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서    론

당뇨병은 포도당 감작 조절의 이상, 인슐린분비장애, 자

가면역 기전에 의한 베타세포의 파괴, 말초 인슐린저항성에 

대한 부적절한 보상 등의 여러 가지 원인에 의해 베타세포

가 인슐린을 부적절하게 분비하여 결과적으로 지속적인 고

혈당 상태를 나타내는 질환으로 이러한 만성적인 고혈당으

로 인해 고지혈증, 고혈압 등의 전신질환이 발생한다1,2). 이
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 Abstract

Background: Insulin receptor substrate 2 (IRS-2) is a key regulator of beta cell proliferation and apoptosis. 

This study was aimed to investigate effect of the glucolipotoxicity on apoptosis in INS-1 cell, and the effect 

of Exendin-4, a GLP-1 receptor agonist, on IRS-2 expression in the glucolipotoxicity induced INS-1 cell. The 

goal was to discover the new action mechanism and function of Exendin-4 in beta cell apoptosis.

Method: INS-1 cells were cultured in glucolipotoxic condition for 2, 4 or 6 days and were categorized as G 

groups. Another group in which 50 nM Exendin-4 was added to INS-1 cells, cultured in glucolipotoxic 

condition, were named as Ex-4 groups. We investigated the expression of IRS-2 by RT-PCR, phosphorylated 

IRS-2 and phosphorylated Akt protein levels by western blot. We measured the apoptosis ratio of INS-1 cell 

in glucolipotoxic condition by TUNEL staining in both groups.

Result : IRS-2 expression of INS-1 cells decreased with correlation to the time of exposure to glucolipotoxic 

condition. pIRS-2 and pAkt protein levels decreased in the similar pattern in glucolipotoxicity group. 

However, this effect of glucolipotoxicity on INS-1 cell was inhibited by the Exendin-4 treatment. In the Ex-4 

groups, IRS-2 expression, pIRS-2 and pAkt protein levels remained at the similar level to low glucose 

condition state. Also, apoptosis induced by glucolipotoxicity was suppressed by Exendin-4 treatment 

significantly.

Conclusion: We showed that the long-term treatment of Exendin-4 inhibited the apoptosis of beta cells 

significantly in glucolipotoxic condition and that this effect of Exendin-4 was related with IRS-2 and Akt 

among the beta cell's intracellular signal transduction pathway. (KOREAN DIABETES J 32:102-111, 2008)
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러한 당뇨병을 치료하기 위해서 20세기 후반부터 단순한 인

슐린의 투여 이외에 근본적으로 베타세포의 보존과 회복을 

유도할 수 있는 다양한 치료 방법에 대하여 많은 연구가 이

루어지고 있다. 제2형 당뇨병에서 췌장의 베타세포 기능은 

진단 시 이미 정상의 50% 이하로 감소되어 있으며
3) 시간이 

지날수록 점차 악화된다고 이미 알려져 있다
4,5). 또한, 사람

의 췌장 조직을 이용한 연구에서 제2형 당뇨병환자의 베타

세포 용적은 정상 대조군에 비해 60% 이상 감소되어 있으

며 이는 베타세포의 형성이나 복제에 비해 세포사멸이 증가

하는 기전으로 설명되고 있다6). 이와 같이 베타세포의 기능

과 용적의 감소가 제2형 당뇨병의 발생과 관련되어 있기 때

문에 이러한 과정을 조정할 수 있는 약제에 주목하게 되었

고 최근에는 베타세포의 기능과 용적의 감소를 예방하거나 

진행을 늦출 수 있는 여러 가지 약물 치료들 개발되고 있으

며 이들을 제2형 당뇨병의 초기 치료에 이용할 수 있다고 

제시되었다
7).

1980년대 후반에 Glucagon-like peptide 1 (GLP-1)이 제

1형 당뇨병과 제2형 당뇨병 모델에서 단기적으로 혈당을 낮

추는 기능을 가진 잠재적인 insulinotropic 호르몬이라는 것

이 밝혀졌다. 이 호르몬은 소장에서 분비되어 포도당 농도

의 증가에 따른 인슐린분비를 자극하여 식후 혈당을 조절하

는 효과가 있다
8). 최근에는 특정 동물에서 GLP-1의 급속투

여가 감소된 베타세포의 기능을 어느 정도 회복시키는 것으

로 발표되었지만
9,11) GLP-1은 생체 내 dipeptidyl-peptidase IV 

(DPP IV)라는 효소에 의해 빠르게 분해되어 반감기가 2~6

분 정도로 짧기 때문에 장기간의 효과에 대해서는 아직 밝혀

진 바가 없다. 이에 비해 GLP-1 수용체 작용제인 Exendin-4

는 도마뱀(Gila monster)의 침샘에서 분리되었으며 NH2-말

단 두 번째 위치의 알라닌이 글리신으로 대치되면서 DPP 

Ⅳ에 대한 저항성을 가지게 되어 반감기가 3시간 정도로 연

장된 물질이다
12-14). 이렇게 지속되는 효과로 인해 Exendin-4

는 이미 식후 혈당을 조절하는 약제로 만들어져 임상에서 

사용되고 있으며 이러한 세포 내 작용 기전은 췌도세포와 

베타세포주인 MIN6 세포에서 세포 내 칼슘 유입과 cAMP 

수치를 증가시키고 이를 통해 인슐린의 분비를 유도하는 것

으로 알려져 있다
15,16).

