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서      론

  평균수명의 연장으로 급속한 노령화가 진행되고 있는 국

내에서는 생명을 위협하는 질병뿐만 아니라 요실금과 같이 

삶의 질과 접하게 연관되어 있는 질환의 중요성이 크게 

부각되고 있다. 요의 저장과 배출에 관여하는 방광과 요도

괄약근의 기능에 이상이 있는 경우 주로 발생하는 요실금

은 일반적으로 진성요실금, 복압성요실금, 절박성요실금, 

그리고 범람요실금으로 구분되며, 여성에서는 복압성요실

금과 복압성요실금에 절박성요실금이 동반된 복합성요실

금이 많다.

  복압성요실금에 동반되는 과민성방광 증상 즉, 빈뇨, 요

절박 및 절박성요실금의 치료로 배뇨근의 수축력을 억제하

복압성요실금 환자에서 과민성 방광 증상의 동반에 따른 
방광점막에서의 칼슘 민감성 포타슘 통로와 코넥신의 발현 양상
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Purpose: The aim of this study was to examine how the mRNA and 
protein levels of calcium activated K+ channel (KCa) and connexin (Cx) 
change in association with overactive bladder in the bladder mucosae of 
stress urinary incontinence (SUI) patients.
Materials and Methods: Twenty SUI patients were included in our study. 
Bladder mucosae were obtained, with using cold cup biopsy forceps, from 
the patients suffering with genuine stress urinary incontinence (group 1, 
n=7), from the patients suffering with SUI along with urgency and fre-
quency (group 2, n=6), and from the patients suffering with mixed incon-
tinence (group 3, n=7).
Results: The mRNA transcripts of type 2 (SK2) and type 3 (SK3) small 
conductance KCa, Cx26, and Cx43 were highly expressed in the bladder 
mucosa. The message of large conductance KCa (BK) was significantly 
decreased in group 3 compared with that in the controls. The SK2 and 
Cx26 messages in group 3 were also lower than those in groups 1 and 
2. In the presence of urge incontinence, the BK and SK2 protein levels 
were decreased and the Cx26 protein expression was significantly in-
creased in the bladder mucosa of the SUI patients. In contrast, there were 
no significant differences in the mRNA and protein levels of KCas and 
Cxs between groups 1 and group 2.
Conclusions: Downregulation of both BK and SK2 and upregulation of 
Cx26 in the bladder mucosa of MI patients may contribute to the altera-
tions of urothelial instability, and this correlate with the symptom severity 
of bladder instability in SUI patients. (Korean J Urol 2006;47:722-728)
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기 위해 항콜린제가 주로 사용되고 있으나,1,2 항콜린제의 

작용이 방광 선택적이지 않으므로 흐린 시력, 어지러움, 구

강건조, 변비 등의 부작용을 동반하여 사용에 제한이 있

다.
2,3 항콜린제에 반응하지 않는 경우 보툴리눔독소와 vani-

lloid 유도체, 그리고 절박성요실금 치료에 electrical neuro-

modulation이 사용되고 있으며,
1,4 β-아드레날린 작용제, 칼

슘통로차단제, phosphodiesterase 억제제, 그리고 포타슘 (K
+)

통로개방제가 임상 전단계로 시도되고 있다.
1,4 또한, 방광

점막을 구성하는 요로상피와 요로상피 밑 조직은 요로와 

그 내용물 간의 단순한 장벽으로만 작용한다고 이해하고 

있었지만, 최근 여러 연구들에서 요로상피와
2,4-6 요로상피 

밑 조직이
2 방광의 기능 조절과 다양한 방광 질환들의 발병

에 중요한 역할을 할 가능성이 제시되어 새로운 치료제 개

발의 표적으로 주목받고 있다.

