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GLP-1 Can Protect Proinflammatory Cytokines Induced Beta Cell Apoptosis through 
the Ubiquitination
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Background: Proinflammatory cytokines are one of the causes of diabetes mellitus. However, the exact molecular mechanism by 
which proinflammatory cytokines induce β-cell death remains to be clearly elucidated. Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) affects the 
stimulation of insulin secretion and the preservation of β-cells. Additionally, it may exert an antiapoptotic effect on β cells; however, 
the mechanism underlying this effect has yet to be demonstrated. Therefore, we investigated the protective effects of GLP-1 in endo-
plasmic reticulum (ER)-mediated β-cell apoptosis using proinflammatory cytokines.
Methods: To induce ER stress, hamster insulin-secreting tumor (HIT)-T15 cells were treated using a mixture of cytokines. Apoptosis 
was evaluated via MTT assay, Hoechst 33342 staining, and annexin/propidium iodide (PI) flow cytometry. The mRNA and protein 
expression levels of ER stress-related molecules were determined via PCR and Western blotting, respectively. Nitric oxide was mea-
sured with Griess reagent. The levels of inducible nitric oxide synthase (iNOS) mRNA and protein were analyzed via real-time PCR 
and Western blot, respectively. iNOS protein degradation was evaluated via immunoprecipitation. We pretreated HIT-T15 cells with 
exendin (Ex)-4 for 1 hour prior to the induction of stress. 
Results: We determined that Ex-4 exerted a protective effect through nitric oxide and the modulation of ER stress-related molecules 
(glucose-regulated protein [GRP]78, GRP94, and CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein [CHOP]) and that Ex-4 
stimulates iNOS protein degradation via the ubiquitination pathway. Additionally, Ex-4 also induced the recovery of insulin2 mRNA 
expression in β cells.
Conclusion: The results of this study indicate that GLP-1 may protect β cells against apoptosis through the ubiquitination pathway. 
(Endocrinol Metab 26:142-149, 2011)
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서  론

비만은 당뇨병의 가장 중요한 환경적 요인이며, 특히, 복부비만은 

인슐린 저항성 유발의 가장 중요한 원인이다. 증가된 지방세포에 대

식세포 침윤과 활성화된 대식세포에서 분비되는 염증인자와 inter-

leukin-1β (IL-1β), tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-

6) 같은 사이토카인의 분비 증가로 염증반응을 자극하며, 이에 따른 

T 세포 활성화는 다시 TNF-α, interferon-γ (IFN-γ) 같은 사이토카인 

분비를 자극하여 결국에는 췌장세포에서의 자연사(apoptosis)를 유

도한다. 전염증성 사이토카인은 산화질소(nitric oxide, NO) 생성과 

산화스트레스 증가 및 소포체 스트레스 증가 등 여러 가지 기전에 

의해 베타세포 부전을 유발하나 확실한 기전은 알려져 있지 않으며, 

제1형 당뇨병 역시 사이토카인과 관련된 여러 가지 염증 반응 및 면

역 반응이 관계되어 있으나 확실한 기전은 알려져 있지 않다[1]. 

최근 새로 개발된 glucagon-like peptide-1 (GLP-1)은 인크레틴 호

르몬으로 영양분이 장관 내에서 흡수되는 동안 소화기관에서 분비
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되어 혈당 의존적 인슐린 분비(glucose dependant insulin secretion) 

작용을 한다. GLP-1은 혈당 강하 작용 외에도 췌장의 베타세포 증식

이나 췌도 사멸에도 영향을 주어 베타세포의 양을 유지시키는 역할

을 가진다[2]. 본 연구팀의 이전 연구[3,4]에서 햄스터 유래 베타세포

주에 2-디옥시글루코스(2-deoxy-D-glucose) 처리를 통한 소포체 스

트레스를 유발하여 베타세포 자연사를 유도하였으나, GLP-1을 전처

리한 베타세포주에서는 소포체 스트레스를 감소시켜 베타세포 보

호효과를 보여, 인크레틴 호르몬이 소포체 스트레스에도 보호작용

이 있음을 증명하였다. 