인슐린수용체 기질 2 (Insulin receptor substrate 2 

(IRS-2))는 인슐린과 인슐린 유사 성장인자-1 (Insulin like 

growth factor-1) 신호전달 과정의 기질로 대사성 스트레스 

환경에서 베타세포의 증식과 기능, 생존을 증진시켜 당뇨병

을 예방하는 역할을 한다. 앞서 언급한 Exendin-4는 IRS-2

의 발현을 증진시킬 수 있는 물질로 베타세포에서 IRS-2 신

호전달 과정을 통해 초기 인슐린분비와 함께 베타세포 용적

을 증가시키고 말초 인슐린저항성에 대한 보상적인 기능을 

한다
17-19).  

Exendin-4의 베타세포 내 작용 기전을 좀 더 자세하게 

살펴보면 우선 GLP1 수용체에 결합한 다음 Gs단백을 통해 

adenynyl cyclase와 연결되어 cAMP 농도를 증가시키고 이

로 인해 protein kinase A (PKA)가 활성화된다. 이렇게 활

성화된 PKA는 KATP와 Ca2+채널을 활성화시켜 빠르게 인슐

린분비를 촉진한다. 이 과정에서 PKA의 주요 기질이자 전

사 인자인 cAMP-responsive element-binding protein 

(CREB)도 활성화되어 cAMP-responsive gene promotor에 

있는 CRE 부위와 상호작용하여
20) 포도당 농도의 감지와 인

슐린분비에 직접적인 역할을 하는 다양한 유전자의 발현을 

자극하는데 IRS-2 또한 이러한 과정을 통해 발현이 증가된

다
15,21,22). IRS-2 신호전달 과정은 Exendin-4의 장기적인 효

과와 연관되어 베타세포의 성장과 생존을 촉진시키고22-26) 

세포사멸을 억제하는데 이는 IRS-2가 phosphatidylinositol 

3-kinase (PI3-kinase)의 활성화 과정을 통해 Ser/Thr kinase 

Pdk1과 Akt를 형질막으로 순환시키고 이 과정에서 Akt가 

인산화되면서 활성화되어 전사조절 인자인 FOXO1이 핵에

서 세포질로 빠져나가는 과정을 통해 나타난다
27,28). 

이와 같이 IRS-2가 베타세포의 성장과 생존, 인슐린분비

와 관련된 작용을 하며 IRS-2의 상향 조절이 당뇨병을 예방

할 수 있다는 연구 결과를
16) 고려해보면 IRS-2의 발현 감소

가 당뇨병의 발생과 진행에 영향을 미칠 수 있다고 생각되며, 

Exendin-4가 IRS-2 신호 전달 과정을 통해 베타세포의 성장

과 기능을 향상시킬 수 있다는 결과를
23) 토대로 임상에서 단

순한 혈당 조절만이 아니라 근본적인 베타세포의 기능 향상

을 위한 당뇨병 치료의 하나로 Exendin-4를 사용할 수 있다.

최근에는 Exendin-4가 정상 베타세포에서 수용체와 결합

한 다음 IRS-2의 mRNA 발현과 인산화를 증진시켜 Akt 인

산화를 유도한다는 새로운 작용기전에 대한 보고가 있었으

나
23) 당뇨병 상태에서 관찰되는 포도당-지방 독성 상태에서

의 작용에 대한 연구는 보고된 바 없다. 

포도당-지방 독성은 제2형 당뇨병의 병인을 설명하는 가

설로 최근에 제시되었고 당뇨병 상태와 가장 유사한 조건으

로 생각된다. 이는 세포 내 포도당과 지방과다에 의해 에너

지 대사에 이상을 초래하여 인슐린의 저항성과 함께 베타세

포의 기능저하 및 세포사멸을 유도하고 인슐린분비능을 감

소시켜 당뇨병의 원인으로 작용할 수 있으며 당뇨병의 진행

을 가속화 시키는 중요한 기전의 하나이다
29-31). 

따라서 본 연구는 제2형 당뇨병의 중요한 원인 기전으로 
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알려진 포도당-지방 독성 상태에서 IRS-2의 발현과 인산화 

정도를 관찰하고 포도당-지방 독성에 노출된 베타세포에 

Exendin-4의 처치가 IRS-2의 발현과 인산화에 미치는 영향

을 규명하여 실제로 IRS-2가 감소된 당뇨병 모델에서 

Exendin-4의 세포 내 작용 기전과 효과에 대하여 알아보고 

현재 임상에서 사용되고 있는 GLP-1 작용제의 새로운 세포 

내 작용기전을 밝히고자 하였다.

