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Purpose: Heat shock proteins (HSPs) are a group of proteins that are activated when cells are exposed to a variety 
of environmental stresses, such as infection, inflammation, exposure to toxins, starvation, hypoxia, brain injury, or 

water deprivation. The activation of HSPs by environmental stress plays a key role in signal transduction, including 
cytoprotection, molecular chaperone, anti-apoptotic effect, and anti-aging effects. However, the precise mechanism 
for the action of small HSPs, such as HSP27 and mitogen-activated protein kinases (MAPKs: extracellular-regulated 

protein kinase 1/2 (ERK1/2), p38MAPK, stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase (SAPK/JNK), is not 
completely understood, particularly in application of cell stimulators including platelet-derived growth factor (PDGF), 
angiotensin II (AngII), tumor necrosis factor α (TNFα), and H2O2. This study examined the relationship between 

stimulators-induced enzymatic activity of HSP27 and MAPKs from rat smooth and skeletal muscles. 

Methods: 2-dimensional electrophoresis (2DE) and matrix assisted laser desorption ionization- 
time-of-flight/time-of-flight (MALDI-TOF/TOF) analysis were used to identify HSP27 from the intact vascular smooth 

and skeletal muscles. Three isoforms of HSP27 were detected on silver-stained gels of the whole protein extracts 
from the rat aortic smooth and skeletal muscle strips. 

Results: The expression of PDGF, AngII, TNFα, and H2O2-induced activation of HSP27, p38MAPK, ERK1/2, and 

SAPK/JNK was higher in the smooth muscle cells than the control. SB203580 (30μM), a p38MAPK inhibitor, 
increased the level of HSP27 phosphorylation induced by stimulators in smooth muscle cells. Furthermore, the 
age-related and starvation-induced activation of HSP27 was higher in skeletal muscle cells (L6 myoblast cell lines) 

and muscle strips than the control. 

Conclusion: These results suggest, in part, that the activity of HSP27 and MAPKs affect stressors, such as PDGF, 
AngII, TNFα, H2O2, and starvation in rat smooth and skeletal muscles. However, more systemic research will be 

needed into physical therapy, including thermotherapy, electrotherapy, radiotherapy and others. 
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I. 서론

1. 연구의 필요성

1962년 Ritossa에 의해 초파리를 이용한 실험에서 열충격반응

(heat shock response, HSR)이라고 명명하는 자기보호반응 즉, 

열 스트레스로 유도되는 세포 내 단백질 발현이 유발됨을 확인

하였으며 이러한 단백질 군을 열충격단백질(heat shock proteins, 

HSPs)이라 보고하였다(1996, Ritossa). HSPs는 superfamily의 

형태로 구성되어 있으면서 포유류를 비롯한 식물, 박테리아 및 

효모 등, 여러 종에 걸쳐 널리 분포되어 있다(Lindquist, 

1992). 이러한 HSPs는 정상 생리적 상태에서도 존재하지만 

내·외부 유인성 스트레스가 부과된 환경에 노출될 경우, 그 합

성이 증가되는 이유로 스트레스 단백질(stress proteins)로 명명

하기도 한다. 이러한 HSPs는 분자성 차페론(molecular 

chaperone)의 역할 즉, 새롭게 합성되는 단백질의 변성과 3차 

구조의 오류 및 적절하지 못한 조합을 조절하여 정상적 삼차원

구조를 형성시키거나 물질이동을 원활하게 하는 등의 역할을 

담당하는 것으로 보고되어 있다(Williams 등, 1993). 반면, 

HSPs는 열충격 뿐 아니라 뇌손상, 허혈, 에탄올, 빛, 아비산염

(arsenite) 및 바이러스 등에 의해서도 발현되는 것으로 알려져 

주목을 받고 있다(Morimoto 등, 1992; Sarge 등, 1991; 

Williams 등, 1993).

그러나 고혈압의 이환과 염증성 통증의 유발 및 악화 등에 

직･간접적으로 작용하는 혈소판-유래 성장인자(platelet-derived 

growth factor, PDGF)와 안지오텐신Ⅱ(angiotensinⅡ, AngⅡ), 

과활성산소(hydrogen peroxide, H2O2) 및 종양괴사인자-α

(tumor necrosis factor α, TNFα)의 적용으로 HSPs 중에서 

저분자량 HSPs (low molecular HSPs 혹은 small HSPs)에 해

당되는 HSP27의 발현이 증가된다는 내용이 보고되어 있으나, 

세포 및 조직 특이성에 제한성이 존재한다(Saris 등, 2006; 

