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국문 요약  

연구배경  

근육량과 근력의 저하로 운동 능력이 감소하는 상태를 근감소증 (sarcopenia)이라고 

한다. 근감소증의 원인은 노화, 호르몬 부족, 영양 부족, 활동 부족 등 다양하다. 전세계적으로 

노령 인구가 증가하고 있음에 따라 노인성 근감소증 유병률은 크게 늘어날 것으로 예상되지만, 

아직까지 공인된 근감소증 치료제는 없다.  

 

연구목적 

동물 근육 시료에서 단백체 분석 방법을 이용하여 골격 근육량 감소를 일으키는 

인자들을 발굴하고 그 작용 및 기전을 확립하여, 신규 근감소증 치료 표적 인자를 제시하고자 

한다. 

 

연구방법 및 내용 

• 운동시킨 마우스, 뒷다리를 매달아 운동 제한시킨 마우스, 젊은 마우스, 노화된 

마우스에서 근육조직들을 적출하였다. 적출한 근육조직에서 단백체 분석 방법을 

이용해서 발현이 변화하는 인자들을 조사하였다. 

• C2C12 근육세포에서 complement C1q binding protein (C1qbp) 또는 tumor 

protein, translationally-controlled 1 (Tpt1)의 발현을 조절한 다음 근육세포 

분화와 성장을 조사하였다. 

• C1qbp 또는 Tpt1의 발현을 조절한 근육세포에서 분화 동안 분화 관련 유전자들의 

발현을 real-time PCR과 western blot assays 방법을 이용하여 수행하였다. 

• 마우스 근육조직에 Tpt1 shRNA를 주입한 다음 조직학적 분석을 통해 마우스 

근육량을 관찰하였다. 

 

연구결과  

근육 손실을 유발한 마우스 (뒷다리 고정한 마우스와 노화 마우스)의 근육 시료에서 

단백체 분석을 통해, 각각 운동시킨 마우스 및 젊은 마우스의 근육 시료와 비교하여, 

공통적으로 단백질 발현이 증가하는 C1qbp와 Tpt1을 선별하였다. C2C12 세포 분화 시 



 

ii 

C1qbp 발현은 감소하였으며 재조합 C1qbp 단백질 처리 시 근육세포 분화를 현저히 

억제하였다. 반대로 Tpt1 발현은 근육세포 분화 동안 증가하였으며 Tpt1 결핍은 근육세포 

분화를 촉진하였다. 그러나, 마우스 뒷다리 근육조직에 Tpt1 shRNA를 주입해 근육량을 

관찰한 결과 대조군과의 의미 있는 차이는 관찰할 수 없었다. 

 

결론 

마우스 근육 시료에서 단백체 분석을 통해 근육세포 분화에 유의한 작용을 하는 

C1qbp와 Tpt1 인자들을 발굴하였다. 향후 이 인자들의 생체 내 작용 검증이 필요하다. 
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서론 

 

근감소증 (sarcopenia)은 1989년 Rosenberg에 의해 ‘flesh’를 뜻하는 그리스어 

sarx, ‘loss’를 뜻하는 그리스어 penia에서 유래되었다 [1, 2, 3]. 근육량의 감소에 국한한 

초기 개념 [4, 6]은 현재 여러 국제 정의를 통해 골격근 기능, 특히 근력의 손실에 초점을 

맞추도록 발전했으며 [4-6], 현재 근감소증의 의학적 정의는 골격근량과 기능의 점진적인 

상실이다. 이것은 장애, 대사 장애, 삶의 질 저하, 사망과 같은 후유증과 부작용의 위험을 

증가시키며 [7], 주로 노화 과정과 관련되어 있지만 젊은 성인에서도 발생할 수 있다 [7]. 

좌식, 부동, 영양실조, 당뇨병, 비만 및 근육량 손실을 촉진할 수 있는 기타 급성 또는 만성 

염증성 질환 등에 빈번하게 발생하여 부정적인 영향을 미치기도 한다 [7-9]. 

근감소증은 한 번 진단이 되면 회복이 어려워 적극적인 관리와 치료가 필요하지만 

이에 비해 대응 개발이 늦어진 대표적인 질병이다. 특히, 치료제도 없는 상황에 오히려 노화에 

따른 자연스러운 현상으로만 인식돼 최근에서야 질병코드를 부여받았다. 국제질병분류 

(ICD-10) 등재를 위한 국제적 노력으로 미국질병통제예방센터 (CDC)는 2016년 근감소증의 

질병코드를 처음으로 부여하였다 [2, 3]. M62.84가 2016년 10월 1일 자로 유효한 새로운 

ICD-10-CM 코드이다 [2,3,10]. 이어 세계보건기구 (WHO) [3], 일본에 이어 한국에서는 

2021년 1월 한국표준질병사인분류 (KCD) 8차 개정안에 처음으로 질병코드 (M62.5)를 

부여하였다 [3].  

진단 알고리즘과 진단 기준에 대한 국제적 합의와 공식 질병의 인정으로 전 세계가 

근감소증이라는 질병의 중요성에 주목하게 되고 예방과 치료를 위한 다각적인 노력을 하고 

있다. 하지만 현재까지 미국 식품의약국 (FDA)의 허가를 받아 시장에 출시된 치료제는 없는 

상황이다 [3]. 따라서 근육 재생을 유도하는 근본적인 치료법이 아닌 근육 강화, 보행 훈련과 

같은 물리 치료에 중점을 두거나 건강보조제, 식이요법 같은 대중적 요법에 의존하고 있다 [3, 

6]. 그러므로 근감소증에 대한 치료제를 개발하는 것이 시급하다. 

이전에 myostatin, activin, activin receptor, androgen receptor 등을 표적으로 

글로벌 제약사들이 치료제 개발을 주도하였다 [11]. 하지만 사노피 (리제네론)는 myostatin 

억제제 REGN-1033 (Trevogrumab)의 임상2상을 2015년에 마쳤으나 결과 자료를 

발표하지 않았다. 노바티스는 activin receptor type-IIB에 높은 친화성을 가진 단일클론항체 



 

２ 

BYM-338 (Bimagrumab)이 신체능력 지표에서 위약군과 유의미한 차이를 보이지 않아 비만 

및 제2형 당뇨치료제 개발로 전환하였다. MSD는 선택적 androgen receptor 조절제인 MK-

0773의 근력과 제지방 체중 개선을 입증하는 임상2상에서 위약군 대비 제지방 체중의 유의한 

증가 외에 근육 기능의 개선은 입증하지 못하였다. 이들은 모두 2상 완료 시점에서 연구를 

중단하였다 [11, 12]. 따라서 새로운 치료 표적 발굴이 절실하다. 