  복압성요실금 수술 후에도 과민성방광 증상이 남아 있게 

되면 환자가 불편한 것은 물론 수술 성공률을 떨어뜨리는 

중요한 요인이 된다. 복압성요실금에 동반된 과민성방광의 

병인은 확실하지 않으나, 과민성방광 증상을 지닌 사람의 

방광 평활근육의 긴장도 변화와 이에 따른 요실금의 기전

을 연구하는 데 흔히 사용되는 방광하부 요로폐색 동물 모

델이나
7,8
 K

+
 통로나 틈새이음 (gap junction)을 표적으로 한 

transgenic mice를 사용한 연구들에서 배뇨근에 분포하는 K
+
 통로나 틈새이음의 유전자 및 단백 발현과 기능 변화가 

복압성요실금에 동반된 증상의 병인으로 매우 중요한 역할

을 할 것으로 보고되고 있다.
9-13

 K
+
 통로를 표적으로 하는 

치료는 신체 전반에 걸친 광범위 작용에도 불구하고 새로

운 약 전달계에 대한 활발한 연구로 특정 표적 장기에 대한 

선택적 치료가 가능할 것으로 기대되면서 전립선 질환, 발

기부전, 과민성방광의 새로운 치료로 대두되고 있다.
11,13

  따라서 본 연구에서는 복압성요실금 환자의 방광점막에

서의 과민성방광 증상의 정도에 따른 칼슘 민감성 K
+ 통로

(KCa) 아형들과 틈새이음을 이루는 코넥신 (connexin, Cx)의 

mRNA 발현과 단백질 발현을 비교해 보았다.

재료 및 방법

    1. 요실금 환자의 임상 검사 및 조직분리

  수술을 위해 입원한 복압성요실금 환자의 배뇨일지, 증

상을 검사하여 과민성방광 증상의 동반정도에 따라 환자를 

복압성요실금만 가진 군 (1군, 7명, 평균 51세), 빈뇨와 요절

박을 동반한 복압성요실금군 (2군, 6명, 평균 44세), 그리고 

빈뇨나 요절박과 절박성요실금을 동반한 복합성요실금군

(3군, 7명, 평균 49세)으로 구분하여, 수술 전 조직 겸자를 

사용하여 양측 요관구 뒤쪽으로 2cm 되는 곳과 이 두 곳을 

연결하여 중간지점에서 한 곳 등 세 곳에서 방광점막조직

을 적출하 다. 복압성요실금의 정도는 1군이 grade II 2명, 

grade III 5명이었고, 2군은 grade I 1명, grade II 3명, grade 

III 2명이었다. 그리고 3군은 grade II 3명, grade III 4명이었

다. 대조군으로는 신우요관이행부협착환자 (n=3)와 요도카

룬클 환자 (n=2)의 방광점막을 사용하 다. 연구를 위해서 

수술 동의서를 받을 때 방광조직의 일부를 뗄 수 있다는 

설명과 함께 동의서를 받았다.

    2. RNA 분리 및 역전사 중합효소연쇄반응 (reverse 

transcriptase-polymerase chain reaction)

  적출한 방광점막조직을 액체 질소에 담가 급속 냉각한 

후 -70
oC에 보관하 다. Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, 

USA)를 사용하여 방광조직으로부터 총 RNA를 분리하고, 

UV/visible spectrophotometer (Pharmacia Biotech. Milwaukee, 

USA)로 260nm 및 280nm에서의 흡광도를 측정하여 RNA의 

순도와 농도를 계산하 다. 코넥신과 KCa 아형들의 mRNA 

발현을 측정하고자 DNA thermal cycler (MJ research, Water-

town, USA)를 사용하여 다음의 조건에서 역전사 중합효소 

연쇄반응을 시행하 다. 총 RNA 20μg을 oligo (dT) primer

와 M-MLV reverse transcriptase (Promega, Madison, USA)로 

Table 1. Primer sequences for the polymerase chain reaction (PCR)
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Product
  Gene Primer sequence (5'→3')

size (bp)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
 BK 5'-GCGGTTAGTGGAAGAAAGCA-3' 215bp