Takenaka 등, 2004). 또한 HSP27의 상위효소로써 유사분열-

활성 단백질 부활효소(mitogen-activated protein kinases, 

MAPKs)가 관여한다는 내용이 알려져 있다(Lee 등, 2007a, 

2007c). 그러나 각 효현제(PDGF, AngⅡ, H2O2) 적용에 따른 

ERK1/2 (extracellular regulated protein kinase 1/2)와 

p38MAPK 및 SAPK/JNK (stress-activated protein kinase/c-Jun 

N-terminal kinase)의 발현 및 인산화의 증감 유무 등에 대한 

연구보고는 세포 및 조직 특이성의 제한성과 부분적 결과에 국

한된다. 본 연구에서는 혈관평활근의 1차 조직배양을 통해 효

소활성의 변동을 관찰함으로써 스트레스-유인 HSP27과 

MAPKs(ERK1/2, p38MAPK, SAPK/JNK)의 상관성을 확인

하고자 한다. 특히 골격근 조직의 일령증가 및 영양분 고갈에 

대한 HSP27의 발현과 인산화 증감에 대한 연구보고는 거의 

이루어져 있지 않는 이유로 비복근(gastrocnemius) 조직과 L6 

myoblast cell lines를 이용하여 HSP27 인산화의 변동추이를 

관찰하고자 한다. 한편 HSPs의 임상적 효용 측면에서 레이저 

적용 암세포의 억제 및 안과 질환의 개선 등에 대한 내용이 보

고되어 있으나(Rylander 등, 2007), 그 외 물리치료 영역에서 

접근한 연구보고는 미비한 상태에 있다.

따라서 본 연구에서는 PDGF와 AngⅡ, TNFα 및 H2O2 

및 영양 고갈과 같은 스트레스를 혈관평활근세포와 골격근 세

포에 적용하여 변동되는 HSP27의 인산화와 MAPKs의 발현 

및 활성증감을 관찰하여 HSP27와 MAPKs의 상관성을 추정하

고 물리치료영역에서 접근할 수 있는 내용 등을 살펴봄으로써 

HSPs 연관 기초물리치료의 체계적 연구에 도움이 되고자 한다.

2. 물리치료 연구를 위한 HSPs의 이해 

1) 열충격단백질(heat shock proteins, HSPs)