단백체학 (Proteomics)은 전체 단백질 구성물의 포괄적인 목록을 작성하기 위한 

기술 중심적 접근 방식이며, 건강과 질병에 있어서 단백질 변형을 높은 처리량으로 발견하기 

위한 이상적인 분석 도구로써 [13, 14], 생화학, 세포생물학, 시스템 생물학 및 신약개발의 

핵심 기술 중 하나이다 [17-20]. 대규모 단백체학 연구는 이미 근육 형성, 근섬유 발달, 근육 

변형 및 자연적인 근육 노화 동안의 전체적인 변화에 대한 수많은 정보를 제공해왔다 [23]. 

그러나, 이를 이용하여 성공적으로 치료 표적을 발굴하여 신약 개발을 성공한 사례는 

아직까지 관찰되지 않는다. 우리는 단백체학 분석법을 적용하여 근육 손실 마우스와 노화 

마우스에서 공통으로 발현이 높은 단백질을 빠르고 효율적으로 선별하고자 하였으며, 본 

논문에서는 그 결과 중에서 complement C1q binding protein (C1qbp)와 tumor protein, 

translationally-controlled 1 (Tpt1) 단백질들을 집중적으로 연구하였다 (Figure 1).  

p32, 구형 C1q 수용체 (globular C1q receptor) 또는 히알루론산 결합 단백질 1 

(hyaluronan binding protein 1)으로도 알려진 C1qbp는 주로 미토콘드리아 기질에서 

발현되지만 [25, 93], 핵, 소포체, 골지체 및 세포막과 같은 다른 세포 내 구획에서도 발현이 

보고되었다 [26-28]. C1qbp 결핍 마우스는 심각한 미토콘드리아 단백질 합성 장애를 

나타낸다 [29]. C1qbp가 녹다운 된 인간 종양세포에서는 대사가 산화적 인산화에서 해당 

작용으로 크게 전환되었고 in vivo에서 종양 형성이 하향 조절되었다 [30, 93]. 

C1qbp는 또한 세포 외 기질로 분비될 수 있다 [27, 28, 101]. 분비된 C1qbp의 역할은 

아직 밝혀지지 않았으나 염증 반응에 중요한 역할을 하는 것으로 추측되고 있다. 최근 

연구에서는 돼지 생식기 및 호흡기 증후군 바이러스 감염이 Marc-145 세포에서 돼지 C1qbp 

분비를 상향 조절하고 분비된 C1qbp가 IL1, IL6, IL8, TNF 등 염증성 사이토카인의 생성을 

촉진한다는 사실이 입증되었다 [31, 103]. 또한 내피세포에서 방출된 수용성 C1qbp는 

브래디키닌 수용체 1 (bradykinin receptor 1) 발현을 상향 조절하여 브래디키닌 매개 혈관 

투과성을 향상시켰다 [32]. C1qbp는 또한 전사인자 IIB, 히알루론산, 혈장 보완 성분 C1q, 
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lamin B 수용체, vitronectin, p53, 종양 억제제 ARF, kininogen, factor XII 등 여러 단백질과 

상호 작용한다 [33-40].  

번역 제어 종양 단백질 Tpt1은 TCTP, fortilin, p23 또는 histamine releasing factor 

(HRF)로 알려져 있다. 생물정보학 분석에 따르면, Tpt1은 인간 골격근에서 가장 많이 

발현되는 비대 유전자로 밝혀졌다 [41]. Tpt1은 모든 진핵세포에서 발현되며 단백질 합성, 

성장 및 세포 생존을 포함한 다양한 세포 과정을 제어하는 고도로 보존된 다기능 단백질이다 

[42-44, 47]. 따라서 많은 연구에서는 잠재적인 치료 표적으로 여기고 있다 [45, 46]. Tpt1이 

MTORC1 pathway를 활성화하고 AMPK pathway를 비활성화하여 자가 포식을 억제하기 

때문에 항암치료 및 자가 포식 관련 질병에서 사용될 수 있을 것으로 보고되었다 [47]. 또한 

포유동물의 면역 체계에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있으며, Tpt1의 조절에 문제가 

생기면 다양한 종양과 함께 후기 단계인 침윤과 전이에도 관련이 있는 것으로 밝혀졌다 [48]. 

골격근의 Tpt1에 대해 보고된 한 연구에서는, Tpt1이 근섬유 변성/재생의 징후를 나타내는 

상태인 저칼륨성 근병증 (hypokalemic myopathy) 마우스 모델에서 상향조절 되었다는 것을 

보여주었다 [49, 105].  

이전에 보고된 Tpt1의 분자 기능으로는 calcium-binding activity가 있다 [110]. 

그러나 이후 non-canonical calcium-binding도 발견되었다 [51]. 또 다른 분자 기능에는 

자가 상호작용 (self-interaction) [52]과 MCL1 단백질과의 상호작용 [53]이 포함된다. 

Tpt1은 종양 역전 (tumor reversion)에서 중요한 인자로 확인되었으며 [54], 종양 조직, 특히 

상피 기원의 조직에서 고도로 발현된다 [42]. 이러한 Tpt1의 전사는 etoposid와 cisplatin과 

같은 DNA 손상 물질에 의해 유도될 수 있다고 밝혀졌다 [55]. 또한 Tpt1은 세포사멸 조절에 

중요한 역할을 한다. p53은 암세포의 세포사멸을 촉진하는데, Tpt1은 p53을 불안정하게 

만들어 세포사멸을 방지하는 역할을 한다고 알려졌다 [91]. 

 따라서 C1qbp와 Tpt1이 여러 세포 생리학적 측면에서 다양한 역할을 할 수 있다고 

판단하였다. 본 연구에서는 두 인자의 발현을 조절하여 근육세포 분화에 미치는 영향을 

실험하였다. 또한 두 인자 중에서 Tpt1을 마우스 체내에 직접 적용해 근감소증에 대한 적절한 

치료 표적인지 검증하였다.  
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연구 재료 및 방법 

 

연구 재료 

세포 배양에 사용된 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)은 Welgene 

(경산시, 대한민국)에서 구입하였고, fetal bovine serum (FBS), Trypsin-EDTA, 

penicillin/streptomycin (P/S)은 Gibco (Waltham, MA, USA)에서, horse serum (HS)은 

HyClone (Logan, UT)에서 구입하였다. 이 연구에서 사용된 C1qbp 항체는 Abcam (Abcam, 

Cambridge, UK)에서 구입하였고, Tpt1 항체는 Santacruz (Santa Cruz, CA, USA)에서 

구입하였다. β-actin, α-Tubulin, MyHCⅠ, MyHCⅡ 항체와 bovine serum albumin 

(BSA)는 Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA)에서 구입하였다. Horseradish 

peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse 또는 anti-rabbit IgG 항체는 Cell signaling 

(Beverly, MA, USA)에서 구입하였다. Alexa Fluor 555 goat anti-mouse-IgG 항체는 

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)에서 구입하였다.  

 

동물 실험 

모든 실험동물 프로토콜은 서울아산병원 생명과학연구소 동물실험윤리위원회의 

승인을 받았다. 동물실험계획서의 IACUC (Institutional Animal Care and Use Committee) 

과제번호는 제 2016-12-035 호 (young/aged mouse), 제 2021-12-178 호 

(exercised/hindlimb-unloaded mouse), 제2023-12-037호 (AAV6 injected mouse)이다. 