5'-TGTGGATTGAGGACGGAAC-3'

 IK 5'-CCATCGTGTGTCTGTGTGTG-3' 221bp

5'-CTGGCTCTGGGACTTTTGCT-3'

 SK1 5'-CTCGTGGTGGCTGTGGTG-3' 223bp

5'-CCTGATGGATGGCTTGGA-3'

 SK2 5'-GCACAACTCCAACAACC-3' 231bp

5'-ATGACCACGATGCGAAC-3'

 SK3 5'-CTAATGCCACCCACAACCA-3' 201bp

5'-GCTCGGTCTCTATCACCATAACA-3'

 Cx26 5'-CTGCAGCTGATCTTCGTGTC-3' 308bp

5'-AAGCAGTCCACAGTGTTG-3'

 Cx32 5'-CTGCTCTACCCTGGCTATGC-3' 380bp

5'-GAGCAGCGGTCGCTCTT-3'

 Cx43 5'-CTCAGCAACCTGGTTGTGAA-3' 709bp

5'-TCGCCAGTAACCAGCTTGTA-3

 Cx45 5'-GAGGAGGACAACGAAGAGGA-3' 234bp

5'-CACATAAAACGGGTGGACTTG-3'

 18SrRNA 5'-GTGGAGCGATTTGTCTGGTT-3' 201bp

5'-ACGCTGAGCCAGTCAGTGTA-3'

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
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역전사시켜 얻은 cDNA 주형을 Table 1의 primer와 함께 변

성 (94
oC, 2분), 붙임 (primer에 따라 56-60oC, 1분), 그리고 연

장 (72
oC, 2분)하는 과정을 primer에 따라 25-35회 수행하고 

최종적으로 72
oC에서 5분간 두어 증폭하 다. 증폭된 산물

을 1% agarose 겔 상에서 전기 동한 후 ethidium bromide로 

염색시켜 polaroid film으로 사진을 찍어 gel documentation 

system (Biorad, Hercules, USA)으로 상 분석하 다. Primer 

제작에는 primer3 software
14를 사용하 다.

    3. 면역탁본법 (immunoblot analysis)

  적출한 방광점막조직을 150mM NaCl, 25mM Tris-HCl (pH 

7.4), 1% Triton X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 

1% Nonidet P-40, protease inhibitor (Roche, Basel, Swit-

zerland)를 포함한 완충액에 담가 homogenizer로 마쇄한 다

음, 12,000rpm, 4
oC에서 20분간 원심분리 한 후 상층액을 취

하여 Bradford 방법으로 단백 농도를 측정하 다. 추출한 총 

단백 40μg을 10% polyacrylamide gel에서 전기 동한 후 

polyvinylidene fluoride membrane에 옮겼다. Membrane은 3% 

skim milk를 함유한 tris buffered saline (50mM Tris (pH 7.4), 

10mM NaCl)으로 1시간 동안 실온 (15-30
oC)에서 반응시킨 

후, 1:500 또는 1:1,000으로 희석한 large conductance KCa

(BK)와 type 2 (SK2) 및 type 3 small conductance KCa (SK3)

(Alomone Labs, Jerusalem, Israel) 일차항체, 그리고 Cx26과 

Cx43 (Zymed Laboratories, San Francisco, USA), Cx45 (Santa 

Cruz Biotechnolog, Santa Cruz, USA)에 대한 일차항체와 4
oC

에서 14-16시간 동안 반응시켰다. 이후 membrane을 과산화

효소와 접합된 단클론 이차 항체와 반응시킨 후 ECL sys-

tem (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, England)으로 

단백질을 확인하 다.

    4. 통계 분석

  실험결과는 평균과 표준오차 (Mean±SEM)로 나타냈다. 