효소를 비롯한 단백질은 열충격을 비롯한 스트레스를 받을 경

우, 단백질 3차 구조의 오류와 미형성 및 소수성 부분이 노출

되어 서로 응집되는 결과를 가져와 세포의 손상 및 죽음을 야

기하게 된다. 그러나 생체에서는 이러한 스트레스로부터 세포

를 보호하기 위해 다양한 HSPs가 발현되어 변형된 단백질과 

결합하여 3차 구조의 회복과 같은 보수기전을 통해 목표-단백

질의 손상방지 및 분자성 차페론의 역할을 담당한다(Williams 

등, 1993)(Figure 1A). 이러한 HSPs는 분자량에 따라 5개의 

군 즉, HSP100 family, HSP90 family, HSP70 family, 

HSP60 family, small HSPs (10∼28kDa) family로 분류하고 

있다(Lindquist와 Craig, 1988). HSPs가 지닌 항-스트레스 효

과에 대한 내용은 패혈증 쇽 모델 동물 중 혈장 HSP70의 수

준이 높은 동물이 그렇지 않은 동물에 비해 생존시간이 길었다

는 내용 및 국소허혈 및 경색상태의 대뇌피질과 선조체 등의 

여러 부위에서 HSPs의 발현이 증가되었다는 결과가 이를 뒷받

침해 준다(Su 등, 2005). 또한 발작 후에 소뇌의 치상회에서 

발현되는 HSP70 mRNA(Wong 등, 1992)와 병적상태인 전신

홍반성낭창 환자에서 HSP90과 HSP72의 증가(Dhillon 등, 

1993) 등의 결과는 자극에 대한 세포의 보호반응이나 병적상태

의 표식자 역할(bio marker)이 존재함을 인지시켜준다. 이처럼 

HSPs는 환경적 스트레스와 병태·생리적 및 정상 생리활성의 

자극에 의해 불활성화 상태로 존재하는 열충격전사인자(heat 

shock transcription factor, HSF)가 활성형태로 형태변화를 통

해 활성화되고 이어 핵으로 이동되어 열충격반응부분(heat 

shock response element, HSE)과 결합하여 HSPs 전사를 촉진하

여 HSPs가 생성된다(Figure 1A). 이렇게 생성된 HSPs는 세포

의 보호작용과 신호전달경로에 관여하는 반면, 단백질의 생성

과정에서 유발될 수 있는 비정상적 구조형성과정을 억제하거나 

세포의 자연사 및 노화를 억제시키는 역할을 담당한다고 요약

할 수 있다(Figure 1A)
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Figure 1. The schematic representation of cellular stress response through heat shock protein pathways (A)
and of heat shock factor cycle (B) and active model (C) of HSF
The figure B depicts an HSF trimer, with the DNA binding domains in black and the coiled coil trimerization
domain represented as a cylinder. In the inactive state, the C-terminal activator (stripes) is tethered to the
structural core of the protein by the conserved heptapeptide in CE2 (RXLLKNR, white). Upon activation, CE2
is released from its binding site, freeing the C-terminal activator.
HSF: heat shock transcription factor, HSE: heat shock response element, HSPs: heat shock proteins [quoted 
and modified from Ciocca et al. (1993), Morimoto et al. (1992), and Westerheide and Morimoto (2005)]
1&3 HSF: monomeric and trimeric heat shock transcription factor, HSE: heat shock response element, 
HSPs: heat shock proteins [quoted and modified from Sorger (1991), Jakobsen and Pelham (1991), and 
Malago et al. (2002)]

2) 열충격전사인자(heat shock transcription factor, HSF)

진핵세포에서 HSPs 단백질의 발현을 조절하는 인자에는 염기

서열 특이성 DNA결합 단백질인 HSF가 존재하며(Morimoto 

등, 1992; Nieto-Sotelo 등, 1990), 인체조직(HSF1: 가장 잘 

알려져 있으며 열충격에 주된 작용을 담담하는 것으로 알려져 

있음, HSF2 와 HSF4)과 닭에서 정제된 HSF3 및 흰쥐에서 

정제된 2개의 전사인자가 존재한다(Ciocca 등, 1993; 

Morimoto 등, 1992; Sarge 등, 1991). 이러한 HSF에는 N-말

단 쪽의 DNA-결합 부분과 isoleucine repeat가 존재하며 온도

조절 전사활성에 중요한 역할을 담당하는 것으로 보고되어 있

다(Nieto-Sotelo 등, 1990). HSF는 자극이 주어지지 않은 안

정 상태에서는 단량체 즉 DNA 비결합 형태로써 세포질에서 

HSP70 및 HSP90과 결합된 복합체로 존재하다가 열충격을 비

롯한 스트레스 환경에 폭로될 경우, 단량체의 HSF에 결합되어 

있던 HSP70 및 HSP90이 부활효소의 작용으로 해리되고 

HSF는 핵 안으로 이동된다(Figure 1B). 여기서 HSF는 N-말

단 부근에 존재하는 coiled coil trimerization domain의 lucine 

zipper의 조절작용으로 삼량체화 즉 DNA 결합 형태로 활성화

되며(Rabindran 등, 1993), 각 HSF의 N-말단에 존재하는 

DNA 결합 부분이 DNA의 promotor에 존재하는 HSE와 직

접 결합함으로써 HSE-HSF 복합체를 이루게 된다(Jakobsen과 

Pelham, 1991; Rabindran 등, 1993; Sorger와 Nelson, 

1989)(Figure 1B). 즉, HSF는 HSE라고 부르는 pentameric 

sequence인 5-bp 단위(5‘-nGAAn-3’)를 적어도 2개가 존재해

야 높은 친화력을 갖는데, HSE의 염기배열은 head-to-head 

(nGAAnnTTCn)와 tail-to-tail (nTTCnnGAAn) 형태 중 한가

지의 특정 염기서열에 결합하여(Ciocca 등, 1993; Morimoto 

등, 1992), 스트레스 유도 HSE결합 복합체를 이루는 내용이 

그것이다(Morimoto, 1993; Sorger, 1991). 이러한 복합체의 

형성은 HSF 부활효소 작용에 의해 HSP 유전자의 전사를 활

성화 시켜주는 결과 즉, HSF의 C-말단부위에 transactivation 

domain(= C-terminal activator)은 HSF의 전사를 강하게 촉진

시킴으로써 HSPs 생산을 조장하는 부분이 된다(Rabindran 등, 

1993; Sorger, 1991). 반면, HSPs의 생성이 과도할 경우 생성

된 HSPs가 HSF와 결합하여 DNA로부터 HSF가 떨어져 나와 

비활성 형태로 되돌아가는 음성되먹이 기전의 작용 즉, HSF의 

C-말단에 존재하는 lucine zipper 부분이 삼량체화에 대해 음

성적 조절기작 및 HSF 탈인산화효소가 작용하여 안정상태로 

이행하는 내용이 그것이다(Morimoto 등, 1992; Rabindran 

등, 1993; Sorger, 1991)(Figure 1B). 또한 C-terminal 

activator와 trimerization domain사이에 있는 conserved 

element 2 (CE2)라고 하는 7개의 아미노산(RXLLKNR)으로 

구성된 conserved heptapeptide 영역이 있는데 이 부분이 HSF

의 활성을 억제하는 결정적 요소로 밝혀져 주목을 받고 있다

(Jakobsen과 Pelham, 1991)(Figure 1C). 
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II. 연구방법

