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고포도당과 덱사메타존이 섬유주세포의 투과도에 미치는 영향

Effects of High Glucose and Dexamethasone on the Permeability in 
Trabecular Meshwork Cells

강선희⋅김재우
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대구가톨릭대학교 의과대학 안과학교실

Department of Ophthalmology, Catholic University of Daegu School of Medicine, Daegu, Korea

Purpose: To investigate the effects of high glucose (HG) and dexamethasone (DEX) on the survival and permeability of tra-
becular meshwork cells (HTMC), and associated changes in tight junctions.
Methods: Primary cultured HTMC were exposed to 5 mM low glucose (LG) or 25 mM HG with or without 1.0 μM DEX for 3 days. 
The permeability of the HTMC monolayer was assessed using carboxyfluorescein or transendothelial electrical resistance 
(TEER). Gene and protein expressions of claudin-5 and occludin were assessed with reverse transcription polymerase chain re-
action (RT-PCR) and Western blot, respectively.
Results: HG was significantly associated with greater HTMC monolayer permeability compared to LG by both the carboxy-
fluorescein permeability test and TEER (p = 0.022, 0.028). HG also decreased claudin-5 and occludin mRNA expression, re-
spectively (7.5%, 12.9%). DEX abolished HG-induced increased permeability, and increased the protein expression of claudin-5 
and occludin, respectively (p = 0.015, 0.012).
Conclusions: In HTMCs, DEX reversed HG-induced permeability increase. DEX increased tight junction molecules claudin-5 
and occludin. Thus, DEX-induced changes in junctional proteins could be another mechanism of increased resistance through 
the trabecular meshwork and may result in steroid-induced glaucoma.
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당뇨병이 있는 경우 녹내장이 발병할 위험이 높은 것으

로 알려져 있고1 당뇨병이 있는 환자의 방수에서의 포도

당 농도가 정상인에 비해 약 2배 정도 높다고 보고되어 있

다.2 혈관내피세포를 배양한 연구에서 포도당의 농도가 높

은 경우 세포의 손상을 유발하며 혈관내피세포의 투과도에

도 영향을 미친다.3-6 망막내피세포에서 고농도포도당(high 

glucose, HG)은 투과도를 증가시키며, 이러한 투과도의 

증가는 세포 밀착연접(tight junction)의 변화와 관련이 있

다.7-9 망막과 맥락막 내피세포를 HG에 노출시키면 occlu-

din과 claudin-5와 같은 밀착연접을 구성하는 분자의 감소

가 동반되어 세포 주위를 통한 유출이 증가되며10 합성 글

루코코티코이드인 덱사메타존(dexamethasone, DEX)은 HG

에 의해 유도된 망막 내피세포의 투과도 증가를 상쇄시킨

다.11 

글루코코티코이드는 섬유주에서도 다양한 효과를 나타

내는 것으로 알려져 있는데12 DEX를 장기간 노출시킬 경
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우 섬유주세포의 변성을 유발하여 구조적 기능적 변화를 

일으켜 안압상승을 유발하여 이차성개방각녹내장을 유발

하는 것으로 알려져 있다.13,14 섬유주세포와 쉴렘관세포를 

이용한 한 연구에서 DEX를 장기간 노출시킨 경우 섬유주

세포를 통한 수리전도도(hydraulic conductivity)에 대한 

저항이 증가되며 이때 세포결합에 관여하는 zonula oc-

cluldens-1 (ZO-1) 유전자와 단백의 발현이 동반된다고 하

였다.15

세포간 밀착연접(tight junction, TJ) 단백은 occludin, 

claudin 그리고 세포막 경유단백 등이 있는데, 세포막 경

유단백은 zonular occludens (ZO) 또는 cingulin과 같은 세

포질 내 분자와 결합하여 작용을 나타낸다.16 혈관내피세

포의 경우 주된 TJ 단백은 occludin과 claudin-5이며 이러

한 단백의 증가에 비례하여 단층세포층의 투과도가 감소

하며 HG에 의해 망막내피세포층과 맥락막내피세포층의 

투과도가 변화하는 것으로 알려져 있다.9,10 따라서 섬유주

세포의 경우에도 HG에 노출되면 섬유주단층세포층의 투

과도에 영향을 미칠 수 있으며, TJ를 기능적으로 구성하

는 단백인 occludin과 claudin-5의 발현에 영향을 줄 가능

성이 있으나 이에 대해서는 아직 자세히 연구되지 않았다. 