군들 간의 비교에는 분산분석법 (ANOVA)을 사용하 고, 

Duncan test로 검정하 으며, p값이 0.05 미만일 경우 유의

한 차이가 있는 것으로 간주하 다.

결      과

    1. 방광점막의 칼슘 민감성 포타슘 통로 mRNA 및 

단백 발현 변화

  역전사 중합효소연쇄반응을 시행한 결과 방광점막에는 

BK, SK2, SK3 mRNA가 주로 발현되었다 (Fig. 1). 복압성요

Fig. 2. Densitometric analyses of the polymerase chain reaction (PCR) products for BK, SK2 and SK3, corrected for the 18SrRNA value, 

in each sample. The results are expressed as the fold changes in mRNA (means±SE). BK and SK represent the large- and small-conductance 

calcium activated potassium channels, respectively. Groups 1, 2 and 3 denote bladder mucosae obtained from the patients suffering with 

genuine stress urinary incontinence (SUI), SUI with urgency and frequency, and mixed incontinence, respectively. *: p＜0.05 vs. the control, 
†: p＜0.05 vs. group 1, ‡: p＜0.05 vs. group 2.

Fig. 1. Ethidium bromide-stained gel of the polymerase chain 

reaction (PCR) products for the calcium activated potassium chan-

nel (KCa) subfamilies in human bladder mucosae. BK, IK, and SK 

denote the large-, intermediate- and small-conductance KCas, re-

spectively.

500bp
BK IK SK1 SK2 SK3

200bp
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실금에 동반하여 과민성방광 증상 중 빈뇨와 요절박이 있

는 2군에서는 BK, SK2, SK3 mRNA와 단백 발현이 대조군

이나 복압성요실금만 있는 1군과 차이를 보이지 않았다

(Fig. 2, 3). 그러나 빈뇨나 요절박과 더불어 절박성요실금을 

동반한 복합성요실금이 있는 3군에서는 요실금이 없는 대

조군에 비해 BK mRNA 발현이 현저히 낮았다. 또한, 3군에

서의 SK2 mRNA 발현은 대조군과는 차이가 없었으나 1군

과 2군에 비해 낮았고 (Fig. 2), 3군에서의 SK3 mRNA 발현

은 대조군과 2군에 비해 유의하게 낮았다 (Fig. 2). BK와 

SK2 단백 발현은 3군에서 1군과 2군보다 현저히 낮았으며, 

SK3 단백 발현은 군 간에 차이를 보이지 않았다 (Fig. 3).

    2. 방광점막의 코넥신 mRNA 및 단백 발현 변화

  방광점막에는 Cx26, 32, 43, 및 45mRNA가 발현되었으며 

특히 Cx26과 Cx43mRNA 발현이 높았다 (Fig. 4). 복압성요

실금만 있는 1군에서 대조군에 비해 Cx26mRNA 발현이 증

가하 으나, Cx32, Cx43 및 Cx45mRNA 발현은 대조군과 통

계적으로 유의한 차이가 없었다 (Fig. 5). 또한, KCamRNA나 

단백 발현 양상과 마찬가지로 빈뇨와 요절박의 동반만으로

는 코넥신 mRNA 발현에 차이를 보이지 않았다 (Fig. 5). 빈

뇨나 요절박과 더불어 절박성요실금을 동반한 3군에서는 

Cx26mRNA 발현이 1군과 2군에 비해 낮았으나 대조군과 

차이가 없었으며, Cx43 유전자 발현은 2군에 비해 낮았으

나 대조군이나 1군과 차이가 없었다 (Fig. 5). Cx43 단백 발

현은 mRNA 발현양상과 달리 과민성 방광 증상의 동반 유

무에 향을 받지 않았고, Cx26 단백은 3군에서 1군에 비해 

유의하게 높았다 (Fig. 6). Cx45 단백은 본 실험조건에서는 

측정되지 않았다.