GLP-1의 처리가 산화스트레스에 의한 소포체 스트레스 반응의 

해소나 고혈당에 의한 산화스트레스의 해소에도 관여하기에 본 연

구는 당뇨병 유발 원인 물질 중 하나인 전염증성 사이토카인이 베타

세포 부전을 일으키는 기전과 새로운 당뇨병 치료제인 GLP-1의 사

이토카인에 의한 췌장보호효과 여부와 기전을 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재료

전염증성 사이토카인(TNF-α, INF-γ, IL-1β)은 R&D system (Min-

neapolis, MN, USA) 제품을 구입하였고, MTT (3-[4,5-dimethythia-

zol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)와 hoechst 33342는 Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) 제품을 구입하였으며, exendin 

(Ex)-4는 Bachem Bioscience Inc. (King of Prussia, PA, USA), An-

nexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC) apoptosis detection kit는 

Becton Dickinson Bioscience Inc. (San Jose, CA, USA)로부터 구입

하였다. 세포 배양을 위해 필요한 RPMI-1640, fetal bovine serum 

(FBS), trypsin-EDTA 및 penicillin-streptomycin 등은 Gibco-BRL 

(Grand Island, NY, USA)에서 구입하였다. 웨스턴 블롯(western blot) 

분석을 위한 일차항체로 mouse monoclonal anti-KDEL (GRP78, 

GRP94; StressGen, Victoria, BC, Canada), rabbit anti-eIF2α, rabbit 

anti-Ser51 phospho specific eIF2α (Cell Signaling, Beverly, MA, 

USA), rabbit anti-GADD 153 (CHOP), anti-inducible nitric oxide syn-

thase (iNOS) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-

ubiquitin 및 anti-β-actin (internal control) (Sigma, St. Louis, MO, 

USA) 등을 사용하였고, 이차항체는 Amersham Pharmacia Biotech-

nology Inc. (Tokyo, Japan)에서 구입하여 사용하였다. 그 외 전기영

동에 필요한 시약은 Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules, CA, USA)

에서 구입하였다. 

2. 세포주 및 배양

본 연구에는 햄스터 유래의 인슐린분비세포주인 HIT-T15 세포

(74-80 passage)를 사용하였다. 사용된 배지는 RPMI-1640에 10% 

FBS 및 100 unit/mL의 penicillin, 100 mg/mL의 streptomycin을 첨

가하여 사용하였고, 95%의 습도가 유지되는 37℃ 5% CO2 환경에서 

배양하였다. 세포밀도(confluence)가 약 70-80%에 이르면 PBS로 세

척하고 0.05% Trypsin을 처리하여 계대배양하였다. 계대배양하고 2

일 후에 0.5% FBS가 들어있는 RPMI-1640 배지로 교체하여 12시간 

배양한 후, 주어진 시간과 농도에 따라 실험하였다.

3. 세포 생존 및 유세포 분석 

MTT 분석은 세포주를 24-well plate에 1 × 105 cells/mL로 분주하

고, 48시간 동안 배양한 후, 혼합된 사이토카인을 농도에 따라 처리

하였다. Ex-4 (25 nM)는 혼합된 사이토카인 처리 1시간 전에 처리하

여 반응시킨다. 각 well에 PBS 완충액에 녹인 MTT (5 mg/mL) 용액

을 첨가하여 4시간 동안 반응 후, well 바닥에 형성된 formazan이 

흩어지지 않게 상층액을 제거한 후 DMSO 250 μL를 첨가하여 용해 

후 ELISA reader (Molecular Devices Emax, Sunnyvale, CA, USA)를 

이용하여 540 nm (ref. 650 nm)에서 흡광도를 측정하였다. Hoechst 

33342 염색은 6-well plate에 2 × 105 cells/well로 48시간 동안 배양

하여 Ex-4를 1시간 동안 전처리한 후 혼합된 사이토카인을 투여하

였다. PBS완충액으로 2회 세척하고 10% formalin을 처리하여 4시간 

고정한 후 다시 PBS로 세척하고 hoechst 33342로 30분 동안 염색하

였다. 염색 후 PBS로 세척하고 형광현미경(Olympus BX51: Olympus 

Corp., Tokyo, Japan)하에서 400배로 관찰하였다. 유세포 분석은 세

포(1 × 106 cells/well)를 회수하여 원심 분리한 후, 세포 pellets을 

PBS로 현탁시킨 뒤 원심 분리하여 형성된 pellets을 FITC가 결합된 

annexin V와 PI 염색용액에 재현탁시켜 암실, 실온에서 15분간 반응

하였다. 염색된 세포들은 FACS can (Becton Dickinson, San Jose, 

CA, USA)으로 분석하고, Cell Quest Pro 소프트웨어로 각 사분획의 

세포들을 계산하였다. 