본 연구에서는 사람의 섬유주세포를 일차배양하여 HG

에 노출시킨 다음 섬유주세포의 생존과 투과도에 미치는 

영향을 알아보고, 이와 동반하여 TJ 단백인 occludin과 

claudin-5의 발현에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 또

한 HG에 의한 이러한 효과에 대해 DEX가 미치는 영향을 

알아보고자 하였다.

대상과 방법

세포배양과 약물처리

본 연구는 대구가톨릭대학교병원 의학윤리심의위원회

(institutional review board, IRB)의 승인을 받았고(승인번

호: CR-17-013) 헬싱키 선언에 따라 시행되었다. 안구은

행에서 얻은 사후 6시간 이내에 적출한 안구의 앞방각에

서 섬유주를 벗겨내어 폴리라이신(Sigma, St. Louis, MO, 

USA)으로 처리한 배양접시에 옮긴 후 항생제(Gibco, 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)와 15% 우태아혈청

(Hyclone, Thermoscientific, Carlsbad, CA, USA)이 포함

된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 배지(DMEM, 

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 사용하여 5% 

CO2 배양기에서 초대배양하였다. 섬유주세포가 이식된 

조직편 주위로 자라나온 것을 확인한 후 섬유주조직의 이

식편을 제거하고 배양을 계속하였으며 세포가 배양접시에 

충만해지면 10% 우태아혈청(Gibco, Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)을 포함한 배지로 1:3의 비율로 트립신(Sigma, 

St. Louis, MO, USA) 처리하여 계대배양하였다. 

일차배양한 섬유주세포를 배양접시에 분주한 후 24시

간 동안 배양기에 넣어 세포를 부착시킨 다음 배지를 제

거하고 나서 정상 상태의 세포배양에서 흔히 사용하는 5 

mM low glucose (LG) (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)에 비해 25 mM HG (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)가 미치는 영향을 알아보고자 3일간 각각 노출

시켜 아래의 실험을 시행하였다. 또한 LG에 노출시킨 경

우를 기준으로 HG에 의한 변화에 대해 DEX가 미치는 영

향을 알아보기 위하여 1.0 μM DEX (Sigma, St Louis, 

MO, USA)에도 노출시켜 비교하였다. 

3-[4, 5 –dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) assay

세포의 생존에 대한 효과를 알아보기 위해 세포의 생존

과 활성도 검사로 이용되고 있는 발색검사의 일종인 MTT 

assay (Sigma, St Louis, MO, USA)를 이용하였다.17 각 농

도의 포도당으로 3일간 처리한 세포의 배지에 MTT를 각 

well당 100 μL씩 투여한 후 4시간 동안 정치배양한 다음 

염류용액으로 씻어낸 후 dimethylsulfoxide를 각 well당 

0.5 mL씩 넣어 10분 이상 흔든 다음 96-well 배양접시에 

200 μL씩 옮겨 분광광도계(FLUOstar OPTIMA, BMG 

labtech, Offenburg, Germany)로 570 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 이때 세포의 생존 정도는 실험군의 값을 약물처리

를 하지 않은 대조군의 비로 나누어 백분율로 나타내었다.

섬유주단층세포층의 투과도 측정 

일차배양한 인체의 섬유주세포를 트립신 처리한 후 12-well

의 Transwell (Corning, No.3460, Tewksbury, MA, USA)의 내

측 chamber (insert diameter 12 mm, pore size 0.4 mm)에 

2×104 cells/mL의 농도로 각 well에 고르게 세포를 분주하여 

10% 우태아혈청을 포함한 배지로 배양하였다.18,19 역위상차

현미경으로 섬유주세포가 단층으로 충만하게 자란 것을 확

인한 후 혈청에 포함된 단백질 등의 영향을 배제하기 위하

여 1% 우태아혈청을 포함한 배지로 교환한 다음 LG, HG, 

DEX에 3일간 각각 노출시킨 후 투과도 검사를 시행하였다. 

내측 chamber에 자라고 있는 세포를 phosphated buffered sal-

ine (PBS)로 3회 세척한 다음 50 mM carboxyfluorescein 

(Sigma-Aldrich, MO, USA)을 노출시켰다. 노출 2시간 후 

transwell을 통하여 외측 chamber로 투과된 carboxyfluorescein

의 농도를 532 nm에서 Spectrofluorometer (Fluostar Optima, 

BMG Labtech, Offenburg, Germany)로 측정하여 백분율로 

나타내었다. 
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Transendothelial Electrical Resistance (TEER)의 측정

섬유주단층세포층의 투과도를 측정하기 위한 또 다른 

방법으로 TEER을 측정하였다. 인체의 섬유주세포를 12 

well의 transwell insert에 각각 2×104 농도로 분주한 다음 

배양하여 충만하게 배양된 세포를 확인 후, 각각의 포도당

과 DEX에 3일간 노출시킨 후 epithelial voltohmmeter 

(EVOM2, World Precision Instruments, Sarasota, FL, USA)

를 이용하여 TEER 값을 측정하였다.20,21 측정된 TEER 값

과 plate의 면적을 이용하여 단위 면적당 TEER 값(Ω cm2)

을 계산하였다. 