실험용 마우스는 아산생명과학연구원에서 병원체가 없는 특정 조건에 적응하도록 하고 전용 

사료와 물을 자유로이 섭취할 수 있도록 하였다. 안락사 절차는 아산생명과학연구원 동물관리 

및 이용위원회의 지침에 따라 수행되었다. 안락사 전에 모든 마우스를 Zoletil (50 mg/kg, 

i.p.)과 Xylazine (10 mg/kg, i.p.)으로 마취하고 비복근 (gastrocnemius), 가자미근 (soleus), 

전경골근 (tibialis anterior), 장지신근 (extensor digitorum longus)을 채취하였다. 

- 운동 마우스와 운동 제한 (뒷다리를 고정한) 마우스 비교 실험: 7 주령의 수컷 C57BL/6 

마우스 (n = 4) (오리엔트바이오, 성남, 대한민국)를 10° 경사면에서 분당 15 m 의 속도로 

30 분씩 3 주간 러닝머신에서 운동하게 했다. 뒷다리를 고정한 그룹에서는 7 주령의 수컷 
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C57BL/6 마우스 (n = 4)를 대상으로 3 주 동안 뒷다리가 지면에 닿지 않은 상태로 꼬리를 

고정하였다. 생후 10 주령에 마우스를 희생했다.  

- 젊은 마우스와 노화 마우스: 한국생명공학연구원 (대전, 대한민국)에서 19 개월령의 수컷 

C57BL/6 마우스 (n = 7)를 구입하였다. 7 개월령의 수컷 C57BL/6 마우스 (n = 10)를 젊은 

대조군으로 사용되었다. 

- 아데노 바이러스 근육 내 주사 (AAV6 IM injection): 한국과학기술연구원 (서울, 

대한민국)에서 AAV6-U6-scr-CMV-mCherry (3.02x10^12 GC/ml) 및 AAV6-U6-Tpt1 

shRNA-CMV-mCherry (1.3x10^12 GC/ml)를 구입하였다. 컨트롤 바이러스와 Tpt1 

shRNA 바이러스를 각각 7 주령의 수컷 C57BL/6 마우스 (n = 4) (오리엔트바이오)를 

대상으로 전경골근 (tibialis anterior muscle, TA muscle)에 총 2 회 근육 내 주사하였다. 

마우스 반입 후 7 일에 1 차, 10 일에 2 차 주사를 하였고, 2 차 주사 후 뒷다리가 지면에 닿지 

않도록 14 일간 꼬리를 고정하였다. 활동을 억제한 지 14 일에 마우스를 희생하였다. 

 

비복근 (Gastrocnemius muscles)의 단백체 분석 

제조업체의 지침에 따라 5% sodium dodecyl sulfate buffer 에 담긴 마우스 근육조직 

샘플을 S220 Focused-ultrasonicator (Covaris, USA)를 사용하여 용해하였다. 용해물을 

37°C 에서 12 시간 동안 trypsin/LysC : protein 혼합물 (1 : 25 비율)을 사용하여 S-trap-

based tryptic digestion 을 실시하였다 (Promega, Madison, WI, USA). 건조된 펩타이드를 

0.1% 포름산으로 재구성하고, NanoDrop One spectrophotometer (Thermo Fisher 

Scientific, Wilmington, DE, USA)를 사용하여 205 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 

펩타이드 농도를 결정하였다. 각 샘플의 펩타이드 (40 µg)를 건조하고 추후 사용할 때까지 -

80°C 에서 보관하였다. 분해된 펩타이드는 Q Exactive mass spectrometer (Thermo Fisher 

Scientific)와 결합된 Dionex UltiMate 3000 RSLCnano 시스템을 사용하여 두 번 

측정하였다. 액체 크로마토그래피 그래디언트 및 데이터 의존적 수집-질량 분석 매개변수는 

이전에 발표된 방법을 따랐다 [56, 57]. 또한, 수집된 질량 분석 스펙트럼은 SwissProt 

mouse proteome sequence database 에 대해 Sequest HT on Proteome Discoverer (버전 

2.3, Thermo Fisher Scientific)를 사용하여 검색하였다. 검색 매개변수는 cysteine 

carbamidomethylation 을 고정 변형으로, N-말단 아세틸화 및 메티오닌 산화를 두 개의 절단 
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오류가 있는 가변 변형으로 하여 기본값으로 설정하였다. 전구체 이온의 초기 질량 편차가 

최대 10 ppm 이고 허용되는 단편 질량 편차가 20 ppm 으로 설정된 검색을 기반으로 

펩타이드를 식별하였다. 단백질을 펩타이드에 적용할 때는 고유 펩타이드와 레이저 

펩타이드를 모두 사용하였다. 각 단백질의 고유 펩타이드에 대한 피크 강도를 사용하여 라벨-

프리 정량을 수행하였다. 

 

세포배양 및 myotube 로의 분화 

C2C12 세포는 American type culture collection (ATCC, Rockville, MD, 

USA)에서 구입하였고, 10% FBS 와 1%의 penicillin/streptomycin (PS)을 포함한 DMEM 

배지로 37℃ (5% CO2) 인큐베이터에서 배양하였다. Myotubes 로의 분화를 위해 2% HS 이 

포함된 DMEM 배지로 4 일간 배양하였으며, 배지는 매일 교체하였다.  

 

shRNA stable cell line 제작 

Tpt1 발현 억제를 위해 Tpt1 mRNA 코딩 영역 (5’-

GACTACATGAAATCACTCAAA-3’)에 특이적인 shRNA 를 암호화하는 DNA 

올리고뉴클레오티드를 어닐링하고, 렌티바이러스 발현 벡터 pLKO.1 (Addgene)에 

결합시켰다. 렌티바이러스는 VSV-G, NL-BH 및 Tpt1 shRNA 를 암호화하는 플라스미드를 

HEK293T 세포에 형질주입해 생성하였다. C2C12 세포를 이 바이러스에 감염시키고 24 시간 

후 새로운 DMEM (10% FBS, 1% PS)으로 교체 후, 2 주간 2 μg/ml puromycin (Sigma 

Chemical Co., St Louis, MO, USA)으로 선별하였다.  

 

C1qbp 과발현 벡터 제작 

C1qbp 를 인코딩하는 cDNA 를 PCR 증폭하여 5′-FLAG 및 헤마글루티닌 (HA) 코딩 

시퀀스를 포함하는 pIRES-neo (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA, USA)의 

판독 프레임에 결합하였다. C2C12 세포를 Lipofectamine 2000 시약 (Invitrogen)을 

사용하여 2 일 동안 C1qbp 발현 벡터로 감염시켰다. 