4. �실시간 역전사 중합효소연쇄반응 

 (Real-time reverse transcription PCR) 

Total RNA는 Trizol 시약(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)으로 추출 

후 동등한 양의 total RNA는 ImProm-ⅡTM reverse transcriptase 

(Promega Corp., Madison, WI, USA)와 oligo (dT) primer를 사용하

여 cDNA를 합성하였다. 실시간 역전사 중합효소연쇄반응을 위한 

primer는 GenBank의 염기서열을 기준으로 100 bp 내외로 합성하였

다. 실시간 역전사 중합효소연쇄반응은 cDNA 1 μg, forward primer 

2 pmol, reverse primer 2 pmol, SYBR Premix Ex Taq (Takara Bio 

Inc., Otsu, Japan) 10 μL를 혼합하여 총 20 μL 반응용액으로 Opti-

con System (MJ Research Inc., Waltham, CA, USA)을 사용하여 시

행하였다. 

5. 웨스턴 블롯 분석 

웨스턴 블롯 분석은 배양된 세포 배지를 제거하고 PBS로 2회 세
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척한 후, Proprep-protein extraction solution (Intron Biotechnology, 

Seoul, Korea)으로 용해시켰다. 동량의 단백질(20 μg)을 4-20% SDS-

PAGE gel에서 전기영동하여 전개시킨 후에 크기 별로 분리된 단백

질은 니트로셀룰로스막으로 이동시켰다. 항체와 단백질 간의 비특이

적인 결합을 차단하기 위하여 blocking buffer (5% skim milk in 

PBST [0.01% Tween 20 in PBS])에서 실온 1시간 동안 교반하였다. 

Blocking시킨 membrane은 일차 항체를 실온에서 2시간 동안(anti-

KDEL은 1:1000, anti-β-actin은 1:5000, 그리고 그 외 다른 항체는 

1:500으로 blocking buffer에 희석) 반응시킨 후, HRP가 연결되어 있

는 이차 항체(anti-mouse IgG, anti-rabbit IgG; 1:500 희석)를 실온에

서 1시간 동안 반응하였다. 반응된 단백질은 HRP Chemilumines-

cent Substrate Reagent 키트(Millipore Corp., Billerica, MA, USA)를 

이용하여 X-ray 필름에 감광시켜 특이적 band를 확인하였다. 

6. 질소 생성 측정 

본 연구에서는 Griess reagent system kit (Promega Corp., Madi-

son, WI, USA)를 이용하여 질소의 활성도를 측정하였다. 96-well에 

배양된 세포의 상등액을 50 μL씩 넣은 후, sulfanilamide 용액을 50 

μL을 가하고 10분간 실온에서 빛을 차단하여 반응시켰다. 그 후 0.1% 

N-naphthylenediamine 2 HCl액 50 μL를 각 well에 넣고, 10분 후 

ELISA reader (Molecular Devices Emax, Sunnyvale, CA, USA)를 이

용하여 540 nm의 파장에서 측정하였다. 질소의 생성은 질소표준곡

선을 기준으로 산출하였다.