Occludin mRNA와 Claudin-5 mRNA의 발현 측정

각 약물에 노출시킨 섬유주세포에서 Trizol (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)을 이용하여 RNA를 분리한 후 분리된 

RNA에서 occludin mRNA와 claudin-5 mRNA의 발현을 

reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

을 이용해 확인하였다. 섬유주세포에서 분리한 RNA와 

Oligo dT primer, Nuclease-free water (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)를 혼합하여 만든 RNA denaturation mix를 70℃
에 5분간 변성시키고 얼음에 5분간 둔 다음 Prime RT pre-

mix (Genet bio, Seoul, Korea)와 혼합하여 42oC에서 1시간, 

70oC에서 10분간 반응시켜 cDNA로 합성하였다. 합성한 

cDNA에 2X GoTaq Green Master Mix (Promega, 

Fitchburg, WI, USA)와 10 pM의 primer (claudin-5; for-

ward primer, GCC ACC GCT TTT TGC CAG A, 139 bp; 

reverse primer TCC CAG CAC TGT CTC TCT CAT, 139 

bp, and occludin; forward primer, AAG GTT CCA TCC 

GAA GCA GG, 252 bp; reverse primer, GGG AGT GTA 

GGT GTG GTG TG, 252 bp)를 각각 혼합하여 DNA 

Engine cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용하여 

94℃에서 5분, 94℃ 30초, 54oC 30초, 72oC 30초로 총 30 

cycles를 시행한 후 57oC에서 5분간 반응시켰다. 증폭된 

polymerase chain reaction (PCR) 산물을 1% agarose gel에 

전기 영동하여 DNA band를 multi Gauge v2.02 (Fujifilm, 

Tokyo, Japan)을 이용하여 각각 분석하였다. 이때 β–actin

을 internal standard로 사용하였다.

Western blotting 

단백질 추출에는 RIPA buffer (Thermoscientific, Carlsbad, 

CA, USA)를 사용하였다. Cell lifter (Corning, Acton, MA, 

USA)로 세포를 모아 4°C에서 1,200 rpm으로 10분 동안 원

심 분리하여 상층액을 모아 -80℃에 보관하였다. 단백질량은 

BCA protein assay reagent kit (Thermoscientific, Carlsbad, 

CA, USA)를 사용하여 측정하였다.

정량한 샘플을 같은 양으로 NuPAGE 4-12% Bis-Tris gel 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)에 전기영동한 후 Xcell 

Surelock (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 이용하여 니

트로셀룰로오스 막(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)에 1시

간 transfer하였다. Transfer가 끝난 니트로셀룰로오스 막을 

세척한 후, 막 차단 용액(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

에서 1시간 동안 정치배양하였다. 준비된 막에 claudin-5 

(Santacruz, Dallas, TX, USA)와 occludin (Santacruz, Dallas, 

TX, USA)을 각각 막 차단 용액(Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)에 1:1,000으로 희석하여 처리하고 4oC에서 24시간 

반응시킨 후 세척하고 Goat Anti-rabbit horseradish perox-

idase (HRP)-conjugated된 이차 항체(Santacruz, Dallas, TX, 

USA)를 막 차단 용액에 1:3,000으로 희석하여 처리하고 상온

에서 1시간 반응시켰다. 항체를 반응시킨 막을 SuperSignal 

West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermoscientific, 

Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 Gel Doc XR+ (Bio-rad, 

Hercules, CA, USA)으로 단백의 발현량을 확인하였다. 이때 

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)를 in-

ternal standard로 사용하였다.

통계적 처리

모든 실험은 3계대에서 5계대 사이의 세포를 이용하였

고 대조군은 약물처리를 하지 않은 군으로 하였다. 세포의 

생존과 투과도, TEER은 평균 ± 표준오차로 나타내어 un-

paired t-test를 사용하여 유의성을 비교하였으며 유의수준

은 5%로 정하였다.  