대상 및 방법

1. INS-1 세포의 배양 조건  

베타세포주인 INS-1 세포(passage 21~30)는 10 mM 

HEPES, 5.6 mM D-glucose, 10% fetal bovine serum 

(FBS), 1 mM sodium pyruvate, 2 mM L-glutamine, 50 μM 

2-mercaptoethanol과 항생제(100 U/mL penicillin, 100 μg/mL 

streptomycin; 이상 Sigma Chemical, St. Luise, MO)가 포

함되어 있는 RPMI 1640 배양액으로 5% CO2를 포함한 습

기가 있는 공기 내에서 37℃로 배양하였다.

2. 췌도 분리(Islet Isolation)와 배양 조건

쥐의 췌장에서 췌도를 분리하기 위해 Hanks' balanced 

salt solution (HBSS), Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM; 이상 GIBCO, Grand Island, NY), 그리고 

Collagenase P (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN)를 

사용하였다. 

250 g의 수컷 쥐를 마취한 후 절개부위를 소독한 후 복

강을 열고 십이지장 쪽을 들어 올려 췌관의 주행을 확인한 

후 십이지장의 개구 부위를 찾아 견사로 묶었다. 간 방향으

로 췌관의 시작부위를 박리시킨 후 췌관에 칼집을 내어 

PE-50 tube (Becton Dickinson)를 삽입하고, collagenase P 

(1 mg/mL)를 7 mL를 채운 주사기와 연결하여 천천히 주입

하였다. 췌장이 잘 부풀면 췌장을 십이지장 쪽부터 잘 떼어

내어 50 mL 튜브(cornical tube, TPP
Ⓡ, Switzerland)에 넣

고 37℃에서 25분간 소화시킨 후에 10% FBS가 포함되어 

있는 차가운 M199 배지(M199, GIBCO)를 첨가하여 20회 

정도 손으로 흔들었다. 이를 500 μm 그물망(Sigma-Aldich)

에 통과시키고 원심분리로 상층액을 완전히 제거한 다음 

histopaque 1077 (Sigma-Aldich)을 넣어 침전물과 완전히 

섞은 후에 M199 배지를 넣은 후 원심 분리하였다. 이렇게 

해서 얻어진 중간층의 세포를 추출해서 nicotinamide, 

HEPES, bicarbonate, L-arginin, 10% FBS, 항생제(penicillin 

100 U/mL, streptomycin 100 μg/mL; 이상 Sigma Chemical)

가 포함된 DMEM (5.6 mM glucose) 배양액을 이용하여 2

일 간격으로 배양액을 교체하면서 5% CO2를 포함한 습기

가 있는 공기 내에서 37℃로 배양하였다. 

3. 포도당-지방독성의 유도

포도당 독성은 10% FBS가 포함된 RPMI 1640 (INS-1 

세포) 혹은 DMEM (분리 췌도) 배양액에 포도당을 추가하

여 포도당 농도가 33.3 mM이 되도록 만들고 지방 독성은 

0.2 mM oleate와 0.2 mM palmitate를 1대 2로 혼합하여 

처리하였다. 포도당-지방 독성은 위의 두 가지 독성조건을 

합하여 유도하였다.  

4. 췌장 베타세포의 생존률 비교 및 관찰 

췌도 세포 수는 췌도 직경 150 μm를 기준(Islet Equivalent 

number, IEq)으로 환산하여 계산하였으며, 췌도 세포의 생

존률은 AO (acridine orange: 0.67 M)/PI (propidium 

iodide: 75 M)를 9:1로 췌도 세포에 떨어뜨린 후 살아있는 

췌도를 백분율로 표시하였다.  

5. TUNEL (Terminal Deoxy nucleotityl Transferase 

-mediated dUTP-digoxigenin Nick End 

Labeling) 염색

AopTag
TM In Situ Apoptosis Detection Kit (Oncor, 

Gaithersburg, MD)를 사용하여 동정하는데 각 군의 세포 

배양액을 제거한 후 PBS (pH 7.4)로 세척하였다. 조직 내의 

단백질을 분해하기 위하여 proteinase K (20 μg/mL)로 3

7℃에서 15분간 처리하고 증류수로 세척하였다. Equilibration 

buffer로 5~10분간 처리하고 TdT enzyme과 reaction buffer 

혼합액으로 37℃에서 15시간 처리하여 염색질 분절에 의해 

형성된 3'-OH DNA 말단을 digoxigenin으로 표지하였다. 

Working strength stop/wash buffer로 37℃에서 30분간 처

리하여 반응을 종결시킨 후 PBS로 2번 세척하였다. 