 

세포생존능 (Cell viability) 측정 
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세포생존능은 시판 중인 CCK-8 assay Kit (Dojindo lab, Kumamoto, JAPAN)를 

사용하였다. 우선 세포를 2 × 104 개씩 24-well plate 에 24 시간 배양 후에 50 μl CCK-8 

시약과 450 μl 배양액을 섞어 분주하여 1 시간 동안 37°C (5% CO2) 반응시켰다. 이후 Infinite 

M200 Pro (Tecan, San Jose, CA, USA)를 이용하여 450nm 에서 흡광도를 측정하였다. 

 

면역 조직 화학 (immunohistochemistry) 및 면역 염색 (immunostaining) 

표준 프로토콜에 따라 파라핀 섹션으로 면역 조직 화학 분석을 실시하였다. 섹션을 

블로킹하고 anti-C1qbp (1 : 50), anti-Tpt1 (1 : 50), anti-Bax (1 : 50), 그리고 anti-Krt14 

(1 : 50)으로 처리하여 4°C 에서 하루 배양하였다. 제조업체의 지침에 따라 Dako Envision+ 

System-horseradish peroxidase-labeled polymer secondary antibody system (Dako, 

Carpinteria, CA, USA)으로 배양하였다. 모든 섹션은 헤마톡실린으로 염색하였다. MyHC 

면역 염색을 위해 세포를 4% PFA 로 15 분간 고정하고 PBS 에 0.5% Triton X-100 으로 

10 분간 permeabilization 하였다. PBS 에 녹인 2% BSA 로 세포를 블로킹하고 anti-MyHC 

항체 (1 : 1000)로 4°C 에서 하루 배양하였다. 다음날, 세포를 anti-mouse Alexa Fluor 555 

항체 (1 : 1000)로 염색하고 DAPI 로 핵을 염색하였다. 이후 Zeiss LSM 710 공초점 현미경 

(Carl Zeiss, Germany)을 사용해 이미지를 얻었다. 

 

헤마톡실린-에오신 염색 (Hematoxylin & Eosin staining) 

마우스 근육조직을 해부한 후 4% PFA 에 고정된 근육조직을 30% sucrose 로 

침윤시켰다. 그 후 조직을 optimal cutting temperature compound 에 담가 액체질소로 

동결하였다. CM1860 cryostat microtome (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)을 

사용하여 10 µm 두께로 절편화 하였다. 슬라이드를 정제 증류수에 5 분간 넣은 후 Harris’s 

alum hematoxylin 에 10 분간 담가 핵을 염색하였다. 이후 Acid alcohol 로 옮겨 헤마톡실린 

색을 제거한 후 증류수에 담가 세척하였다. 0.5% ammonium water 에 3 회 빠르게 담갔다 

빼어 헤마톡실린이 푸른색을 띠도록 하였다. 증류수로 세척한 후 70%, 80% 알코올에 각각 

5 분간 두었다. 이후 에오신 용액으로 1 분 30 초간 세포질을 염색하였다. 70%부터 100%까지 

농도별로 차례로 알코올에 담가 수분을 제거한 후 Xylene 에 20 분씩 세 차례 넣어주었다. 

Canada Balsam 마운팅 용액을 이용해 샘플을 고정하였다. 
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RNA 추출과 실시간 양적 중합 효소 연쇄 반응 (Quantitative real-time PCR) 

시료 (세포, 마우스 조직)에 TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 처리하여 

제조사의 매뉴얼에 따라 RNA 를 추출하였다. SuperScript Ⅲ First-Strain synthesis 

system (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 사용하여 2 μg RNA 로부터 cDNA 

(complementary DNA)를 합성하였다. 이후 cDNA 는 SYBR Green (Roche, Mannheim, 

Germany)을 사용하여 근분화 관련 단백질들의 mRNA 발현을 확인하였다. SYBR Green 을 

이용해 Quantitative real-time PCR 에서 사용한 primer 의 염기서열 정보는 Table 1 에 

정리하였다. 

 

Table 1. Primer sequences 

 

 

웨스턴 블롯 (Western blot Analysis) 

C2C12 세포는 단백분해효소 저해제 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)가 

포함된 RIPA buffer (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA)로 용해되었다. 이후 

원심분리 (13,000 rpm, 4℃)를 통해 상층액 (total cell lysates)을 수집하였다. 단백질 양은 

BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA)를 사용하여 측정하였다. 얻은 total cell 

lysates 는 sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)를 

통해 단백질의 크기에 따라 분리한 후, Nitrocellulose Membrane (NC) membrane (GE 

Healthcare, Piscataway, NJ, USA)으로 옮겼다. Membrane 은 5% Skim milk-TBST (20 
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mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20, pH7.5)로 1 시간 동안 blocking 한 뒤, 

상온에서 TBST 로 10 분간 3 회 씻어내었다. 각각 항체들을 5% Skim milk 로 희석한 후 

4℃에서 overnight incubation 하였다. 항체의 호스트에 따라 anti-rabbit 또는 anti-mouse 

HRP-conjugated 항체로 membrane 을 1 시간 동안 반응시키고, TBST 로 10 분간 3 회 

씻어내었다. 이후 ECL (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) 용액을 넣어 반응시킨 다음 X-

ray 필름으로 현상하여 단백질 발현을 확인하였다. 

 

통계 분석 

모든 실험은 독립적으로 세 반복 이상을 수행하였다. 모든 연구 결과는 평균과 

표준오차로 표시하였고, 두 그룹 간의 비교는 student’s t-test 를 사용하였다. 다중 그룹 간의 

비교는 Kruskal-Wallis test 를 사용하였으며 사후검증은 Duun’s test 를 사용하였다. 통계 

분석 프로그램은 GraphPad Prism 8.0 software 를 사용하였고 P < 0.05 인 경우를 

통계적으로 유의한 것으로 간주하였다. 
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결과 

 

근육 손실 마우스에서 단백체 분석 결과 C1qbp 와 Tpt1 단백질 발현이 상향 조절되었다. 

이 연구에서는 근육 손실을 유발한 두 마우스 모델 (뒷다리를 고정시킨 마우스와 노화 

마우스)을 만들었으며 (Figure 2A, B), 이후 마우스를 희생하여 4 종류의 하지근육인 비복근 

(gastrocnemius), 가자미근 (soleus), 전경골근 (tibialis anterior), 장지신근 (extensor 

digitorum longus)을 실험에 사용하였다.  