결 과

세포배양 

초대배양 7일째부터 섬유주조직의 이식편 주위로 섬유

주세포가 자라 나오기 시작하였으며 섬유주세포의 확인

은 세포들이 밀집해서 단층을 형성하며 세포들 사이에 분

지를 내어 서로 연접하며 약간 길다란 모양의 세포체를 

가지는 편평한 모양의 특징적 형태학적인 양상과 섬유주 

조직의 이식편 주위에서 위성양상으로 자라나는 섬유주

세포의 특징적인 성장양상으로 확인하였다.22,23

섬유주세포의 생존에 미치는 영향

3일간 LG, HG, DEX에 노출시킨 후 세포의 생존에 미

치는 영향을 측정하기 위해 시행한 MTT assay에서 LG에 

노출시킨 경우에 비해 HG에 노출시킨 경우 세포의 생존

이 92.8 ± 2.1%로 유의하게 감소하였다(p=0.023) (Fig. 1). 

LG, HG에 DEX를 첨가한 경우 세포의 생존에 유의한 차
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Figure 1. Effects of low glucose (5 mM, LG) and high glucose 
(25 mM, HG) with or without co-exposure of dexamethasone 
(1.0 μM, DEX) on the survival of trabecular meshwork cells. 
HG showed decreased the cellular survival significantly com-
pared to LG. W ith co-exposure to DEX, HG also decreased 
the cellular survival compared to LG (*,**; p <  0.05).

Figure 2. Effects of low glucose (5 mM, LG) and high glucose 
(25 mM, HG) with or without co-exposure of dexamethasone 
(1.0 μM, DEX) on the permeability of carboxyfluorescin 
through the trabecular meshwork cell monolayer. Exposure to 
HG showed a greater permeability of carboxyfluorescin sig-
nificantly compared with LG (*p = 0.022). The permeability 
of LG and HG was significantly decreased when co-exposed to 
DEX, respectively (**p = 0.023, 0.048). Carboxyfluorescin
intensity of outer chamber normalized to the mean value ob-
tained using non-exposed control (permeability 100%).   

Figure 3. Effects of low glucose (5 mM, LG) and high glucose 
(25 mM, HG) with or without co-exposure of dexamethasone 
(1.0 μM, DEX) on the transepithelial electrical resistance of 
the trabecular meshwork cell monolayer. HG showed a small-
er resistance significantly compared to LG (*p = 0.028). 
Co-exposure to HG with DEX showed a greater resistance 
significantly compared to HG (**p = 0.045).

Figure 4. Effects of low glucose (5 mM, LG) and high glucose 
(25 mM, HG) with or without co-exposure of dexamethasone 
(1.0 μM, DEX) on the expression of claudin-5 mRNA in tra-
becular meshwork cells. Exposure to HG showed a smaller ex-
pression of claudin-5 mRNA compared to LG. Expression of 
occludin mRNA was increased significantly by adding to DEX 
to LG (*p < 0.05). β-actin was used as internal standard.

이를 보이지 않았으며(p>0.05), DEX에 동시에 노출시킨 

경우를 비교해 보면 LG와 함께 노출시킨 경우에 비해 HG

에 함께 노출시킨 경우 세포의 생존이 유의하게 감소하였

다(p=0.018).

섬유주단층세포층의 투과도와 저항도에 미치는 영향

LG에 노출시킨 경우에 비해 HG에 노출시킨 경우 car-

boxyfluorescein의 섬유주단층세포층의 투과도가 8.81 ± 

3.2% 높게 나타나 유의한 차이를 나타내었다(p=0.022) 

(Fig. 2). 또한 LG와 HG에 DEX를 동시에 노출시킨 경우 

LG와 HG에서 섬유주단층세포층의 투과도가 각각 94.99 

± 1.7%와 95.73 ± 1.9%로 유의하게 적게 나타났으며

(p=0.023, 0.048), HG에 DEX를 함께 노출시킨 경우에는 

LG에 DEX를 함께 노출시킨 경우에 비해 LG와 HG 간에

는 유의한 차이를 보이지 않았다(p=0.068). 