Anti-digoxigenin-peroxidase을 30분간 실온에서 반응시키

고, Tris buffer (pH 7.4)를 이용하여 3번 세척한 후 0.05% 

3,3’diamino-benzidine tetrahydrochloride와 0.033% H2O2 

혼합액(0.01 M TB, pH 7.6)으로 발색시킨 후 hematoxyline

으로 대조 염색하여 광학현미경으로 관찰하였다. 이때 사멸

된 세포의 숫자는 200배율 하에서 20군데를 관찰하여 그 

합을 숫자로 나타내었다. 

6. RNA 분리 및 RT-PCR 분석

각 시기의 시료들을 Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA) 

용액을 이용하여 총 RNA를 분리하였고 정량(UV/VIS 
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Spectrophotometer ND-1000, Nanodrop)하였다. 시료들에

서 분리한 RNA 2 μg을 Oligo (dT)12-18 Primer, dNTP Mix 

(10 mM each)와 혼합하여 65℃에서 5분간 반응시킨 후 얼

음에서 식혔다. 여기에 5 × strand buffer, 100 mM 

dithiothreitol (DTT), RNase OUT
TM (40 units/μL), 그리고 

SuperScript
TM II Reverse Transcriptase (200 unit; 

Invitrogen)로 cDNA를 합성시켰다. 본 연구를 위한 PCR 

primer 서열은 Table 1과 같다. Perfect PreMix (Takara 

Biomedicals, Kyoto, Japan) 10 μL, template cDNA < 500 

ng, 25 pM primer를 이용하여 PCR을 실행하였다. RT-PCR 

산물은 반응물의 일부를 1.5% 한천겔에서 전기 영동하여 

측정하였다. mRNA 발현 수준을 비교하기 위하여 GAPDH

와의 상대적인 비율을 확인하였다.

7. Western Blot

세포를 RIPA 완충용액(50 mM Tris-Cl, 1% NP-40, 

0.25% sodium deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM 

EGTA, 1 mM PMSF, 1 μg/mL aprotinin, 1 μg/mL 

leupeptin, 1 mM Na3CO4, 1 mM NaF)을 이용하여 단백질

을 추출하고, Bradford assay를 이용하여 정량화 한 후에 

SDS-PAGE로 전이시키고, 5% 탈지유를 이용하여 반응을 

차단하였다. 이후 각각의 특이항체들(pIRS-2, pAKT, 최종

희석 1:1000)을 이용하여 반응시키고 HRP-conjugated 이차 

항체를 반응시킨 후에 ECL (Enhanced chemiluminescence) 

kit를 이용하여 X-ray 필름에 노출시켰다. 

8. 포도당-지방독성 노출기간 결정 및 인슐린유전자 

발현 비교 

실험에서 포도당-지방 독성 조건은 33.3 mM의 포도당

과 0.6 mM의 지방산 혼합액에서 배양된 경우로 G군

(Glucolipotoxicity)으로 표기하였고 대조군으로 5.6 mM의 

정상 포도당 농도에서 배양된 경우 L군(Low glucose)으로 

표기하였다.  

실험은 우선 포도당-지방 독성 노출 기간의 적절한 시점

을 결정하기 위해 분리 췌도를 포도당-지방 독성 조건의 배

양액에서 각각 2일, 4일, 8일간 노출시킨 다음(G군) 포도당-

지방 독성으로 인한 세포사멸 효과를 확인하기 위하여 

AO/PI 염색을 시행하였고 이와 같은 조건에서 배양한 INS-1 

세포는 TUNEL 염색을 시행하였다(Fig. 1A). 또한 G군에

서 1일, 2일, 3일 동안 노출시킨 분리 췌도 세포를 정상 포

도당 농도의 배양액에서 자란 분리 췌도 세포(L군)와 비교

하여 인슐린유전자 발현의 변화를 확인하기 위해 RT-PCR

을 시행하였다(Fig. 1B). 

9. Exendin-4 처리 농도 결정: Cyclic AMP Assay 

Cyclic AMP ParameterTM (R&D Systems, TECHNE 

Corporation. MN)이용하여 측정하였으며 INS-1 세포를 6 

well 배양용기(NUNCTM, Roskilde, Denmark)에 3 × 10
5

개 세포를 분주하여 1일간 배양한 다음 세 군으로 나누어 

Exendin-4 (Sigma Chemical)를 각각 0 nM, 10 nM, 100 

nM 농도로 15분간 처리하여 각 군의 시료를 모으고 이를 

시약 및 표준시료와 함께 일차항체용액과 반응시킨 다음 

cAMP와 결합시켰다. 이후 3시간 동안 반응시킨 후 45 nm

에서 파장을 읽어 cAMP 농도를 계산하였다(Fig. 1C).  