먼저, 3 주간 운동시킨 마우스와 뒷다리를 고정시킨 마우스 그룹에서 유의미한 체중의 

차이는 없었다 (Figure 2C). 그러나 체중 대비 상대적 근육량을 계산하였을 때 4 가지 

근육에서 감소하였다 (Figure 2D). 비복근의 경우, 운동 마우스와 뒷다리 고정 마우스의 

상대적 근육량은 각각 0.6589  0.0177%, 0.5199  0.0163%로, 뒷다리를 고정시킨 

마우스에서 21.1% 감소하였다. 가자미근의 경우, 각각 0.0368  0.0025%, 0.0217  

0.002%로 40.9% 감소하였다. 전경골근의 경우, 각각 0.1947  0.009%, 0.1704  0.0098% 

로 12.5% 감소하였다. 장지신근의 경우, 각각 0.0433  0.0013%, 0.0348  0.002%로 19.5% 

감소하였다. 반면, 19 개월의 노화 마우스에서는 체중이 34.86  0.995g, 7 개월의 젊은 

마우스에서는 30.053  0.75g 으로 체중이 16% 증가하였다 (Figure 2E). 또한 상대적 

근육량은 유의하게 감소하였다 (Figure 2F). 비복근의 경우, 젊은 마우스와 노화 마우스의 

상대적 근육량은 각각 0.6228  0.0127%, 0.5084  0.0059%로 18.4% 감소하였다. 

가자미근의 경우, 각각 0.0371  0.0012%, 0.0278  0.0009%로 25% 감소하였다. 

전경골근의 경우, 각각 0.1901  0.0046%, 0.1616  0.0028%로 15% 감소하였다. 

장지신근의 경우, 각각 0.0435  0.0013%, 0.036  0.001%로 17.2% 감소하였다. 

4 종류의 근육 중 하나인 비복근의 단면적을 비교하였을 때 뒷다리 고정 마우스와 

노화 마우스를 각각 운동 시킨 마우스와 젊은 마우스와 비교하여 근육 단면적이 낮았다 

(Figure 2G-J). 이를 바탕으로 근육 손실이 유발된 두 마우스 모델에서 근육 위축이 

발생하였음을 확인하였다.  

뒷다리가 고정된 마우스와 노화 마우스 각각을 운동시킨 마우스와 젊은 마우스의 

근육조직들과 단백체 분석을 통해 비교 분석하였다 (Figure 1). 마우스의 하지 근육에는 

비복근, 가자미근, 전경골근, 장지신근이 있다. 이 중 비복근은 typeⅠ, typeⅡa, typeⅡb 를 
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모두 가진 혼합 유형의 근육으로 알려져 있다 [58]. 우리는 본 연구에서 근육 유형을 구분하지 

않았으나, 모든 근육 유형을 함유한 비복근에서 충분한 단백질을 확보하고자 질량 분석법 

기반 단백체 분석 시 비복근 조직을 채취하여 사용하였다. 그 결과, 근육 손실 마우스 모델에서 

각각 단백질 82 개와 177 개의 발현이 현저하게 상향 조절되었다 (Figure 3A-C). 이 중 

공통적으로 55 개의 단백질이 뒷다리 고정 마우스와 노화 마우스 모두에서 상향 조절되었다 

(Figure 3C). 이 단백질들의 gene ontology analysis 에 따르면 유기 화합물의 산화를 통한 

에너지 생산, 전구체 대사물질 및 에너지 생성, 산화-환원 과정 등이 biological process 에서 

상위에 랭크된 카테고리들이었다 (Figure 3D). 정리하면 다양한 물질의 대사 과정, 세포 분화 

등 여러 생물학적 과정의 범주에 존재하는 것으로 나타났다. 본 연구에서는 골격근의 성장과 

발달을 제어하고 유지하는 데 중요하고, 근육세포 분화에 관여하는 단백질에 초점을 맞추었다. 

세포 분화 카테고리에 해당하는 17 개 단백질들 중 뒷다리 고정 마우스와 노화 마우스의 

비복근 조직들에서 공통으로 상위에 속한 네 가지 단백질들은 Tpt1, Bax, KRT14, 

C1qbp 이었다 (Figure 3E-F).  

실시간 양적 중합 효소 연쇄 반응 (qRT-PCR)을 사용하여 마우스의 여러 조직에서 

Tpt1, Bax, KRT14, C1qbp 의 mRNA 발현 수준을 측정하였다. C1qbp 는 신장조직에서 가장 

발현이 높았고, 그 다음이 근육조직이었다 (Figure 4A). Tpt1 은 근육조직에서 발현이 가장 

높았고, 그 다음이 신장조직이었다 (Figure 4A). 그러나 Bax 와 KRT14 는 근육조직에서의 

발현이 다른 조직들보다 낮았다. 이는 비복근 조직을 면역 조직 화학 염색 (IHC staining)하여 

추가로 확인하였다 (Figure 4B).  

 

C2C12 근육세포 분화 동안 C1qbp 발현은 감소하였고, Tpt1 발현은 반대로 증가하였다. 

단백체 분석 결과를 생체 내에서 검증하기 위해 운동시킨 마우스와 뒷다리를 고정한 

마우스의 근육조직에서 C1qbp와 Tpt1 단백질 발현을 Western blot 실험을 통해 비교하였다. 

단백체 분석 결과와 일관되게, 뒷다리를 고정한 마우스의 근육조직에서 C1qbp 와 Tpt1 

단백질 발현 수준이 유의하게 높았다 (Figures 5A-B).  

다음으로 C2C12 근육세포 분화 과정에서 C1qbp 와 Tpt1 의 발현이 변하는 양상을 

real-time PCR 과 western blot 실험을 이용하여 조사하였다. 먼저 골격근 섬유는 

광범위하게 느린 연축 (type Ⅰ)과 빠른 연축 (type Ⅱ)으로 분류된다 [59]. 빠른 연축은 다시 
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typeⅡa, Ⅱx, Ⅱb 의 하위 유형으로 나누어진다 [59]. 이들은 에너지 생산에 있어서도 차이를 

보인다. TypeⅠ 및 typeⅡa 섬유는 주로 산화 대사에, typeⅡx 및 typeⅡb 섬유는 주로 해당 

대사에 의존한다 [59]. Mef2C 는 mef-2 계열 구성원과 달리 골격근, 비장, 뇌 근모세포의 

후기 분화 단계에서 상향조절 되는 것으로 알려져 있다 [60]. 우리는 이 실험에서 typeⅠ, 

typeⅡa, typeⅡb 의 대표적인 myosin 으로 각각 myh7, myh2, myh4 와 후기 분화 마커 

mef2C 를 근육세포 분화 마커로 사용하였다. 

C2C12 세포 분화 동안 근육 분화 마커들의 mRNA 및 단백질 발현이 상향 조절되어 

세포가 잘 분화되었음을 확인하였다 (Figure 5C-D). 이러한 발현 패턴과는 대조적으로, 

C1qbp 의 mRNA (Figure 5C) 및 단백질 (Figure 5D) 발현 수준은 하향 조절되었다. 반대로, 

Tpt1 은 근육 분화 마커들과 동일하게 mRNA (Figure 5C) 및 단백질 (Figure 5D) 발현 

수준이 상향 조절되었다. C1qbp 는 근육세포의 발현 초기에, Tpt1 은 발현 후기에 주로 작용할 

것임을 시사하는 소견이다. 

 

rC1qbp 단백질은 C2C12 근육세포 분화를 감소시킨다. 