1. 연구방법 

1) 실험동물 및 세포배양

체중 190∼200g, 웅성의 SD-흰쥐 10두를 혈관평활근(흉대동맥, 

thoracic aorta)의 세포분리와 골격근 조직(비복근, gastrocnemius)

의 표본을 얻기 위해 사용하였다. 

본 실험에 사용한 혈관평활근세포(rat aorta smooth muscle 

cell, RASMC)는 생후 6주된 흰쥐의 흉대동맥에서 효소분산법

(enzyme dispersion method)으로 분리한 후, 일차 세포배양법

(primary culture)으로 배양하였다(Lee 등, 2007c). Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM)에 10% fetal bovine 

serum (FBS)과 100U/ml penicillin과 100㎍/ml streptomycin 

및 200mM glutamine을 혼합한 배양액을 이용하여 3∼9 세대

까지 배양한 세포를 본 실험에 사용하였다. 흰쥐 유래 

myoblast인 L6 cell line은 한국세포주은행(KCLB)에서 19세대

까지 배양한 세포를 구입하여 21∼25세대까지 세포배양 후 본 

실험에 이용하였다. 세포 배양은 5% CO2, 95% 공기가 공급

되는 37℃ 배양기를 사용하였다(Lee 등, 2007c).

2) 프로테오믹스 기법을 이용한 HSP27의 분리 및 동정

골격근 조직과 평활근 조직을 1차 동결/파쇄 시킨 후 균질화 

용액을 첨가 및 초음파로 2차 파쇄를 시행하였다. 준비된 단백

질 시료를 재수화(rehydration) 용액과 혼합 후, 200 μg의 시

료와 17cm의 pH 3∼10 non-linear immobilized pH 

gradient (IPG) strip을 IPG strip holder에 넣고 IPG-phor를 

셑팅(20℃, 50V)시켜 24시간동안 재수화를 실시하였다. 재수화

를 실시한 IPG strip은 IPG-phor를 이용하여 저전압에서 고전

압으로 처리하여 등전화(isoelectric focusing, IEF)를 시행하였다. 

IEF후, IPG strip은 완충용액에서 30분간 동질화(equilibration)

를 시행하였다. 12%의 2DE gel을 작성하여 전기영동을 실시

한다. 분리된 단백질의 발현정도를 살펴보기 위해 은염색을 실

시하였다. 발현 및 검색된 spot은 MALDI-TOF/TOF MS 

(matrix assisted laser desorption ionization-time-of-flight/time- 

of-flight mass spectrometer; AB 4700, Applied Biosystems)로 

측정하였다. 측정된 스펙트럼은 MASCOT(Matrix Science, 

UK) 프로그램을 사용하는 Global Protein Server Explore 3.0 

스프트웨어로 분석하였다. 분석결과는 NCBI(http://www.ncbi. 

nlm.nih.gov), Swiss-prot/TrEMBL 홈페이지 (http://www. 

expasy.ch/sprot), MS-Fit (http://pro spector. ucsf.edu) 및 

Pro Found(http://www.prowl. rockefeller.edu)를 이용하여 검

색하였다(Lee 등 2006).

3) HSP27의 발현과 인산화 측정

HSP27의 발현과 인산화를 측정하기 위해 Kim 등(2006)이 실

시한 내용과 동일한 과정으로 본 연구를 실시하였다. 준비된 근

조직 및 세포를 조직분쇄용 균질화 용액에서 파쇄하였다. 표본

을 14,000×G에서 10분간 원심 분리하여 상층액을 취하였다. 

SDS용 겔을 작성한 후 전기영동용 수조에 장착하여 영동용 완

충액으로 전기영동을 실시하였다. 전기영동 된 겔은 40mA로 1

∼2시간 전사하였다. 전사된 PVDF 막은 1차 항체를 넣고 4℃

에서 12시간 반응시켰다. 다음 2차 항체와 상온에서 1시간 동

안 반응시킨 후, 암실에서 X-ray 필름에 노출시켜 면역활성 밴

드를 확인하였다. X-ray 필름에 나타난 밴드는 이미지 분석기

(Bioprofil, Vilber Lourmat, France)로 정량하였다(Kim 등, 

2006).