7. 면역 침강법 

배양된 세포로부터 추출한 총 1,000 μg 단백질은 단백질 분해 저

해제들을 첨가한 lysis buffer (20 mM Tris-HCl [pH 7.5], 150 mM NaCl, 

1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 2.5 mM sodium pyro-

Fig. 1.  After exposure to mixture of cytokines, HIT-T15 cells apoptosis increased by doses of cytokines mixture. A. Cells viability was measured with the MTT as-
say. HIT-T15 cells were pretreated Ex-4 for 1 hour before mixture of cytokines treatment. B. After treated of mixture of cytokine, effects of the Ex-4 on cell viability 
were measured by MTT assay. C. Proinflammatory cytokines induced apoptotic nuclei reduced via Ex-4. Fixed cells were stained with hoechst 33342 D. Flow cyto-
metric analysis of apoptosis of HIT-T15 cells exposed to 72 hours. *** < 0.001 vs. control cells; ### < 0.001 vs. CTYs alone.
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phosphate, 1 mM-glycerol phosphate) 200 μL와 Protein A/G 아가

로스(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)를 섞어 1시

간 동안 부드럽게 교반하면서 반응시켰다. 5000 rpm에서 1분간 원

심분리하여 침전물을 제거함으로써 아가로스에 비특이적으로 결합

하는 단백질을 제거하였다. 그 후, 단백질들은 1차 항체(anti-ubiqui-

tin [Sigma, St. Louis, MO, USA], 1:500)와 4℃에서 12시간 동안 반응

시킨 후, Protein A/G 아가로스를 넣어 다시 4℃에서 1시간 반응시켰

다. 세척 후, 2500 rpm에서 5분 동안 원심 분리하여 얻어낸 immune-

complex에 2 protein sample buffer (300 mM Tris [pH 6.8], 4% SDS, 

20% glycerol, 10% mercaptoethanol)를 넣고 100℃에서 5분간 끓인 

후, Anti-iNOS 항체로 웨스턴 블롯 분석을 하였다. 웨스턴 블롯 분석

은 앞의 재료 및 방법 부분에 설명한 것과 동일하게 하였다.

8. 통계 분석 

모든 자료의 처리는 SPSS-PC+ 통계 package (Version 14.0, Chi-

cago, IL, USA)를 사용하여 처리하였다. 각 실험은 3회 이상 반복하

였으며, 항목에 따라 백분율과 평균치를 ± 표준편차(SD)를 구하고 각

각의 조건에서 비교하기 위해 분산분석(analysis of variance, ANOVA)

을 시행하여 값을 구하고 post-hoc으로 대조군과 각 구간의 유의성 

차이를 검증하였다. 통계적 유의성은 P < 0.05 수준에서 평가하였다.

결  과

1. �전염증성 사이토카인에 의한 베타세포주의 자연사에 대한 Ex-4  

 보호효과

전염증성 사이토카인을 각각 저농도(TNF-α: 25 ng/mL, INF-γ: 25 

ng/mL, IL-1β: 5 ng/mL), 중간농도(TNF-α: 50 ng/mL, INF-γ: 50 ng/

mL, IL-1β: 10 ng/mL), 고농도(TNF-α: 100 ng/mL, INF-γ: 100 ng/mL, 

IL-1β: 20 ng/mL)로 18시간 동안 처리하였을 때, 각각 98%, 59.4%, 

38%의 생존율을 보여 중간 농도를 베타세포의 세포사멸 실험을 위

한 농도로 결정하였다(Fig. 1A).

전염증성 사이토카인에 의해 유도되는 베타세포 자연사에 대한 

GLP-1의 보호효과를 알아보고자, GLP-1 수용체 작용제인 Ex-4 (25 

nM)를 1시간 전에 전처리하여 MTT분석, hoechst 33342 염색과 유

세포 분석을 시행하였다. MTT 분석 결과 전염증성 사이토카인 처

리 후 대조군에 비해 55.4%의 생존율을 보이는데 반해 Ex-4 투여 시 

87.9%로 유의하게 생존율이 증가하는 것을 알 수 있었다(Fig. 1B). 