C1qbp 의 mRNA 와 단백질 발현 수준이 감소하였으므로 과발현 (Figure 6A)시켜 

근육세포 분화에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과, C1qbp 의 과발현은 C2C12 세포에서 

근육 분화에 영향을 끼치지 못하였다 (Figure 6B). 

C1qbp 는 세포 밖으로 분비된다는 보고가 있다 [26-28, 101]. C2C12 세포의 근육 

분화 동안 배양액 (CM)을 수집하여 C1qbp 단백질 발현을 western blot 으로 확인하였다. 그 

결과, 분화 유도 후 1 일째에 CM 에서 C1qbp 의 발현이 가장 많이 증가하였으며 이후 점점 

감소하는 양상을 보였다 (Figure 6C). 따라서, C1qbp 가 C2C12 근육세포에서 자가 분비 

방식으로 세포 분화에 작용할 수 있다는 가설을 세웠다. 이를 실험하기 위해 C2C12 세포에 

재조합 C1qbp (rC1qbp) 단백질을 처리하였다. 그 결과, rC1qbp 단백질은 근육세포 분화를 

용량 의존적으로 억제했지만 (Figure 6D), 근육세포 개수에는 영향을 미치지 않았다 (Figure 

6E). 마찬가지로, rC1qbp 단백질은 근육 분화 마커의 발현을 유의하게 하향 조절하였다 

(Figure 6F-G). 이 결과들은 rC1qbp 단백질이 근육 분화를 억제할 수 있음을 시사한다. 

 

C2C12 세포에서 Tpt1 결핍은 근육세포 분화를 촉진한다. 
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C2C12 근육세포 분화 시 Tpt1 의 mRNA 및 단백질 발현이 증가하기 때문에, C2C12 

세포에 Tpt1 shRNA 로 Tpt1 결핍 세포를 만들어서 mRNA 및 단백질 발현 감소를 확인하였다 

(Figure 7A). C2C12 세포를 4 일간 배양하여 세포생존능을 비교하였을 때, 3 일째에 Tpt1 

shRNA 처리한 세포에서 세포 개수가 약간 감소하였다 (Figure 7B). 다음으로 Tpt1 결핍이 

근육세포 분화에 미치는 영향을 조사하였다. Tpt1 shRNA 처리한 세포에서 myotube area 가 

2 일과 3 일째에 대조군에 비해서 증가함을 보였다 (Figure 7C). 하지만 4 일째에는 myotube 

area 의 차이가 없어졌다.  Tpt1 의 myoblast fusion 역할을 좀 더 자세히 알아보기 위해서, 

Tpt1 이 결핍된 C2C12 세포를 4 일간 근육세포로 분화시킨 다음 myotube formation 을 

분석하였다 (Figures 7D-F). 흥미롭게도, Tpt1 shRNA 처리한 세포에서 분화된 myotube 당 

핵 개수가 대조군에 비해 유의미한 증가를 확인하였다 (Figures 7E). 또한 myotube 당 

myotube 면적 분포를 정량적으로 분석한 결과, Tpt1 결핍 세포에서 면적이 작은 myotube 의 

수는 감소하고 반대로 큰 면적의 myotube 는 증가하였다 (Figure 7F). 이는 Tpt1 결핍이 

myotube formation 을 증가시켜 더 많은 핵을 가진 myotube 를 만들어 냄을 의미한다.  

근육 분화 마커로 Tpt1 결핍 세포에서의 발현을 확인하였다. 앞서 C2C12 근육세포 

분화 확인을 위해 사용한 분화 마커 myh2, myh4, myh7, mef2C 와 함께 초기 단계 분화 

마커로 알려진 myogenin [63]도 사용하였다. 위의 근육세포 분화 결과와 일치하게, Tpt1 

결핍 세포에서 분화 동안 근육 분화 관련 유전자들의 mRNA 및 단백질 발현이 시간-

의존적으로 유의미하게 증가하였다 (Figures 8A-B). 이 결과들은 세포 수준에서 Tpt1 

억제가 근육세포의 분화를 촉진함을 시사한다. 

 

생체 내에서 Tpt1 결핍은 근육조직 증가 효과가 보이지 않았다. 

 생체 수준에서 Tpt1 의 역할을 검증하기 위해 근육에 Tpt1 shRNA 를 주입한 다음 

근육조직 변화를 관찰하였다. 먼저 골격근에 사용할 AAV (Adeno-associated virus)의 

serotype 을 결정하기 위하여 마우스 전경골근에 AAV6 와 AAV9 을 주입하였다. 근육에서 

작용하는 AAV serotype 은 AAV1, AAV6, AAV9 으로 보고되었다 [77]. 이 중 우리는 근육 

실험에서 주로 사용되는 AAV6 와 AAV9 를 비교하였다. 감염 효율을 확인하기 위하여 각각의 

AAV 는 GFP 를 발현하도록 제작하였다. 그 결과 근육 주입 시 AAV6 는 AAV9 에 비해 형광 

발현이 높은 것을 확인하였으며, 이는 AAV6 의 감염 효율이 AAV9 보다 높음을 의미한다 
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(Figure 9A). 따라서 본 연구에서는 AAV6 를 선정하여 AAV6-U6-Tpt1 shRNA-CMV-

mCherry 를 제작하였다. AAV6-U6-scr-CMV-mCherry (3.02x10^12 GC/ml) 및 AAV6-

U6-Tpt1 shRNA-CMV-mCherry (1.3x10^12 GC/ml)를 7 주령 된 수컷 C57BL/6 마우스 

(n = 4)의 전경골근에 2 회 주사하였다. 바이러스 주사한 다음 꼬리를 매달아 뒷다리의 활동을 

억제하였다 (Figure 9B). 2 주 후 마우스의 근육조직들을 채취한 다음 western blot 을 

이용하여 Tpt1 단백질 발현을 확인하였다. AAV6-U6-Tpt1 shRNA-CMV-mCherry 를 

주사한 근육조직에서 Tpt1 발현이 대조군에 비해 현저히 감소한 것을 확인하였다 (Figure 

9C). 대조군과 Tpt1 shRNA 처리한 마우스의 몸무게와 근육량에서는 차이가 없었다 (Figures 

9D-E). 근육 단면을 H&E 염색하여 근육 면적을 정량 분석한 결과 대조군과 Tpt1 shRNA 

처리한 마우스 간에 유의한 차이도 없었다 (Figures 9F-G). 종합하면, Tpt1 의 손실이 세포 

수준에서는 근육 분화를 촉진하였으나 적어도 운동 제한 근육에서는 유의한 작용을 하지 

못하는 것으로 판단된다. 
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고찰 

 

본 연구는 근감소증을 유발시킨 마우스 근육조직에서 단백체 분석법을 이용하여 

근감소증의 새로운 치료 표적을 발굴하고자 수행되었다. 운동 제한시킨 마우스와 노화된 

마우스에서 단백질 발현이 증가하는 인자로 C1qbp 와 Tpt1 을 처음으로 발견하였다. 