10. INS-1 세포의 조건 처리 

INS-1 세포를 시험관 하에서 포도당-지방 독성조건으로 

각각 2일, 4일, 6일간 노출시킨 군(G군)과 이와 같은 조건

에 50 nM Exendin-4를 처리한 군(G + Ex군)에서 IRS-2와 

인슐린 발현 정도를 RT-PCR로 확인하고 western blot을 이

용하여 인산화된 IRS-2 단백과 인산화된 Akt 단백량을 확

인하였다. 또한 정상 포도당 농도 조건에서 배양한 세포(L

군)들도 이와 같은 조건에서 2일, 4일, 6일간 Exendin-4를 

처리한 군(L + Ex군)의 세포들과 비교하여 IRS-2와 인슐린 

발현 정도와 인산화된 IRS-2 및 Akt 단백량을 확인하였다

(Fig. 1D). 이후 INS-1 세포를 G군과 G + Ex군에서 각각 

2일, 4일, 6일간 배양하고 각 군의 세포를 TUNEL 염색하

여 현미경으로 세포사멸을 관찰하였다(Fig. 1E). 

Table 1. PCR primer sequences and their product size

Primer Sequences (5'~3') Product size (bp) Annealing (℃)

IRS-2 Sense AGCTGGTGGTAGTCATACCC 390 54
Antisense CAGGTTCATATAGTCAGA

Insulin Sense CAAGCAGGTCCTCACCCC 151 58
Antisense CACACCAGGTACAGCGCC

GAPDH Sense ACCACAGTCCATGCCATCAC 452 60

Antisense TCCACCACCCTGTTGCTGTA
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11. 통계분석 

각 실험은 3회 이상 반복하였고 실험 결과는 평균 ± 표

준오차(standard error) 로 표시하였으며 통계 분석은 SPSS 

11.0 프로그램(SPSS Inc., Chicago, Illinois)을 사용하였다. 

각 군 간의 비교는 paired t-test를 이용하여 검정하였으며 

통계적인 유의 수준은 P값이 0.05 미만으로 하였다.

결    과 

1. 포도당-지방 독성 조건에서 췌도 세포사멸과 인슐린

유전자의 발현

포도당-지방 독성이 세포사멸에 미치는 효과를 확인하기 위

해 G군의 췌도 세포를 AO/PI 염색한 결과 노출 시간이 각각 

2일, 4일, 8일로 증가하면 이에 비례하여 췌도 세포사멸도 증

가하였고 8일째에는 세포가 포도당-지방 독성으로 인해 췌도 

세포 중심부터 사라져 거의 모든 세포가 사멸하였다(Fig. 2A). 

이는 G군의 INS-1 세포의 TUNEL 염색에서도 마찬가지로 나

타나 포도당-지방 독성 조건에 노출이 길어질수록 갈색으로 나

타나는 세포사멸이 증가하였다(Fig. 2B). 이에 비해, 같은 방

법으로 정상 포도당 농도에 노출시킨 대조군인 L군에서는 노

출 시간이 증가하여도 세포사멸이 증가하지 않았다. 

또한 G군의 췌도 세포들은 각각 1일, 2일 3일간 배양했

을 때 L군과 달리 노출 기간이 길어질수록 인슐린유전자 발

현 정도가 점차 감소하였다(Fig. 3). 

2. 적절한 Exendin-4의 농도 결정

베타세포에서 Exendin-4의 여러 작용 기전과 인슐린분비

량이 cAMP 농도의 증가와 관련이 있음을 고려하여 INS-1 

세포를 배양할 때 Exendin-4를 처리한 군(G+Ex군, L+Ex

군)의 배양 조건으로 적절한 농도를 결정하기 위해 cAMP 

Assay를 시행하였다. 그 결과 Exendin-4의 농도 0 nM과 10 

nM에서는 cAMP의 농도가 큰 차이를 보이지 않았으나 100 

nM의 농도에서 측정된 cAMP 수치는 월등히 높아지는 것

을 확인하여(Fig. 4) 중간 농도인 50 nM의 Exendin-4를 투

여하여 각 실험을 진행하였다.

A

B

C

D

E

Fig. 1. Schematic of experimental design. A. Apoptosis measurement of isolated islet cell and INS-1 cell in glucolipotoxicity 

condition by AO/PI and TUNEL staining. B. Insulin gene expression of isolated islet cell in glucolipotoxicity condition. 

C. Confirmation of Exendin-4 concentration for INS-1 cell treatment using cAMP assay in three concentration group (Ex-4 

0, 10, 100 nM). D. General scheme of INS-1 cell culture were seperated into four groups: low glucose condition, low 

glucose + 50 nM Exendin-4, Glucolipotoxic condition (GLTx.), GLTx + 50 nM Exendin-4. Insulin and IRS-2 gene 

expression was measured by RT-PCR and phosphorylated IRS-2 and Akt protein was measured by western blot. E. 

Apoptosis of INS-1 cell in GLTx group and GLTx + 50 nM Exendin-4 group were measured by TUNEL staining. 
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3. Exendin-4가 IRS-2 유전자 발현에 미치는 영향

INS-1 세포를 L군과 L + Ex군에서 각각 2일, 4일, 6일 

동안 배양한 후 RT-PCR을 시행하여 유전자 발현을 비교한 

결과 L군에서는 그림에 나타나지 않았지만 배양 기간이 길

어져도 유전자 발현에 차이가 없는데 반해 L+Ex군에서는 

Exendin-4에 대한 노출 기간이 길어짐에 따라 IRS-2와 인

슐린유전자 발현이 증가하는 것을 확인하였다. 