Ex-4의 세포사멸에 대한 보호효과를 다시 확인하기 위해 hoechst 

33342 염색을 시행하였고, 전염증성 사이토카인에 의해 유발된 베

타세포 자연사가 Ex-4 처리하였을 때 줄어듦을 다시 한번 확인하였

다(Fig. 1C). 세포 자연사 및 괴사를 더 자세히 확인하고자 Annexin 

V와 PI 이중 염색 후, 유세포 분석을 시행한 결과 대조군의 세포사

멸은 25.37%이었으나 전염증성 사이토카인 처리 후 67.36%로 증가

Fig. 2.  HIT-T15 cells were pretreated with Ex-4, forskolin, H89. After 1 hour, HIT-T15 cells were treated with mixture of cytokines for 48 hours. A. After treated of 
mixture of cytokines, effect of the Ex-4, forskolin, H89 on GRP 78, 94 and CHOP were determined by densitometry analysis. B. Western blotting of GRP78,94 and 
CHOP. * < 0.05, ** < 0.01, *** < 0.001 vs. control cells; # < 0.05, ## < 0.01 vs. CTYs alone; $ < 0.05, $$ < 0.01, $$$ < 0.001 vs. Ex-4 in treated CYTs.
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하였으며, Ex-4 처리 후 세포 자연사가 34.66%로 감소하였다(Fig. 1D). 

Ex-4의 주된 경로인 PKA를 저해하는 H89를 전염증성 사이토카인

과 Ex-4를 같이 처리한 경우엔 Ex-4 처리 전의 상태인 51.21%로 세

포사멸이 다시 증가하여, Ex-4의 베타세포 보호효과는 PKA 경로를 

통해서 이루어짐을 확인하였다(Fig. 1D). 

2. 전염증성 사이토카인에 의해 유도되는 소포체 스트레스 

전염증성 사이토카인에 의한 세포의 자가사멸에 소포체 스트레

스가 관여하는지 알아보기 위해 소포체 샤페론 GRP78, 94 및 세포

사멸과 관련된 전사유전자인 CHOP (C/EBP homologous protein)의 

발현을 확인하였다. 전염증성 사이토카인 처리 시 GRP78, 94, CHOP 

mRNA 발현이 증가하였고 이러한 결과는 단백질 발현 변화를 통해

서도 확인하였다(Fig. 2). 전염증성 사이토카인에 의해 유발된 소포

체 스트레스에 대한 Ex-4의 보호효과를 확인하기 위해 Ex-4 (25 nM)

를 1시간 전에 전처리 한 후 전염증성 사이토카인을 처리하여 소포

체 스트레스와 관련된 단백질 변화를 보았다. Ex-4 투여 시, 사이토

카인에 의해 증가된 GRP 78, 94, CHOP의 발현이 대조군과 비슷한 

수준으로 감소하였으며, 이는 단백질 발현 변화에서도 비슷하였다. 

Ex-4의 주된 경로인 cAMP를 자극하는 forskolin을 Ex-4 대신 사용

한 경우 GRP 78, 94, CHOP의 발현이 Ex-4 투여했을 때와 비슷하게 

감소하였고, 단백질 발현 역시 감소하여 Ex-4의 베타세포 보호효과

가 cAMP를 통해 이루어짐을 확인하였다. 다음으로, PKA 경로를 저

해하는 H89을 사이토카인, Ex-4와 함께 처리한 경우, 소포체 샤페

론이 Ex-4 투여 전의 수준으로 다시 증가하였고, CHOP의 발현 역시 

증가하였다(Fig. 2).

3. iNOS 발현 및 산화질소에 대한 Ex-4의 효과

전염증성 사이토카인에 의한 소포체 스트레스에 산화질소가 관

여되는지 알아보기 위해 NO, iNOS mRNA, iNOS 단백질의 발현 변

화를 실시간 역전사 중합 효소 연쇄 반응과 웨스턴 블롯 분석을 통

하여 확인하였다. 사이토카인 처리 시 대조군에 비해 iNOS mRNA, 

iNOS 단백질, NO의 발현은 의미 있게 증가하였다. Ex-4를 투여했을 

경우엔 iNOS 단백질, NO는 감소하였으나, iNOS mRNA는 변화 없었

고(Fig. 3), forskolin 처리 후에도 iNOS mRNA 양에는 변화를 보이지 

않아, Ex-4의 소포체 스트레스에 대한 보호효과는 iNOS mRNA 수

준에서 일어나기보다는 iNOS 단백질 분해와 관련됨을 확인하였다. 