LG에 노출시킨 경우 TEER은 38.56 ± 4.8 Ω cm2였으

며, HG에 노출시킨 경우에는 34.75 ± 2.3 Ω cm2로 유의

하게 저항도가 작게 나타났다(p=0.028) (Fig. 3). 그러나 

LG와 HG에 DEX를 동시에 노출시킨 경우에는 LG 단독

으로 노출시킨 경우에 비하여 각각 유의한 차이를 나타내

지 않았다(p=0.529, 0.668). 한편 HG를 단독으로 노출시

킨 경우에 비해 HG와 DEX를 동시에 노출시킨 경우 저항
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Figure 5. Effects of low glucose (5 mM, LG) and high glucose 
(25 mM, HG) with or without co-exposure of dexamethasone 
(1.0 μM, DEX) on the expression of occludin mRNA in tra-
becular meshwork cells. Exposure to HG showed a smaller 
expression of occludin mRNA significantly compared to LG. 
Expression of occludin mRNA was increased significantly by 
adding to DEX to LG (*p <  0.05). β-actin was used as in-
ternal standard.

Figure 6. Effects of low glucose (5 mM, LG) and high glucose 
(25 mM, HG) with or without co-exposure of dexamethasone 
(1.0 μM, DEX) on the expression of claudin-5 in trabecular 
meshwork cells by wetern blot. Exposure to HG showed a 
smaller expression of claudin-5 compared to LG significantly. 
In both LG or HG, addition of DEX increased claudin-5 ex-
pression significantly (*p <  0.05). GAPDH was used as in-
ternal standard.

Figure 7. Effects of low glucose (5 mM, LG) and high glucose 
(25 mM, HG) with or without co-exposure of dexamethasones 
(1.0 μM, DEX) on the expression of occludin in trabecular 
meshwork cells by wetern blot. In both LG or HG, addition of 
DEX increased occludin expression significantly (*p <  0.05). 
GAPDH was used as internal standard.

도가 37.88 ± 1.4 Ω cm2로 높게 나타나 유의한 차이를 나

타내었다(p=0.045). 

Claudin-5와 occludin의 mRNA 발현에 미치는 영향

LG에 노출된 경우와 비교하여 claudin-5 mRNA의 발현

은 HG에 노출된 경우 7.5% 더 낮았으며 LG에 DEX를 함

께 노출시킨 경우는 LG 단독 노출보다 claudin-5 mRNA의 

발현이 9.7% 더 증가하였다(p=0.041, Fig. 4). 그러나 HG 

단독으로 노출된 경우와 비교하여 DEX와 HG에 동시에 노

출시킨 경우에는 유의한 차이를 나타내지 않았다(p=0.475). 

Occludin mRNA는 HG에 노출된 경우에 LG에 노출된 

경우보다 12.9% 더 낮은 발현을 보였으며(p=0.013), DEX

와 LG에 동시에 노출시킨 경우에는 LG 단독으로 노출된 

경우와 비교하여 8.58%로 발현이 유의하게 더 증가하였

다(p=0.041) (Fig. 5). 그러나 DEX와 HG에 동시에 노출시

킨 경우에는 LG 단독으로 노출된 경우와 비교하여 2.89% 

발현이 더 증가하였으나 유의한 차이를 나타내지 않았다

(p=0.391). 

Claudin-5와 occludin의 단백 발현에 미치는 영향

LG에 노출된 경우와 비교하여 claudin-5 단백의 발현은 HG

에 노출된 경우 12.65% 더 적게 나타났다(p=0.002) (Fig. 6). 

LG와 HG에 DEX를 동시에 노출시킨 경우에는 LG 단독으

로 노출된 경우와 비교하여 각각 7.83%, 6.51%씩 모두 유

의하게 발현이 더 증가하였다(p=0.016, 0.015).  Occudin 단

백의 발현은 LG, HG와 함께 DEX를 동시에 노출시킨 경

우 LG 단독으로 노출된 경우와 비교하여 각각 6.79%, 

8.55%씩 유의하게 발현이 더 증가하였다(p=0.037, 0.012) 

(Fig. 7).

고 찰

기존의 많은 실험실 내 연구들에서 코티코스테로이드

는 주로 세포외 단백과 프로티오글리칸의 변화를 유발함
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으로써 섬유주를 통한 저항을 증가시켜 스테로이드녹내