같은 기간 동안 각각 G군과 G + Ex군에서 배양한 INS-1 

세포들도 마찬가지로 RT-PCR을 시행한 결과 G군의 INS-1 

세포는 노출 기간이 길어짐에 따라 인산화된 IRS-2 발현이 

L군과는 달리 지속적으로 감소하며 앞서 확인한 바와 같이 

인슐린유전자의 발현 역시 감소하였다. 이에 비해 G + Ex

군의 세포들은 G군에서 나타난 인슐린과 IRS-2 발현 감소

가 억제되어 L군과 비슷한 정도의 유전자 발현을 나타내었

다. 그리고 이러한 포도당-지방 독성조건으로 인한 인슐린 

및 IRS-2의 발현 감소를 보호하는 Exendin-4의 효과는 기

간이 길어짐에 따라 더 뚜렷하게 나타났다(Fig. 5). 

4. Exendin-4가 인산화된 IRS-2와 Akt 단백량에 

미치는 영향

INS-1 세포를 L군과 L + Ex군에서 각각 2일, 4일, 6일 

동안 배양한 후 Western blot으로 INS-1 세포의 단백량 변

화를 확인한 결과 L군에서 2일, 4일, 6일 동안 배양된 군 

간에는 변화가 없었으나 L+Ex군에서는 L군에 비해 시간

이 지남에 따라 인산화된 IRS-2와 Akt 단백의 수준도 

RNA 발현과 마찬가지로 증가하였으며(Fig. 6A) G군의 

세포들은 노출 기간이 길어질수록 인산화된 IRS-2와 Akt 

단백량이 점차로 감소하였다. 그러나 G + Ex군의 경우 인

A

B

2 day             4 day             8 day
Fig. 2. Apoptosis of the isolated islet cell in glucolipotoxic condition. A. Apoptosis according to the exposure time (2, 

4, 8 days) in AO/PI. B. Apoptosis of INS-1 cell in TUNEL staining (arrow: apoptotic cells). Few islet cells were survived 

in glucolipotoxic condition during 8 days in glucolipotoxic condition (⨯400).

Fig. 3. Effect of the glucolipotoxic condition on insulin 

gene expression in isolated islet cells. Insulin was 

estimated by RT-PCR. GLTx: glucolipotoxicity. 

*

Fig. 4. Effect of exendin-4 concentration on Cyclic AMP 

levels in INS-1 cells. There was little difference in mean 

value of cAMP levels between 0 nM and 10 nM of 

Exendin-4 concentration. But, the mean value of cAMP 

levels in 100 nM of Exendin-4 was significantly higher 

than that of 10 nM of Exendin-4 concentration. * P < 

0.05 vs. Ex-4 0 nM.



KOREAN DIABETES J 32:102~111, 2008

108

산화된 IRS-2 단백량은 정도가 미약하지만 증가하는 경향

을 보였으며 인산화된 Akt는 단백량의 증가가 저명하게 나

타났다(Fig. 6B). 

5. 포도당-지방 독성조건에서 Exendin-4가 세포사멸

에 미치는 영향  

세포사멸을 확인하기 위해 G군에서 2일, 4일, 6일 동안 

배양한 INS-1 세포와 G + Ex군의 세포를 TUNEL 염색을 

시행하여 비교한 결과 G군에서는 노출기간이 길어짐에 따

라 세포사멸이 증가하여 6일째 군에서는 거의 모든 세포가 

사멸하였으나 G + Ex군에서는 앞서 나타난 세포사멸이 확

연히 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 7A). 이러한 결과로부

터 전체 세포 중에 사멸한 세포의 백분율을 계산하여 세포

사멸 비율을 구한 결과 G + Ex군에서 G군에 비해 4일군(P 

< 0.05)과 6일군(P < 0.01) 모두에서 세포사멸이 유의하게 

감소하는 것을 확인하였다(Fig. 7B).  

Fig. 5. IRS-2 and insulin gene expression on glucolipotoxic 

condition vs 50 nM exendin-4 treatment group in INS-1 

cells. IRS-2 and insulin gene expression were increased 

in Exendin-4 treatment group compared with control and 

glucolipotoxic condition. 

A           B

Fig. 6. Phosphorylated IRS-2 and pAkt protein levels in 

glucolipotoxic condition and effect of the exendin-4 on 

pIRS-2 and pAkt. A. pIRS-2 and pAkt were increased in 

Exendin-4 treatment group according to the exposure 

duration compared with the control group. B. Protective 

effect of the Exendin-4 treatment that inhibited pIRS-2 

and pAkt protein reduction in glucolipotoxic condition.

