으며, 담관세포에 대해서는 

아직도 정확하게 밝혀지지 않았다. 그러므로 담관세포의 RVD에 

대한 신호 경로를 이해하기 위해서는 더 많은 연구가 필요하다. 연구를 

통해 어떤 신호 경로들 또는 이온 채널들이 담즙 울체성 간질환(biliary 

cholestatic liver disease)의 치료에 효과적인지를 밝혀야 할 것이다. 

요  약

ATP 분비 경로는 담관세포종 세포주를 포함한 일부 세포의 RVD 

조절에 있어서 주요한 조절 역할을 수행할 것으로 생각되나, 정상 

담관세포의 RVD에 있어서의 역할은 잘 알려져 있지 않다. 정상 담

관세포의 RVD에 있어서 세포 외 ATP와 ATP 경로의 역할을 알아보

기 위하여, 정상마우스에서 담관세포를 분리하여 연구에 이용하였

다. BDCCs의 크기 변화는 정량측정 비디오현미경을 이용하여 횡

단면을 간접 측정하였다. 정상마우스의 BDCCs의 횡단면은 저장

액에서 노출한 후 10분에 1.20±0.02 (n=20)이었으나, 40분에는 

1.06±0.03로 감소하였다. ATP와 ATP 가수분해 효소인 아피라아

제 또는 P2 수용체 차단제인 슈라민 RVD 과정 중에 처리 하였으나 

처리하지 않은 대조군과 중요한 차이를 보이지 않았다. 더 나아가, 

PKC 저해제인 비신돌아마이드 I 과 Ro 31-8220을 처리하여 RVD

에 미치는 영향을 알아 보았으나 대조군과 중요한 차이를 보이지 

않았다. 이러한 결과들에서 정상 마우스 담관세포는 담관세포종 세

포주와 다른 결과를 보였으며, 정상 마우스의 RVD에 있어서 ATP

는 중요한 역할을 하지 않음을 알 수 있었다.
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