장을 일으키는 것으로 알려져 왔는데24-26 세포 모양 변화

와 부착에 미치는 영향도 그 기전에 관여하는 것으로 보

고되었다.27 당뇨망막증에서 내피세포간의 밀착연접에 의

해 유지되는 망막혈관장벽이 파괴됨으로써 황반부종이 

유발된다.28 이때 포도당의 농도가 증가하면 망막혈관내피

세포와 맥락막 내피세포에 영향을 미쳐 합병증을 유발하

게 되는데 주로 망막혈관내피세포에서 ZO-1을 비롯한 TJ

의 구성요소를 저해하여 투과도를 증가시켜 부종을 유발

하며, 이때 DEX를 투여하면 TJ를 안정시켜 망막의 혈관

내피세포 사이를 통한 투과도를 감소시킴으로써 부종이 

감소하게 된다.10,11 

녹내장의 경우 DEX에 노출시켰을 때 수리전도도가 감

소하며 이때 ZO-1의 발현의 증가가 동반되므로 DEX에 

의한 방수유출에 대한 저항의 증가가 세포간 결합의 변화

와 관련이 있을 것이라는 보고가 있었으나,15 포도당 농도

의 증가가 섬유주를 통한 투과도에 미치는 영향은 아직 

자세히 밝혀지지 않았으므로 본 연구에서 이를 알아보기 

위해 섬유주단층세포층에서 HG에 노출시켜 본 결과 car-

boxypermeability test와 TEER 두 가지 모두에서 섬유주

를 통한 투과도가 유의하게 높게 나타남을 알 수 있었다. 

한편, LG와 HG에 DEX를 함께 노출시킨 경우 LG와 HG

를 단독으로 노출시킨 경우보다 두 경우 모두 투과도가 

유의하게 작게 나타났다. DEX는 LG에 함께 노출시켰을 

때 LG 단독으로 노출한 경우에 비해 유의하게 투과도를 

감소시킬 뿐만 아니라 HG와 함께 노출시킨 경우에도 LG

단독노출에 비해 투과도가 낮아 HG에 의해 증가된 투과

도를 상쇄시켰다. 따라서 DEX는 LG와 HG에 노출시킨 

두 경우 모두에서 섬유주를 통한 투과도를 감소시켰으므

로, DEX를 장기간 사용할 경우 방수 내 포도당의 농도와 

무관하게 섬유주를 통한 방수유출에 대한 저항을 증가시

켜 안압을 상승시킬 가능성이 있다. 또한 방수 내 포도당

의 농도가 높은 경우 포도당에 의해 방수유출이 증가하여 

안압이 정상적으로 나타날 가능성이 있으며, 포도당의 농

도가 감소하면 안압이 증가할 가능성도 있으므로 이는 당

뇨 환자에서 혈액투석 치료를 시행할 때29 삼투압의 변동

과 함께 안압의 심한 변동이 나타나는 또 다른 기전의 하

나로도 생각해 볼 수 있다. 

TJ는 단순한 세포간 장벽뿐만 아니라 다양한 조직에서 

세포 사이의 투과도를 조절하는 역할을 하는데, TJ를 구

성하는 다양한 요소의 발현에 따라 이러한 투과도가 조절

되게 된다.30,31 TJ는 세포 내에 존재하는 ZO-1과 세포 사

이에 존재해서 ZO-1과 결합하여 복합체를 형성해서 기능

적인 실제적인 장벽 역할을 하는 occludin으로 주로 구성

된다.16 그동안의 TJ를 구성하는 단백에 관한 연구에서는 

주로 ZO-1와 연관된 보고가 많았으나, 세포 내에 존재하

는 ZO-1에 비해 세포간에 실제 장벽을 구성하는 기능적 

단위체인 occludin이 좀더 TJ에 특이적이며 TJ의 기능과 

연관이 있다고 한다.32,33 또한 녹내장과 관련하여 방수유

출로의 세포에 압력을 증가시켜 관찰한 연구에서 TEER

의 증가와 함께 TJ를 구성하는 claudin-5 단백의 발현의 

증가가 동반되었다는 보고가 있었고34 망막혈관내피에서 

TJ를 구성하는 주된 단백성분은 occludin과 claudin-5라고 

한다.35 섬유주를 대상으로 DEX가 TJ에 미치는 영향에 관

한 연구에서 ZO-1의 발현이 증가되었다는 연구가 있었으

나15 occludin과 claudin-5에 대한 연구는 아직 행해지지 

않았다. 따라서 본 연구에서는 HG와 DEX가 TJ에 미치는 

영향을 알아보기 위해 TJ에서 실제 장벽 역할을 하는 기

능적 요소인 occludin과 가해진 압력에 반응하여 발현해

서 수리전도도의 조절에 관여하는 것으로 알려진 clau-

din-5 유전자와 단백의 변화를 조사하였다. 

본 연구에서 claudin-5의 발현에 관한 결과를 보면 HG

에 노출시킨 경우 claudin-5 mRNA와 단백의 발현이 유의

하게 감소하였다. DEX에 동시에 노출시킨 경우에는 clau-

din-5 단백의 발현이 유의하게 증가하였다. occludin의 발

현을 보면, HG에 노출시킨 경우 유전자의 발현이 감소하

였으며, DEX에 동시에 노출시킨 경우에는 유전자의 발현

이 증가하였다. DEX에 동시에 노출시킨 경우에는 LG와 

HG 모두 occludin 단백의 발현이 유의하게 증가하였다. 