Fig. 3. Expressions of BK, SK2 and SK3 proteins, corrected for β-actin, in each sample. Values are shown in arbitrary units (A.U.) 

as the mean±SE of human bladder mucosae. BK and SK represent large- and small-conductance calcium activated potassium channels, 

respectively. Groups 1, 2 and 3 denote bladder mucosae obtained from the patients suffering with genuine stress urinary incontinence 

(SUI), SUI with urgency and frequency, and mixed incontinence, respectively. *: p＜0.05 vs. group 1, 
†: p＜0.05 vs. group 2.
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고      찰

  본 연구 결과 복압성요실금에 동반하여 빈뇨와 요절박만 

동반한 경우에는 방광점막의 connexin (Cx)과 칼슘 민감성 

포타슘 (K
+) 통로 (KCa) 아형들의 mRNA 발현과 단백질 발

현이 대조군이나 복압성요실금 군과 차이가 없었으나, 절

박성요실금까지 동반되어 과민성방광 증상의 정도가 심한 

복합성요실금 군에서는 large conductance KCa (BK)와 type 2 

small-conductance KCa (SK2)의 mRNA와 단백 발현이 현저히 

감소하 다. Cx26의 mRNA 발현은 복합성요실금 군에서 

복압성요실금만 있는 경우나 빈뇨와 요절박만 동반된 복압

성요실금 군보다 현저히 낮았으며, Cx26 단백 발현은 복압

성요실금만 있는 경우보다 유의하게 높았다. 따라서, 복합

성요실금 군에서의 Cx26mRNA 발현 감소는 단백 증가에 

따른 이차적 현상으로 볼 수 있다.

  KCa 아형들은 칼슘에 대한 민감도나 막전압 의존성 여부, 

이온 전도도, 그리고 이온통로 차단제에 대한 특이성에 따

라 BK, intermediate-conductance KCa (IK), SK로 나눠지며, 

SK는 다시 SK1, SK2, 그리고 SK3의 세 가지 아형으로 분류

된다.
15 본 연구 결과 방광점막에는 BK와 SK의 존재가 보고

된
16,17 배뇨근과 같이 BK와 SK2 및 SK3 mRNA가 측정되었

다. BK 발현을 억제한 실험동물에서 과민성 방광 증상이 

유발되며,
10 SK3가 정상 생쥐의 방광 평활근육과 요로상피

에 분포하며, SK3를 과도하게 발현시킨 transgenic mice를 

사용하여 SK3가 요 저장기 동안에 나타나는 불수의적인 방

광수축 (non-voiding contraction) 조절에 관여할 가능성을 제

시하 다.
12 또한, Nakamura 등18은 쥐의 방광 평활근육세포

에서 아세틸콜린 작용제인 carbachol에 의해 유도된 외향전

류가 BK 차단제인 iberiotoxin에 의해 억제되고, M2 대항제

에 의해서는 지속적으로 유지됨을 관찰하여, M3 수용체 자

극에 대한 배뇨근 수축반응에 대한 M2 수용체의 강화작용

Fig. 5. Densitometric analyses of the polymerase chain reaction (PCR) products for connexin (Cx)26, Cx32, Cx43 and Cx45, corrected 

for the 18SrRNA value, in each sample. The results are expressed as the fold changes in mRNA (means±SE). Groups 1, 2 and 3 denote 

bladder mucosae obtained from the patients suffering with genuine stress urinary incontinence (SUI), SUI with urgency and frequency, 

and mixed incontinence, respectively. *: p＜0.05 vs. control, 
†: p＜0.05 vs. group 1, ‡: p＜0.05 vs. group 2.
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이 BK를 억제하여 나타날 가능성을 제시하 다. 막전압을 