2. 분석방법

본 연구결과에 대한 자료 분석은 SAS 통계프로그램 ver. 6.12

를 사용하여 평균과 표준편차를 산출하였으며, 유의수준 α는 

0.05로 설정하여 Student's t-test로 검정하였다.

III. 결과 

1. 평활근과 골격근에 존재하는 HSP27의 분리 및 동정

1차 세포배양법으로 준비된 혈관평활근 세포와 비복근 조직으

로부터 HSP27을 분리 및 동정한 결과 다음과 같았다. 

평활근이나 골격근 모두에서 HSP27(PI; 6.12, Mr; 22.8 

kDa)이 발현됨을 확인할 수 있었으며, 3종류의 동위효소가 존

재함을 확인할 수 있었다(Figure 2A, 2B). 

2. 혈소판 유래 성장인자(PDGF)-유도 HSP27 인산화의 변동

스트레스 물질 중 하나인 PDGF 10ng/mL을 시간 의존적으로 

RASMC에 적용시킨 결과 PDGF 적용 5분과 10분, 30분으로 

폭로된 시간이 증가함에 따라 HSP27의 인산화가 증가하는 것

을 관찰할 수 있었다(Figure 2C-a). 이러한 내용을 근거로 

10ng/mL의 단일농도와 10분 적용의 결과 대조군(100%)에 비

해 PDGF 적용군에서 HSP27 (312.0±30.64%)과 p38MAPK 

(251.3±64.44%), ERK1/2 (616.0±180.0%) 및 SAPK/JNK 

(659.3±229.5%)의 인산화가 유의한 수준으로 증가하는 것을 

확인할 수 있었다(Figure 2C-b∼e). 또한 PDGF (10ng/mL, 

10분) 적용으로 증가된 HSP27의 인산화는 30분 전처리한 

p38MAPK의 선택적 억제제인 SB203580 (30μM)으로 현저

히 감소된 반면, ERK1/2와 SAPK/JNK 억제제인 PD098059 

(30μM)와 SP600125 (30μM)에 의해서는 약간의 감소가 나

타남을 관찰할 수 있었다(Figure 2C-f). HSP27의 인산화 증가

에 대한 MAPKs의 상관성을 확인하기 위해 PDGF (10ng/mL, 

10분) 적용으로 증가된 MAPKs의 인산화(100%)에 대한 
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Figure 2. The expression of HSP27 on Silver-stained 2-dimensional electrophoresis (2DE) gels and the 
phosphorylation of stressor-induced HSP27 from rat smooth and skeletal muscle
HSP27: heat shock protein 27, PDGF: platelet derived growth factor, AngⅡ: angiotensin Ⅱ, H2O2: hydrogen 
peroxide, TNFα: tumor necrosis factor α, MAPKs: mitogen-activated protein kinases, ERK1/2: extracellular-regulated 
protein kinase 1/2, p38MAPK: p38 mitogen-activated protein kinase, SAPK/JNK: stress activated protein 
kinase/c-Jun N-terminal kinase, PD (PD098059): a potent inhibitor of ERK1/2, SB (SB203580): a selective inhibitor 
of p38MAPK, SP (SP600125): a selective inhibitor of SAPK/JNK, RASMC: rat aortic smooth muscle cell, p-: 
phosphorylated enzyme * p <0.05
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MAPKs 억제제의 효과를 관찰한 결과, 30분 전 처리한 

p38MAPK의 선택적 억제제인 SB203580 (30μM; 10.7± 

2.5%)와 ERK1/2의 억제제인 PD098059 (30μM; 35.0± 

15.3%) 및 SAPK/JNK 억제제인 SP600125 (30μM; 16.0± 

14.5%)에 의해 각각 유의한 수준으로 감소함을 확인할 수 있

었다(Figure 2C-g, 2C-h).