C1qbp 와 Tpt1 은 근육조직에서 높은 발현을 보였기 때문에 근육조직에서 중요한 역할을 할 

것이라고 판단하였다. 특히 Tpt1 은 근육세포 분화 동안 증가하였고, Tpt1 감소 시 근육세포 

분화가 촉진되었다. 운동 제한 근육에 Tpt1 을 결핍시켜도 근육량과 근육 크기 증가를 

예상하였으나 이를 증명하지 못하였다. 

뒷다리 고정 마우스와 노화 마우스에서 공통적으로 발현이 상향 조절된 55 개의 

단백질 (Figure 3C)은 gene ontology analysis 결과, 유기화합물의 산화에 의한 에너지 유도 

(Energy derivation by oxidation of organic compounds)와 전구체 대사산물 및 에너지 

생성 (Generation of precursor metabolites and energy) 카테고리들이 각각 1 위와 2 위에 

올려졌다 (Figure 3D). 이는 근육 손실이 발생하는 마우스 모델에서 에너지 생산과 관련된 

물질들의 단백질 발현이 증가하고 있음을 의미한다. 일반적으로 세포에서 에너지 생산은 

미토콘드리아에서 담당하고 있으며 근육량과 활동을 유지하는데 필수적이다 [96]. 특히, 

노화나 근육의 사용 중단으로 인한 근육 손실 등은 미토콘드리아의 기능 장애와 에너지 생성에 

중요한 산화적 인산화 기능 장애를 유발하고 이는 근감소증을 초래한다고 알려져 있다 [68, 

69].  미토콘드리아의 기능 장애로 인한 에너지 생성 손실에 대한 보상 기전으로 에너지 

생성에 관련된 카테고리에 속한 단백질 발현이 상향 조절되는 것으로 보인다. 또한 에너지 

발생 관련 유전자들의 단백질 발현 변화는 미토콘드리아 대사 조절에도 영향을 미칠 것으로 

보이며 이에 대한 추가 조사가 필요하다. 

본 연구에서는 두 가지 동물 모델에서 공통적으로 변화하는 단백질을 대상으로 

연구를 진행하였다. 이는 공통 인자가 더 강력하게 근육 생리에 영향을 끼칠 것이라는 판단을 

근거로 한다. 그러나 운동 제한은 type I 근육에, 노화는 type II 근육에 상대적으로 더 많은 

손실을 끼침이 알려져 있다 [78, 79]. 따라서 본 연구에서 시행된 단백체 분석 결과에서 동물 

모델 특이적인 인자를 대상으로 한 연구도 필요할 것으로 생각된다. 
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이 연구는 C1qbp 의 발현이 마우스 근육조직에서 높게 검출되었음을 입증했으며 

이는 이전 연구 결과와 일치한다 [70]. 진핵세포의 모든 세포 내 구획에서 발현되는 것 외에도 

C1qbp 는 세포 외 영역으로 분비된다. 특히 초기 분화 동안 근육세포의 CM 에서 C1qbp 

수준을 조사하였다. 분비된 C1qbp 는 혈관 신생, 혈관 투과성 및 염증을 포함한 다양한 기능을 

조절하는 것으로 보고되었다 [32, 71, 72]. 이 연구는 C1qbp 가 근육세포에 직접적으로 

작용하여 그 분화를 억제한다는 것을 증명하였다. 또한 활성화된 내피세포에서 분비된 

C1qbp 는 bradykinin receptor 1 의 발현을 유도하고 결과적으로 TNFα, IL-1β, IL-6 와 

같은 염증성 사이토카인 (proinflammatory cytokines)과 chemokines IL8 및 MCP1 을 상향 

조절할 수 있음도 보고된 바 있다 [32, 73, 74]. IL6 및 TNFα를 포함한 사이토카인은 근육 

위축을 촉진한다 [112, 113]. 따라서 분비된 C1qbp 는 사이토카인의 방출을 촉진하여 근육 

위축 과정에 직접적으로 관여할 수 있으며 이는 향후 연구를 통해 확인되어야 한다.  

C1qbp 는 노화 마우스와 운동 제한시킨 마우스의 골격근에서 상향 조절되었다. 

rC1qbp 치료는 근원성 근육량을 감소시켰다. 이는 노화 및 운동 부족으로 인한 근육 위축이 

C1qbp 의 상향 조절에 의한 것일 수 있음을 시사한다. 더불어, C1qbp 는 세포밖에서 주로 

작용하였다. 이는 C1qbp 가 근육 위축과 관련된 질병 치료에 중요한 치료 표적이 될 수 있음을 

뜻한다. 만약 치료제로 개발한다면 anti-C1qbp 차단 항체 등이 가장 효율적인 치료제 형태가 

될 수 있기 때문이다. 

Ma 등은 최근 세포내 C1qbp 억제가 myoblast 의 분화와 증식을 감소시키고 

세포사멸을 유도한다고 보고하였다 [75, 104]. 더욱이, myotube 에서 C1qbp 발현은 분화 

동안 myoblast 에서 발현되는 것보다 더 높았다 [75]. 이는 본 연구의 결과와는 대조적인 

결과이다. 방법론적으로 본 연구는 마우스 세포를 대상으로 한 연구이고 Ma 등의 연구는 양의 

세포를 대상으로 한 연구라는 점이 가장 뚜렷이 차이가 있으나, 아직까지 우리의 연구와 Ma 

등의 연구 결과가 일치하지 않는 정확한 원인은 불분명하다. 

이전 연구 결과 보고에 따르면 Tpt1 은 근육조직에서 발현이 높았으며 [41, 76], 

뒷다리 운동을 제한시킨 마우스의 근육조직에서 대조군에 비해 단백질 발현이 증가하였다 

[76]. 또한 저칼륨성 근병증 (hypokalemic myopathy)의 마우스 모델에서 상향 조절된 여러 

단백질 중 하나라는 것을 보여주었다 [49, 105]. 이러한 이전 연구 보고들은 Tpt1 이 근육 

위축이나 근육 질병 등이 발생하면 발현이 상향 조절되는 단백질임을 나타내며, 본 연구의 
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결과와 일치한다. 더불어 본 연구에서는 C2C12 근육세포 실험에서 Tpt1 을 억제하여 

근육세포 분화를 향상하는 결과를 보였다. 따라서 Tpt1 은 적어도 세포 수준에서는 근육 

위축이나 근감소증을 유발하는 단백질이라고 판단하였다. 

우리는 생체 내에서 Tpt1 의 발현을 조절하여 효과를 확인하기 위해 AAV 를 

사용하였다. 골격근에서 주로 작용하는 AAV serotype 은 AAV1, AAV6, AAV9 으로 

보고되었다 [77]. 이 중 우리는 AAV6 와 AAV9 의 감염 효율을 비교하여 형광 발현이 더 

높은 AAV6 로 Tpt1 shRNA 를 제작해 실험에 사용하였다. 하지만, 예상과는 다르게 근육 

위축된 뒷다리 운동 제한 조건에서 Tpt1 shRNA 를 이용하여 Tpt1 발현을 감소시킨 결과 

근육조직에는 변화가 없었다. 