과분극시켜 세포를 안정상태로 돌아가게 하는 KCa의 주된 

기능을 고려할 때, 과민성방광 증상이 심한 복합성요실금 

군에서 방광점막 BK와 SK2의 mRNA와 단백발현의 감소는 

방광점막에 분포하는 세포들의 흥분성을 증가시켜 세포-세

포간 신호전달을 통한 통합 기능 수행을 촉진하여 과민성

방광 증상 유발에 관여할 가능성을 생각할 수 있다. SK2는 

신경세포에만 주로 분포하는 SK1보다는 다양한 조직 즉, 

부신, 전립선, 간, 신장 등에 분포하지만,
17 혈관 평활근육과 

내피세포를 포함하여 거의 대부분의 조직에 분포하는 BK, 

SK3나 IK보다 조직 분포가 제한되어 있어 과민성방광의 효

과적인 새로운 치료 표적이 될 수 있다.

  Cx43과 Cx45는 배뇨근과 방광점막에 모두 분포하며,
19-22 

Cx26은 요로상피의 주요한 틈새이음 구성단백으로 알려져 

있다.
22-24 본 연구에서도 요로상피와 요로상피 밑 조직으로 

구성된 방광점막에서는 Cx32나 Cx45에 비해 Cx26과 Cx43

의 mRNA 발현이 높았다. 방광하부 요로 폐색한 쥐에서 요

축적에 따른 방광내압 증가로 Cx43의 mRNA와 단백 발현

은 배뇨근에서 유의하게 증가되었고
21,24 요로상피에서는 변

화가 없으며,
24 Cx26의 유전자와 단백 발현이 요로상피에서 

모두 증가됨이 보고되었다.
24 사람의 방광점막에서도 Cx43 

단백 발현은 군 간에 차이가 없었으나, Cx26 단백은 복압성

요실금에 절박성요실금이 동반된 혼합 요실금 군에서 현저

히 높았다. 이 결과는 사람의 방광에서도 배뇨근, 요로상피 

등 부위별로 Cx의 발현이 독특하게 조절되며, 요로상피에

서의 Cx26 증가로 요로상피세포간의 기능적 연결 증대에 

따라 세포-세포 신호전달이 촉진되어 과민성방광 증상 유

발에 관여할 가능성을 제시하고 있다.

  본 연구에서 복압성요실금에 절박성요실금이 동반된 경

우와 달리 요절박만 동반된 경우에서 통계적으로 유의한 

변화를 보이지 않은 것은, 과민성 방광 증상과 배뇨근과활

동성을 재현한 요역동학검사 간의 상관관계가 절박성요실

금이 동반된 경우 요절박만이 동반된 경우에 비해 더 높다

는 보고
25에 근거하여 과민성 방광 증상의 정도에 적응하여 

방광점막에서 BK, SK2와 Cx26의 발현이 변화되는 것으로 

추정할 수 있다. 

결      론

  복압성요실금에 동반된 과민성방광 증상의 정도에 따라 

방광점막의 칼슘 민감성 K
+ 통로 아형들과 코넥신의 유전

자 및 단백 발현을 비교해 본 결과, 과민성방광 증상의 정도

가 가장 심한 복합성요실금 군에서 BK와 SK2의 mRNA 및 

단백 발현이 유의하게 감소하 고 Cx26 단백 발현은 현저

히 증가됨을 확인하 다. 이상의 결과는 과민성방광 증상 

정도에 적응하여 방광점막에서 BK, SK2와 Cx26의 발현 변

Fig. 6. Expressions of connexin (Cx)26, Cx43, and Cx45 proteins, corrected for β-actin, in each sample. Values are shown in arbitrary 

units (A.U.) as the mean±SE. Groups 1, 2 and 3 denote bladder mucosae obtained from the patients suffering with genuine stress urinary 

incontinence (SUI), SUI with urgency and frequency, and mixed incontinence, respectively. *: p＜0.05 vs. group 1.
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화를 통해 방광점막에 분포하는 세포들의 세포-세포 간 신

호전달을 통한 통합 기능 수행을 촉진하여 과민성방광 증

상 유발에 관여할 가능성을 시사하고 있다.
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