3. 안지오텐신Ⅱ(AngⅡ)와 종양괴사인자α(TNFα) 및 과활성산

소(H2O2)-유도 HSP27 인산화의 변동

혈관활성 물질이면서 스트레스 물질인 AngⅡ를 농도 의존적으

로 RASMC에 적용한 결과 대조군(100%)에 비해 AngⅡ 적용 

1nM(127.3±13.6%)과 10nM(163.7±3.2%) 및 100nM 

(202.0±17.2%)에서 각각 HSP27의 인산화가 통계적으로 유의

한 수준(10nM, 100nM) 혹은 증가의 양상(1nM)을 관찰할 수 

있었다(Figure 2D-a, 2D-h). 또한 본 연구결과를 근거로 

100nM의 단일농도 적용의 결과 대조군(100%)에 비해 AngⅡ 

적용군에서 p38MAPK (247.0±64.47%)와 ERK1/2 

(546.7±184.2%) 및 SAPK/JNK (351.0±161.5%)의 인산화가 

유의한 수준으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다(Figure 

2D-b, 2D-c). 또한 AngⅡ (100nM, 10분) 적용으로 증가된 

HSP27의 인산화는 30분 전처리한 p38MAPK의 선택적 억제

제인 SB203580 (30μM)으로 현저히 감소된 반면, ERK1/2와 

SAPK/JNK 억제제인 PD098059 (30μM)와 SP600125 (30

μM)에 의해서는 별다른 감소의 변동이 나타나지 않음을 관찰

할 수 있었다(Figure 2D-d). HSP27의 인산화 증가에 대한 

MAPKs의 상관성을 확인하기 위해 AngⅡ (100nM, 10분) 적

용으로 증가된 MAPKs의 인산화(100%)에 대한 MAPKs 억제

제의 효과를 관찰한 결과, 30분 전 처리한 p38MAPK의 선택

적 억제제인 SB203580 (30μM; 12.0±7.8%)와 ERK1/2의 

억제제인 PD098059 (30μM; 25.7±19.8%)에 의해 각각 유

의한 수준으로 감소함을 확인할 수 있었다(Figure 2D-e, 

2D-f).

염증원인물질이면서 스트레스 물질인 TNFα를 농도 의존

적으로 RASMC에 적용한 결과 대조군(100%)에 비해 TNFα 

적용 0.1U/mL(103.7±3.2%)과 1U/mL(115.3±10.3%)및 

10U/mL(124.7±19.9%) 적용군에서 HSP27의 인산화가 유의

한 수치는 아니었으나 증가의 양상을 나타냈다(Figure 2D-g, 

2D-h).

H2O2 300μM을 RASMC에 적용한 결과 대조군에 비해 

HSP27과 ERK1/2 및 SAPK/JNK의 인산화가 현저함을 관찰

할 수 있었다(Figure 2E).

4. 일령변동 및 영양분 고갈-유도 골격근조직과 세포에서 변동

되는 HSP27 인산화

평활근에 대한 HSP27 발현 및 인산화의 정도의 관찰과 함께 

본 연구에서는 비복근조직에서 나타나는 일령증가에 따른 

HSP27의 발현 및 인산화변동 유무와 흰쥐 유래 골격근세포

(L6 myoblast)에 적용한 영양분고갈(스트레스)로 야기되는 

HSP27의 인산화 변동을 관찰하였다. 결과 골격근 조직의 일령

이 증가함에 따라 일령 초기(6.5∼7주)에는 증가하는 양상을 

나타내다가 8∼9주령으로 경과함에 따라 HSP27 인산화가 안

정상태로 회복되는 경향을 관찰할 수 있었다(Figure 2F-a).

L6 myobkast cell lines를 이용한 실험의 결과, 영양분 고

갈 적용의 시간 의존적(3∼48 시간)으로 HSP27의 인산화가 

증가하는 것을 확인할 수 있었다(Figure 2F-b).

Figure 3. Schematic representation of the MAPKs-HSP27 
activation pathways by environmental stressors in rat 
smooth and skeletal muscle
HSP27: heat shock protein 27, PDGF: platelet derived 
growth factor, H2O2: hydrogen peroxide, TNFα: tumor 
necrosis factor α, ERK1/2: extracellular-regulated protein 
kinase 1/2, p38MAPK: p38 mitogen-activated protein 
kinase, SAPK/JNK: stress activated protein kinase/c-Jun 
N-terminal kinase, P.T.: physical therapy,↑: increase, +: 
activation, -: inhibition

IV. 고찰

HSPs는 스트레스환경에 개체가 폭로될 경우, 그 개체를 보호

하려는 방어기전에 있어서 중요한 역할을 수행함이 보고되어 

있다. 본 연구의 결과 동맥경화와 혈관신생(angiogenesis), 세포

의 유주(migration), 및 염증 작용에 있어서 직접적으로 역할을 

담당하는 PDGF의 적용으로 HSP27의 인산화가 증가됨을 확
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인할 수 있었다. 이러한 내용은 돼지의 혈관평활근을 1차 배양