A 2d                  4d                  6d

GLTX

GE

LOW

 
B

Fig. 7. The effect of Exendin-4 on apoptosis in glucolipotoxic condition. A INS-1 cell apoptosis was progressed in 

glucolipotoxic condition according to prolongation of exposure but, Exendin-4 treatment in the same condition inhibited 

apoptosis in TUNEL staining (⨯400). B. The apptosis rate was decreased in Exendin-4 treatment condition significantly 

(* P < 0.05, †P < 0.01).

LE = Low + 50 mM Exendin-4

GLTx = Glucolipotoxieity

GE = Glucolipotoxicity + 50 nM Exendin-4
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고    찰  

베타세포에서 인슐린의 세포 내 신호전달에 중요한 역할

을 하는 기질 중 하나인 Insulin receptor substrate 2 (IRS-2)

는 외부 환경에 대한 베타세포의 보상적 증식과 기능항진 

및 생존을 증진시켜 당뇨병을 예방하는 역할을 할 수 있으

며 ISR-2의 발현 감소는 당뇨병의 발생과 진행에 영향을 미

칠 수 있다.

Exendin-4는 이러한 IRS-2의 발현을 증진시킬 수 있는 

물질로 베타세포에서 다양한 신호전달 체계를 통해 작용하

는데 이는 크게 인슐린의 분비, 베타세포의 증식 유도 및 사

멸 억제의 세 가지 기능으로 구분된다. 포도당 부하에 의한

인슐린분비는 IRS-2 신호 전달체계와는 독립적으로 cAMP

의 작용기전에 의하여 나타나는데
20) Exendin-4가 GLP1 수

용체에 결합하여 빠르게 인슐린분비를 촉진하면 이렇게 분

비된 인슐린의 자가조절 기전으로 인해 다시 insulin/IGF-1 

수용체 신호전달 과정을 통한 IRS-2의 활성화가 유도된다. 

또한 이러한 인슐린분비 과정에서 PKA의 주요 기질이자 

전사 인자인 CREB이 활성화되어 포도당 농도의 감지와 인

슐린분비에 직접적인 역할을 하는 다양한 유전자와 IRS-2

의 발현이 증가한다
15,21,22). 이러한 IRS-2의 발현 증가와 활

성화는 베타세포의 증식을 유도하고 사멸을 억제하는 작용

을 나타내는데 이는 PI3-kinase의 활성화 과정을 통해 Akt

가 인산화되고 FOXO1이 핵에서 세포질로 빠져나가는 과

정을 통해 나타나며
27,28) 이는 c-src kinase를 통한 표피 성

장 인자 수용체(Epidermal growth factor receptor)의 상호

활성화 과정과도 관련되어 나타난다
32). 또한 IRS-2는 직접

적으로 설치류와 사람의 베타세포에서 세포의 증식과 사멸

을 조절하는 PDX-1의 발현 증가를 유도한다33). Exendin-4

는 이와 같은 다양한 과정을 통해 초기 인슐린분비와 베타

세포 용적을 증가시키고 말초 인슐린저항성을 보상하는 기

능을 하여
17-19) 베타세포의 작용 증진과 내당능 향상을 유도

하고 베타세포의 성장과 생존을 촉진시킨다
24-26).

Exendin-4에 의한 베타세포의 성장에는 IRS-2 신호전달 

체계가 중요한 역할을 한다는 것이 확인되었으며23) 본 연구

에서는 GLP-1 수용체 작용제의 이러한 다양한 작용 중에서 

당뇨병 상태에서의 베타세포의 사멸과 관련하여 Exendin-4

의 효과와 작용 기전을 확인하고자 하였다. 