4. iNOS 단백질 분해에 대한 Ex-4의 효과

Ex-4가 iNOS 단백질 분해를 증가시켜 소포체 스트레스를 감소시

키는지 확인하고자, iNOS 단백질 분해와 관련된 유비퀴틴화를 확인

하였다. 전염증성 사이토카인으로 증가되었던 iNOS 단백질은 Ex-4

사용 시 iNOS 단백질의 유비퀴틴화가 증가되어 단백질이 분해됨을 

Fig. 3.  HIT-T15 cells were pretreated with Ex-4, forskolin, H89. After 1 hour, HIT-T15 cells were treated with mixture of cytokines for 48 hours. A. After treated of 
mixture of cytokines, effect of the Ex-4, foskolin, H89 on nitric oxide were determined by densitometry analysis. B. Western blotting of iNOS protein. C. After treated 
of mixture of cytokines, effect of the Ex-4, forskolin, H89 on iNOS mRNA were determined by densitometry analysis. *** < 0.001 vs. control cells; # < 0.05, ### < 0.001 
vs. CTYs alone; $$$ < 0.001 vs. Ex-4 in treated CYTs.
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확인할 수 있었고, 이는 H89을 통해서도 다시 한번 확인하였다(Fig. 

4A). 다음으로 Ex-4가 유비퀴틴화 및 탈유비퀴틴화(deubiquitination)

와 관련된 효소의 발현을 통해 단백질 분해를 조절하는지 알아보았

다. 사이토카인은 탈유비퀴틴화 효소(deubiquitination enzyme)인 

Uch-L1 mRNA 발현을 증가시켜 iNOS 단백질의 유비퀴틴화를 감소

시킴으로 인해 산화질소가 증가되어 소포체 스트레스를 유발하고, 

Ex-4는 탈유비퀴틴화 효소인 Uch-L1 mRNA 발현을 감소시켜 iNOS 

단백질의 분해를 증가시켜 산화질소 감소에 따른 베타세포의 소포

체 스트레스를 줄였다(Fig. 4B). 이는, cAMP 자극제인 forskolin이나 

GLP-1의 경로 억제제인 H89을 통해서도 다시 한번 확인하였다 그러

나, 탈유비퀴틴화 효소인 UbcH5, Parkin은 Ex-4의 처리 시 변화를 

보이지 않았다(Fig. 4C). 세포자멸사에 대한 Ex-4의 인슐린 분비 회

복여부를 확인하고자 insulin2 mRNA 실시간 역전사 중합 효소 연

쇄 반응을 시행하였다. Ex-4의 투여는 사이토카인 처리 후 줄어들었

던 인슐린분비를 다시 회복시킴을 insulin2 mRNA를 통해 확인하였

다(Fig. 4D).

고  찰

본 연구는 베타세포주인 HIT-T15 세포주를 이용하여 전염증성 

사이토카인 처리시 iNOS의 발현 증가 및 산화질소생성 증가를 통

해 소포체 스트레스가 유발되며, 이에 의해 베타세포주의 자연사가 

증가됨을 관찰하였으며, 베타세포 보호효과가 있는 GLP-1수용체 유

사체인 Ex-4를 전처리하였을 때 전염증성 사이토카인에 의한 유발

된 베타세포주의 자연사가 억제되는 것을 확인하였다. 또한 전염증

성 사이토카인에 의한 베타세포의 자연사에 있어 Ex-4의 보호효과

의 기전을 소포체 스트레스에 연관하여 증명하고자 하였다. 

베타세포주의 사멸에 대한 사이토카인의 영향을 보기 위해서는 

사이토카인의 사용은 단독이나 두 가지 사이토카인 처리하는 것은 

세포사멸 유도가 적절치 않아[5], 세 가지의 사이토카인 혼합을 사

용하여 강한 상승효과(synergy effect)를 얻을 수 있다[6]. 따라서 본 

연구에서는 전염증성 사이토카인에 의한 베타 세포주의 자연사를 

확인하기 위하여 TNF-α, IL-1β와 IFN-γ를 혼합하여 사용하였다. 

혼합된 사이토카인은 소포체 스트레스와 관련된 분자인 GRP78, 

GRP 94의 발현을 증가시켜, 이를 통해 소포체 스트레스가 유발되었
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고, proapoptotic 경로에 관여하는 CHOP 발현을 증가시켜 베타세포 

사멸을 유발하였다. 그러나 Ex-4를 베타세포주에 전처리한 경우, 소

포체 스트레스 인자(GRP78, 94)와 CHOP의 발현이 감소되었고(Fig. 