한 세포와 흰쥐의 심근세포 및 흰쥐의 기관지평활근세포에 적

용한 PDGF로 HSP27의 인산화가 증가한 내용과 일치하였다

(An 등, 2004; Takenaka 등, 2004). 이와 함께 PDGF의 적용

으로 ERK1/2와 p38MAPK 및 SAPK/JNK의 인산화가 증가

하였으며, 각각의 선택적 억제제에 의해 억제되었으며 HSP27

의 인산화 증가가 특히 p38MAPK의 억제제에 의해 유의한 수

준으로 감소됨을 확인할 수 있었다. 이러한 내용은 PDGF가 

스트레스(통증 및 혈관변형 등) 물질임을 직접적으로 제시해 주

며, 이러한 스트레스에 병행하여 HSP27의 정확한 효과는 결론

짓기 어려우나 스트레스에 반발하여 증가하는 일종의 항 스트

레스 반응 혹은 스트레스 감지기로써 추정할 수 있다(Lee 등, 

2007b; Takenaka 등, 2004). 또한 강력한 혈관수축의 역할과 

함께 동맥경화, 고혈압을 비롯한 심혈관질환의 직접적 연관성

이 있는 AngⅡ의 적용으로 HSP27의 인산화가 증가됨을 확인

할 수 있었다. 이러한 내용은 혈관평활근세포에 적용한 AngⅡ

가 2DE 은염색 겔에서 HSP27의 spot의 발현이 증가한다는 

내용과 양쪽 견갑골사이에 이식한 AngⅡ가 혈압증가와 함께 

HSP27의 발현을 증가시켰다는 결과 및 크롬친화성세포

(chromaffine cell)에 적용한 AngⅡ가 HSP27의 인산화가 증가

한다는 내용과 일치하는 경향을 나타냈다(Bobrovskaya 등, 

2001; Meier 등, 2001). 이와 함께 AngⅡ의 적용으로 

ERK1/2와 p38MAPK 및 SAPK/JNK의 인산화가 각각 증가

하였으며, SAPK/JNK를 제외한 선택적 억제제에 의해 억제되

었으며 HSP27의 인산화 증가가 특히 p38MAPK의 억제제에 

의해 유의한 수준으로 감소됨을 확인할 수 있었다. 이러한 내용

은 AngⅡ가 스트레스 물질임을 직접적으로 제시해 주며, Ang

Ⅱ에 대한 HSP27의 항-스트레스 반응 및 스트레스 감지기로써

의 역할을 추정할 수 있다(Lee 등, 2007a). 최근 과활성산소류

(reactive oxygen species, ROS; ONOO-, ·OH, O2-, H2O2 등)

가 고혈압을 비롯한 심혈관질환의 유발 및 악화기전과 염증-연

관 통증유도기전에 밀접한 연관성이 보고되었으며(Lee 등, 

2006), 본 실험에서 H2O2를 적용한 결과 HSP27의 인산화가 

증가함을 확인할 수 있었다. 이러한 내용은 심장조직을 적출하

여 H2O2를 관류시킨 결과 HSP27의 인산화가 증가했다는 내

용 및 흰쥐의 폐동맥혈관 내피세포에 적용한 H2O2가 HSP27

의 인산화를 증가시켰다는 결과와 일치하는 경향을 나타냈다

(Eaton 등, 2002; Hirano 등, 2004). 또한 H2O2의 적용으로 

ERK1/2와 SAPK/JNK의 인산화 역시 증가함을 관찰할 수 있

었으며, 이와 함께 본 결과의 HSP27의 인산화 증가를 미루어 

과활성산소 역시 스트레스 원으로 작용하며 HSP27의 항스트

레스의 반응이 나타남을 추정할 수 있었다(Singh 등 2007). 또 

다른 스트레스 물질로써 염증 유도 통증 기전 등에 직접적 연

관성이 있는 TNFα를 본 혈관평활근 세포에 적용한 결과 

HSP27의 인산화가 증가하는 것을 확인할 수 있었으며, 본 내

용 또한 HeLa 세포에 적용한 TNFα가 HSP27의 인산화를 

증가시켰다는 결과와 일치하는 경향을 나타냈다(Park 등, 

2003). 이러한 결과 역시 HSP27의 인산화 증가가 각 스트레

스 물질의 자극에 대한 감수체 및 항-스트레스 작용을 나타냄

을 시사해준다. 이러한 내용은 골격근의 일령 중가에 따라 증가

하는 HSP27의 인산화 증가와 골격근세포에 적용한 영양분 고

갈로 유도되는 HSP27의 인산화 증가 역시 동일한 맥락이라 

사료되나 정확한 기전은 모르는 것이 현실이다(Siu와 Alway, 

2005).