본 연구는 베타세포의 기능 이상과 사멸을 유도함으로 

제2형 당뇨병 발생에 중요한 병인의 하나로 알려진 포도당-

지방 독성 상태에서 IRS-2의 발현과 인산화 정도를 관찰하

였으며 정상 포도당 농도의 배양 조건에서도 Exendin-4의 

투여로 인슐린분비 증가, 세포의 성장 및 증식과 관련된 인

자인 IRS-2가 증대됨을 확인하였고 이는 당뇨병의 예방에

도 중요하게 이용될 수 있다고 생각한다. 포도당-지방 독성

을 이용한 베타세포 사멸에 관한 여러 가지 실험을 위해서

는 4일 이상의 노출이 적합하다는 것을 먼저 확인하였고 이

에 따라 실험을 진행한 결과 실제 포도당-지방 독성조건에

서 노출이 길어짐에 따라 IRS-2의 발현이 감소하고 세포사

멸이 증가한다는 것을 확인하였으며 이와 함께 인슐린의 발

현도 감소하는 것을 확인하였다. 인산화된 IRS-2와 Akt 단

백량도 이러한 조건에서 점차 감소함으로 인해 IRS-2에서 

Akt로 이어지는 신호전달 과정이 세포사멸과 관련이 있다

는 것을 알 수 있었다. 또한 포도당-지방 독성에 노출된 베

타세포에서 Exendin-4의 처치가 IRS-2의 발현과 인산화에 

미치는 영향에 대한 실험에서 Exendin-4가 포도당-지방 독

성으로 인한 IRS-2의 발현 감소를 유의하게 보호하는 효과가 

있음을 확인하였고 이는 같은 조건에서 인산화 된 IRS-2와 

Akt 단백량의 감소도 마찬가지로 억제하여 IRS-2와 Akt 단백

량이 증가하는 것을 관찰함으로써 당뇨병 상태에서 Exendin-4

의 효과를 확인할 수 있었다. 결과적으로 Exendin-4가 당뇨

병 상태에서 발생하는 베타세포 사멸을 감소시킨다는 것을 

보여주었으며 이러한 기전의 하나로 IRS-2와 Akt 경로가 

이와 관련되어 작용하는 것임을 확인할 수 있었다. 또한 

Exendin-4의 투여로 인해 인슐린발현이 증가하는 것을 확

인하였으며 이러한 기전은 앞서 언급한 바와 같이 IRS-2와

는 독립적인 경로를 통해 나타나는데 포도당-지방 독성조건

에서 억제된 인슐린의 발현이 Exendin-4의 처치로 인해 회

복되는 것도 확인되어 현재 그 기전을 정확히 알지 못하지

만 향후 이러한 과정에 대한 규명이 필요하다고 생각한다.

결론적으로 포도당-지방 독성상태로 인한 당뇨병 상태에

서 GLP-1 수용체 작용제인 Exendin-4의 투여 시간이 길어

짐에 따라 베타세포의 사멸이 감소하는 효과를 확인하였고 

이것이 베타세포 내 신호전달 과정 중 IRS-2와 Akt에 관련

된 경로를 통해 나타나는 효과임을 알 수 있었다. 이미 임상

에서 이 약제를 당뇨병의 치료제로 사용하고 있지만 당뇨병 

모델에서 베타세포 사멸에 대해 앞서 결과와 같은 보호 효

과를 갖는 것을 고려한다면 임상적으로 장기적인 치료의 효

과를 기대할 수 있을 것으로 보이며 당뇨병 이외에도 내당

능 장애 혹은 공복혈당 장애에서도 효과가 있을 것으로 생

각된다. 다만 INS-1 세포를 이용한 In vitro 실험임을 감안

할 때 향후 In vivo 실험에서도 이와 같은 효과를 규명해야 

하겠으며 이러한 세포전달과정 이외에도 여러 가지 경로를 

통해 베타세포의 성장, 작용, 생존이 일어날 수 있음을 생각하
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여 그 경로에 대한 더 많은 연구가 필요할 것으로 생각한다.

요    약

연구배경: 베타세포에서 Insulin receptor substrate 2 

(IRS-2)는 외부 환경에 대한 베타세포의 보상적 증식과 기

능항진 및 생존을 증진시키는 역할을 한다. 본 연구는 포도

당-지방 독성이 유도된 베타세포 주에서 IRS-2 발현 정도를 

관찰하고 이 조건하에서 GLP-1 수용체 작용제인 Exendin-4

의 투여가 IRS-2 발현에 미치는 영향을 관찰하여 이 약제의 

새로운 효과와 세포 내 작용 기전을 밝히고자 하였다.  

방법: 베타세포주인 INS-1 세포를 고농도 포도당과 지방

산이 함유된 배양액에서 각각 2일, 4일, 6일 동안 배양하여 

포도당-지방 독성에 노출시킨 군과 이와 같은 조건에 Exendin 

-4를 추가하여 지속적으로 배양액에 처리한 군 간에 IRS-2

의 발현 정도를 비교하였다. IRS-2는 RT-PCR로 측정하였

으며 인산화된 IRS-2와 Akt 단백의 정량은 western blot을 

이용하여 확인하였다. 또한 베타세포 사멸에 대한 포도당-

지방 독성과 Exendin-4의 효과를 TUNEL 염색으로 비교하

였다. 

결과: INS-1 세포는 포도당-지방 독성 조건에서 노출 기

간이 길어짐에 따라 IRS-2의 발현이 점차 감소하고 인산화

된 IRS-2와 Akt 단백량도 감소하였다. 이런 효과는 같은 조

건에서 Exendin-4를 투여한 경우 IRS-2 발현과 이로 인한 

인산화된 IRS-2 단백의 감소가 모두 억제되었으며 인슐린

유전자 발현의 감소 및 세포사멸도 Exendin-4 투여로 인해 

뚜렷하게 억제되는 것을 확인하였다. 

결론: 포도당-지방 독성으로 유도된 당뇨병 상태에서 

GLP-1 수용체 작용제인 Exendin-4는 투여 시간이 길어짐

에 따라 베타세포의 사멸을 뚜렷하게 감소시키는 효과가 있

으며 이것이 베타세포 내 신호전달 과정 중 IRS-2와 Akt에 

관련된 경로를 통해 나타나는 효과임을 알 수 있다.
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