2), MTT, hoechst 33342 및 유세포 분석에서도 베타세포 사멸이 줄

어듦을 알 수 있다(Fig. 1). Ex-4의 효과를 다시 증명하기 위해 Ex-4

의 효과를 나타내는 이차 전령사인 cAMP를 직접적으로 자극하는 

forskolin을 사용하였을 때도 같은 결과가 확인됨으로써 Ex-4가 사

이토카인에 의한 베타세포 사멸에 대한 보호 효과가 있음을 세포수

준에서 확인하였다. 췌장의 베타세포는 소포체가 잘 발달되어 있는 

것이 특징으로 사이토카인은 주로 소포체 스트레스를 통해 베타세

포 자연사를 유발하나, 그 외 다른 기전으로는 소포체 칼슘 농도를 

조절하는 SERCA2b (sarcoendoplasmic reticulum pump Ca2+ ATPase 

2b) 유전자 발현을 감소시켜, 소포체의 칼슘 고갈을 유도하여 소포

체 스트레스를 유발하거나[7], chemokine ligand인 CXCL10 (chemo-

kine ligand 10)을 발현시켜 STAT-1 (signal transducers and activa-

tion of transcription)을 통해 염증과 베타세포 자연사를 유도하여 

당뇨병을 유발한다[8]. 

다음 실험으로, 사이토카인에 의한 소포체 스트레스에 NO의 생

성 증가와 iNOS의 발현증가가 관련이 있는지 확인하고자 웨스턴 블

롯 분석과 실시간 역전사 중합 효소 연쇄 반응을 시행하였다. 사이

토카인은 소포체 스트레스와 연관된 iNOS와 NO 생성을 증가시키

며 Ex-4와 cAMP 자극제인 forskolin의 전처리는 iNOS, NO의 양을 

감소시켜 소포체 스트레스로부터 벗어났다. Kharroubi 등[7]은 사이

토카인이 NF- κB (nuclear factor κB)를 통한 iNOS와 MCP-1 (mono-

cyte chemoattractant protein-1)의 발현을 증가시키고 NO의 양을 

증가시켜 소포체 스트레스 유발을 보고하였다. 다른 연구에서 사이

토카인과 소포체 스트레스의 관계를 보면, INF-γ와 IL-1β는 iNOS 의

존적 SERCA2b의 발현을 억제함으로써 소포체 스트레스를 유도하

며[9], TNF-α는 NF-κB를 활성화시켜 세포질에서 핵 내로의 이동을 

촉진시키며[10], 쥐의 췌장에 IL-1β와 TNF-α를 같이 처리한 경우 베

타세포 자연사를 유발하였는데, 두 사이토카인 모두 NO 발현이 증

가됨을 확인하였다[11]. INF-γ 와 IL-1β 역시 췌도 세포에서 NO 의존

적 베타세포 부전을 유발한다[5]. 즉, 이 세가지 사이토카인의 공통

된 베타세포 부전 경로는 NO 의존적이며, 단일 사이토카인의 사용

보다는 혼합된 사이토카인의 사용이 NO의 생산 및 베타세포 부전 

유발을 촉진시킴을 알 수 있다. 본 연구는 Ex-4를 전 처리했을 때 소

포체스트레스를 유발하는 NO의 생성을 감소시켜 사이토카인에 의

한 베타세포 보호효과를 확인하였다. 이는 Ex-4뿐만 아니라, for-

skolin의 사용 시도 NO를 감소시켜, 산화스트레스로부터 베타세포

를 보호하는 효과를 보였으며, Ex-4는 사이토카인에 의해 줄었던 인

슐린 분비도 다시 증가시켰다. 