위의 결과를 종합해 보면 HG에 노출된 경우 섬유주를 통

한 투과도의 감소와 동반되어 occludin과 claudin-5 유전

자와 단백의 발현이 감소된 것으로 나타났으므로, 포도당 

농도 변화에 따른 섬유주 투과도 조절의 기전으로 세포간 

TJ의 변화가 관여함을 알 수 있다. DEX에 노출시킨 경우 

섬유주 단층세포층의 투과도 감소와 동반하여 occludin과 

claudin-5의 변화가 나타났는데, 유전자의 발현은 occludin

이 유의하게 증가하였으나, 단백질의 발현은 occludin과 

claudin-5 모두 DEX에 의해 유의하게 증가되었다. DEX

에 의한 섬유주 단층세포층의 투과도 감소는 포도당의 농

도와 무관하게 나타났었는데, TJ에 의한 occludin과 clau-

din-5 유전자와 단백의 발현 역시 포도당의 농도와 무관하

게 증가하였다. 위의 결과를 종합해 보면 포도당의 농도가 

증가하면 섬유주 단층세포층의 투과도를 증가시키지만 

DEX는 포도당 농도와 상관없이 TJ의 occludin과 clau-

din-5 유전자와 단백의 발현을 증가시켜 결과적으로 섬유

주 단층세포층의 투과도가 낮아지게 된다. 이러한 결과의 

임상적 의미는 방수 내 포도당의 농도, 즉 당뇨의 조절과 

무관하게 DEX는 안압상승을 유발할 수 있음을 시사한다. 
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따라서 당뇨망막증에 의한 부종을 치료하기 위해 글루코코

티코이드를 사용할 경우 손상된 망막혈관내피세포의 TJ를 

회복시켜 망막부종은 개선될 수 있으나 장기간 사용할 경

우 섬유주의 기능을 저하시켜 안압상승을 초래하여 이차성

으로 스테로이드녹내장을 유발할 수 있음을 시사한다.36

스테로이드는 이외에도 다양한 기전으로 작용할 수 있는데 

액틴과 같은 스트레스성 섬유질의 증가가 관찰된다.25,26,37 

본 연구의 결과에 따르면 기존에 알려진 기전에 더하여 글

루코코티코이드는 섬유주세포 사이의 TJ를 강화시켜 방수

유출을 감소시킴으로써 안압상승을 유발할 수 있다. 스테

로이드 제제에 의해 유발되는 미세소관(microtubule)이나 

액틴 섬유의 변화가 없더라도 DEX에 의해 TJ의 강화가 

먼저 일어날 수 있다고 한다.27 따라서 스테로이드 제제는 

형태학적 변화에 선행하여 세포연접부의 기능적 변화를 

유발하여 세포간 유출의 조절에 관여함으로써 안압상승

을 유발할 수 있다. 스테로이드녹내장의 발병에는 my-

ocillin 같은 유전자를 포함하여 다양한 기전이 관여하는 

것으로 알려져 있다.12,13,38 한편, 본 연구에서 얻은 섬유주

단층세포층을 이용한 결과가 실제 생리적 환경과는 많은 

차이가 있을 것인데, 포도당이나 DEX가 섬유주에만 영향

을 주는 것이 아니고 쉴렘관과 공막을 비롯한 섬유주 주

위의 여러 조직에도 영향을 줄 수 있음을 고려해야 할 것

이다. 또한 TJ를 구성하는 다양한 단백의 역할에 대해서

는 향후 더 자세한 연구가 필요할 것이다. 