한편, 임상의학적 측면에서 HSPs의 효용성은 암세포(결장

암, 위암 등)에 적용한 고온적용이 ROS 생성 연관 및 자살유

전자치료(suicide gene therapy)-연관 세포독성 작용(cytotoxic 

effects)으로 인해 항암억제 치료의 한 방법(보조 혹은 병용요법)

으로 제시하는 내용을 이해할 수 있었다(Isomoto 등, 2006; 

Wang 등, 2007). 또한 실험단계에 있으나 근위축성측색경화증

(ALS)의 경우(약 20% 정도), Cu/Zn superoxide dismutase 1 

(SOD1)의 변성되어 있음을 확인하였으며 이러한 신경세포를 

배양하여 HSF1을 과발현 및 HSPs를 생성시켜 운동신경의 보

호작용이 나타남을 보고하였다(Batulan 등, 2006). Wang 등

(2003)은 돼지의 허혈/재관류-유도 심근손상에 전기침자극을 

적용한 결과 심근보호효과와 함께 HSP70 mRNA의 발현이 증

가함을 보고하여 HSP의 중요성을 주장하였다. Kobayashi 

(1995)는 흰쥐 둔부근육의 한 지점에 뜸(moxibustion) 자극을 

실시하여 2DE 겔을 이용한 단백질 분석을 통해 HSP70과 

HSP85 및 HSP100이 검출됨을 보고하였다.

이러한 결과 등을 미루어 직접적으로 연관성이 있다고 단정 

지을 수는 없으나 레이져를 비롯한 고온적용, 수치료(전신침수 

혹은 부분 침수욕 등), 단파 및 극초단파 및 침점전기자극과 같

은 물리치료의 적용이 직·간접적으로 상관성이 있음을 추정할 

수 있다(Figure 3). 따라서 이러한 물리치료영역(온열치료, 전

기치료, 광선치료 등)에 대한 보다 체계적이고 조직적인 연구가 

절실히 요구되며 성공적인 연구가 이루질 경우 물리치료의 발

전에 조금이나마 도움이 될 것으로 사료된다.

V. 결론

본 연구는 평활근과 골격근이 스트레스 환경에 폭로될 경우 나

타날 수 있는 HSP27의 인산화의 증감과 그 기전 및 물리치료

의 연구에 기초자료로 활용하고자 다음과 같은 내용을 실험하

였다. 프로테오믹스 기법과 HSP27 및 MAPKs 단백질의 인산

화 측정을 통해 HSP27의 존재확인과 PDGF와 AngⅡ, TNF

α 및 H2O2와 같은 스트레스 물질 적용에 대한 인산화의 증감 

유무를 확인하였으며 다음과 같은 결론을 얻을 수 있었다.
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1. 프로테오믹스 결과를 통해 혈관평활근 세포와 골격근조

직에서 각각 HSP27의 동위효소가 3개가 존재함을 확인

할 수 있었다.

2. 혈관평활근 세포에 적용한 PDGF와 AngⅡ, TNFα 및 

H2O2의 적용으로 HSP27의 인산화가 증가되는 것을 관

찰할 수 있었다.

3. 골격근조직의 일령 증가와 골격근 세포에 적용한 영양분 

고갈로 HSP27의 인산화가 증가함을 관찰할 수 있었다.

4. 혈관평활근 세포에 적용한 PDGF와 AngⅡ, 및 H2O2의 

적용으로 ERK1/2와 p38MAPK 및 SAPK/JNK의 인산

화가 각각 증가하는 것을 확인할 수 있었으며 특히, 

PDGF와 AngⅡ의 적용으로 증가한 HSP27의 인산화는 

p38MAPK의 선택적 억제제에 의해 감소되는 것을 관찰

할 수 있었다. 또한 PDGF와 AngⅡ의 적용으로 증가한 

MAPKs의 인산화는 MAPKs의 억제제에 의해 유의한 

수준으로 감소되는 것을 확인할 수 있었다.

이러한 본 연구를 통하여 평활근과 골격근이 스트레스 환경

에 폭로될 경우 HSP27의 인산화 증가와 같은 생체반응이 유

도됨으로써 직·간접적으로 세포를 보호 혹은 스트레스에 대한 

감수체의 역할을 함을 이해할 수 있었다. 그러나 HSP27 조절 

유무에 대한 전문물리치료의 영역의 체계적 연구와 이에 대한 

조절 및 그 효과기전 등에 대한 연구보고는 거의 없는 상태이

다. 따라서 향후 보다 객관적이면서 체계적이고 심도 있는 기초

물리치료학 및 임상의학적 측면에서 연구가 이루어 질 경우 물

리치료의 발전에 도움을 줄 수 있을 것으로 사료된다.
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