Ex-4의 베타세포 보호효과는 iNOS, NO의 단백질 양의 감소에 기

인한 것이며, iNOS mRNA 발현에는 모두 영향이 없었다. 따라서 단

백질 분해와 관련된 유비퀴틴화에 대해 면역 침강법을 시행하였고, 

Ex-4가 유비퀴틴화를 증가시켜 iNOS 단백질 분해를 증가시킴을 확인

하였다. 이는 최근 보고된 연구결과[12]와 일치하는 것으로, RINm5F 

베타 세포주에 IL-1β 처리 시 iNOS 발현이 증가하였고, Ex-4를 전처

리한 경우는 iNOS 발현이 줄어 들었으나, iNOS mRNA에는 변화가 

없었고 iNOS 단백질의 양이 감소되어 Ex-4가 단백질의 분해와 연관

성이 있음을 보고하였다. 이 연구 결과는 Ex-4의 베타세포 보호효과

를 전사수준에서가 아니라 전사 후 과정에 Ex-4가 관여함을 증명하

여, Ex-4는 iNOS의 단백질 분해에 연관성이 있음을 알 수 있었다. 본 

연구 역시 Ex-4에 의한 산화질소 감소가 전사 후 과정에서 관여됨을 

확인하여 단백질 수준에서의 NO의 조정이 일어남을 확인하였다. 

유비퀴틴-프로테아좀 경로(Ubiquitin-proteasome pathway)는 단

백질 조절에 있어서 중요한 역할을 한다. 이러한 경로를 통해 증식, 

분화, 신호전달, 전사조절과 스트레스 반응을 조절하여 세포 내 단백

질 전달과정을 조절하는 것으로 알려져 있다[13]. 유비퀴틴 시스템은 

유비퀴틴이 표적 단백질과 결합하여 유비퀴틴-프로테아좀 경로를 

통해 단백질의 분해 통해 표적 단백질양을 감소시키고, 탈유비퀴틴

화는 유비퀴틴과 반대 작용으로 탈유비퀴틴 효소에 의해 단백질에 

붙어 있는 유비퀴틴들을 떼어내어 목표 단백질이 분해되지 않도록 

단백질을 조절하는 중요한 시스템이다. 90%의 부분 췌장 절제술

(partial pancreatectomy) 시행 후 만성 고혈당에 노출되면 이러한 

유비퀴틴화와 관련된 유전자 발현이 감소한다. 베타세포는 고혈당

이나 산화 스트레스에 민감하여 이러한 인자들은 베타세포의 유비

퀴틴-프로테아좀 경로를 활성화시켜 베타세포 기능이상에 중요한 

역할을 한다. 췌도에는 UbcH5, Parkin, β-TCRP 같은 유비퀴틴 효소

와, Uch-L1 같은 탈유비퀴틴 효소가 존재한다. 본 연구에서처럼 사

이토카인은 탈유비퀴틴 효소의 발현을 증가시켜 iNOS 단백질의 유

비퀴틴화를 억제하여 분해를 막지만, UbcH5, Parkin, β-TCRP 같은 

유비퀴틴 효소 발현에는 영향을 미치지 않았다. 즉, Ex-4는 Uch-L1 

같은 탈유비퀴틴 효소의 발현을 감소시켜 iNOS 단백질의 유비퀴틴

화를 증가시켜 산화질소 감소를 통해 베타세포를 보호하였다.

결론적으로 전염증성 사이토카인에 의한 HIT-T15 베타세포주의 

소포체 스트레스는 산화질소의 증가를 통해 유발되었고, 소포체 스

트레스에 의한 소포체 샤페론 GRP78, 94와 CHOP의 증가는 베타세

포주의 사멸을 유도하였다. 이는 GLP-1 수용체 자극제인 Ex-4에 의

해 소포체 샤페론의 감소 및 Uch-L1 같은 탈유비퀴틴 효소의 발현

을 감소시켜 다유비퀴틴화에 따른 iNOS 단백질 분해로 인한 산화

질소 양의 감소는 소포체 스트레스 반응을 제어하는 것으로 나타나

게 되고, 이는 인슐린 유전자의 발현 또한 향상시킨다. 이러한 연구

결과는 GLP-1이 소포체 스트레스를 유발할 수 있는 여러 단계의 과

정을 조절하여 소포체 스트레스에 따른 베타세포의 보호효과를 기

대해 볼 수 있으며, 당뇨병의 예방 및 치료에 중요한 역할을 할 수 있

음을 시사한다. 
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