본 연구의 결과에서 HG가 섬유주를 통한 방수유출을 

증가시켜 안압을 낮추는 효과를 나타낼 수 있을 것이라고 

생각해 볼 수 있겠으나 당뇨와 녹내장, 혈중 포도당 농도

와 안압과의 연관성에 대해서는 논란이 많다. 당뇨가 있거

나 혈중 포도당 농도가 높은 경우 정상인에 비해 0.18 

mmHg 정도 안압이 높다는 보고도 있으나39-42 반대로 뚜

렷한 연관성이 없다는 보고들도 있다.43-47 그러나 당뇨를 

장기간 앓을 경우의 혈중 포도당의 변화 정도와 조절 여

부, 그리고 이환 기간에 따라 다양한 양상을 나타낼 수 있

으며, 섬유주뿐만 아니라 주위의 다른 유출로의 조직에도 

영향을 미칠 수 있을 것이므로 본 연구와 같이 섬유주단

층세포층에서만 단기간 고농도포도당에 노출된 결과를 

실제 임상적으로 안압이 미치는 영향과 비교하기는 하기

는 힘들 것이다. 그러나 망막내피세포를 이용한 연구들에

서 HG는 투과도를 증가시키며, 이러한 투과도의 증가는 

TJ의 변화와 관련이 있다고 알려져 있으므로7-10 혈관내피

세포의 성질을 가진 섬유주세포에서도48,49 단 기간에 노출

될 경우 HG가 투과도를 증가시킬 수 가능성을 배제할 수

는 없을 것이다. 한편 본 연구의 결과에서 나타난 바와 같

이 HG가 TJ의 형성을 저해하며 세포 생존과 활성을 저하

시킨 점을 고려해 보면 장기간 HG에 노출될 경우 섬유주

세포의 건전성이 떨어지고 섬유주세포가 소실되면서 결

과적으로 섬유주의 방수 유출에 대한 조절능력이 떨어질 

가능성도 있으므로 장기간의 효과에 대해 향후 좀더 자세

한 연구가 필요할 것이다. 또한 DEX에 섬유주 유출 감소

는 TJ 연접부의 변화뿐만 아니라 세포외기질의 변화에 의

해서도 나타날 수 있으며,36 이러한 DEX에 의한 변화는 

모든 사람에게 항상 일관되게 나타나는 것이 아니고 각 

개인에 따라 다르게 나타날 수 있다고 알려져 있으므로 

임상적으로 환자 개개인에게 적용해서 의미를 부여하는 

데에는 유의해야 할 것이다.

결론적으로 섬유주세포에서 고농도의 포도당은 TJ를 

구성하는 단백의 감소를 유도하여 세포 사이의 유출을 증

가시켜 섬유주를 통한 유출을 증가시킬 수 있다. 이에 반

하여 DEX는 TJ를 안정시킴으로써 섬유주세포 사이를 통

한 유출을 감소시켜 안압상승을 유발할 가능성이 있는데 

이러한 기능적 구성성분의 일종으로 occludin과 claudin-5

가 관여하는 것으로 나타났다.
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= 국문초록 = 

고포도당과 덱사메타존이 섬유주세포의 투과도에 미치는 영향

목적: 인체의 섬유주세포에서 고농도포도당이 섬유주의 투과도와 세포생존에 미치는 영향을 알아보고 이에 대한 덱사메타존의 역할

을 알아보고자 한다. 또한 투과도의 변화에 영향을 미치는 섬유주세포의 밀착연접의 변화를 알아보고자 한다.

대상과 방법: 일차배양한 인체의 섬유주세포에 저농도(5 mM)와 고농도(25 mM)의 포도당에 각각 3일간 노출시켰으며 이때 1.0 μM의 

덱사메타존에도 함께 노출시켰다. 섬유주단층세포층의 투과도를 carboxyfluorescein permeability test와 transendothelial electrical 

resistance (TEER)로 각각 측정하였다. 섬유주세포의 접합부에 미치는 영향을 알아보기 위하여 밀착연접의 claudin-5와 occludin의 

mRNA와 단백질의 발현을 reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)과 western blot으로 각각 측정하였다.

결과: Carboxyfluorescein permeability test와 TEER 결과 모두 고농도포도당은 저농도포도당에 비해 섬유주단층세포층 투과도가 유

의하게 크게 나타났으며(p=0.022, 0.028), claudin-5와 occludin mRNA의 발현이 각각 7.5%와 12.9% 작게 나타났다. 덱사메타존에 

함께 노출시킨 경우 고농도포도당에 노출시킨 경우에 비해 투과도가 감소되었으며, claudin-5와 occludin mRNA의 발현은 유의한 

차이를 나타내지 않았고, claudin-5와 occludin 단백질의 발현은 각각 6.51%, 8.55%로 유의하게 증가하였다(p=0.015, 0.012).
결론: 덱사메타존은 고농도포도당에 의한 섬유주단층세포층의 투과도 증가를 상쇄하였다. 덱사메타존은 섬유주세포의 밀착연접부에 

있는 claudin-5와 occludin의 발현을 증가시켰는데 이러한 밀착연접부의 변화는 스테로이드에 의한 섬유주 저항 증가의 기전이 될 

수 있을 것으로 생각된다.
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