동물 실험은 많은 인자에 의해 영향을 받을 수 있기 때문에 세포 실험 결과와 동물 

실험 결과는 일치하지 않을 수 있다. 동물 실험에 영향을 주는 인자들로 실험 동물의 연령 

또는 하위 계통 등이 알려져 있다. 예를 들면, 프랑스 Charles River Laboratories에서 구입한 

C57BL/6J 마우스가 다른 공급업체 (미국 NIA, 프랑스 Elevage Janvier, 독일 하이델베르그 

대학)의 C57BL/6J 마우스와 비교하여 심각한 결절성 사구체 경화증이 나타났다 [64]. 즉, 

C57BL/6J 마우스의 많은 하위 계통들은 서로 유전적으로 다르기 때문에 이러한 차이가 

발생하며 실험 결과에 영향을 미칠 수 있다 [64]. 또한 일반적인 동물 모델로 사용되는 

8~12 주 연령대에서는 많은 발달 과정이 진행되며 이러한 연령에 따른 생리적 변화는 실험 

변수에 영향을 줄 수 있다 [65, 66]. 투여 용량 또한 동물 실험에 중요한 영향을 미치기도 

한다. 고용량 (100 μg)의 pAAV-HBV1.2 플라스미드 DNA 를 주입한 마우스에서 HBsAg 

발현 및 HBV 지속성에 효과를 보이지 않고 오히려 저용량 (5 μg)을 주입한 마우스에서 유의한 

결과를 보인 연구 결과도 있다 [67]. 그러나 이것들 보다는 동물 모델의 종류에 따라 그 결과가 

달라질 가능성이 더 많다. 예를 들어, 운동 제한 동물 모델에서 그 결과가 관찰되지 않았다고 

하여 노화 모델, 성호르몬 결핍 모델 등에서도 그러할 것이라고 장담하기는 어렵다. 본 

연구에서는 운동 제한 모델에서만 Tpt1 의 생체 수준 역할을 점검하였다. 그러나 아쉽게도 

유의한 결과를 얻지 못하였는데 이것이 Tpt1 이 세포 수준에서 유의한 역할을 함에도 

불구하고 생체 수준에서는 역할이 없음을 뜻하지는 않는다. 향후 다른 동물 모델을 이용하여 

생체 수준의 역할을 재점검하여야 할 것으로 판단한다.  
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결론 

 

마우스 근육 시료에서 단백체 분석을 통해 근육세포 분화에 유의한 작용을 하는 

C1qbp와 Tpt1 인자들을 최초로 발굴하였다. 향후 이 인자들의 생체 내 작용 검증이 필요하다. 
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Figure 1. A schematic diagram of a proteomic analysis.   
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Figure 2. Muscle loss due to hindlimb-unloading or aging.  

(A-B) An experimental protocol for exercise vs unloaded mice and young vs aged mice. (A) To establish 

the exercise model, male C57BL/6 mice aged 7 weeks were exercised on a treadmill for 30 min a day 

for 3 weeks. To establish the hindlimb-unloaded model, the tail of male C57BL/6 mice aged 7 weeks 

was suspended for 3 weeks. (B) To establish the young and aged models, 7-month-old male C57BL/6 

mice and 19-month-old male C57BL/6 mice were used, respectively. (C) Body weights of the exercise 

and unloaded mice. (D) The mice were sacrificed, and relevant muscles were harvested and weighed. 

Relative muscle mass is expressed as a percentage of body weight. Data are represented as mean ± SD 

(n = 5 mice). **P < 0.01; ***P < 0.001, versus exercised group. (E) Body weights of the young and 

aged mice. (F) The mice were sacrificed, and relevant muscles were harvested and weighed. Relative 

muscle mass is expressed as a percentage of body weight. Data are represented as mean ± SD (n = 5). 

**P < 0.01; ***P < 0.001 versus young group. (G) GAS muscles isolated from exercised and hindlimb-

unloaded mice were fixed, embedded, sectioned, and stained with hematoxylin and eosin (H&E) for 

histological analysis. Representative images of H&E-stained sections are shown in the lower panels. 

Scale bar, 50 μm. Cross sectional areas were analyzed using the Image J program, and their 

quantification result (H) is shown. Data are represented as mean ± SD (n = 3). *P < 0.05 versus 

exercised group. (I) GAS muscles were isolated from 7-month-old (young group) or 19-month-old 

(aged group) male C57BL/6 mice. Representative images of H&E-stained sections are shown in the 

lower panels. Scale bar, 50 μm. Cross sectional areas were analyzed using the Image J program, and 

their quantification result (J) is shown. Data are represented as mean ± SD (n = 3). *P < 0.05 versus 

young group. GAS, gastrocnemius; SOL, soleus; TA, tibialis anterior; EDL, extensor digitorum longus. 
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Figure 3. Muscle proteome of mice with muscle loss.  

(A) A scatter plot comparing fold change between hindlimb-unloaded and exercised mice is shown. 

Compared with those in the exercised mice, the muscle expression levels of 82 proteins were 

significantly upregulated in hindlimb-unloaded mice. (B) A scatter plot comparing fold change between 

aged and young mice is shown. Compared with those in young mice, the muscle expression levels of 

177 proteins were significantly upregulated in aged mice. (C) Venn diagrams represent 55 proteins that 

were upregulated more than two-fold in both hindlimb-unloaded and aged mice compared to exercised 

and young mice, respectively. (D) Gene ontology enrichment analysis of the 55 common target proteins 

using the DAVID bioinformatics database (https://david.ncifcrf.gov). (E) A scatter plot comparing fold 

change between aged/young groups and hindlimb-unloaded/exercised groups are shown. The graph 

includes 17 cell differentiation-related proteins. Upregulated proteins in the hindlimb-unloaded, aged, 

and both groups are marked in blue, green, and red, respectively. (F) Cell differentiation-related proteins 

are ranked in the order of fold change in both hindlimb-unloaded vs. exercised and aged vs. young 

groups. The top seven ranked proteins in both hindlimb-unloaded vs. exercised and aged vs. young are 

shown. Upregulated proteins in hindlimb-unloaded, aged, and both groups are marked in blue, green, 

and red, respectively. 
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Figure 4. C1qbp and Tpt1 expressions in skeletal muscles.  

(A) Total RNAs were isolated from various tissues of male C57BL/6 mice aged 8 weeks. The expression 

levels of C1qbp, Tpt1, Bax and Krt14 were quantified using qRT-PCR. Muscle indicates gastrocnemius. 

(B) Gastrocnemius of male C57BL/6 mice aged 8 weeks were subjected to immunohistochemical 

analysis with anti-C1qbp, anti-Tpt1, anti-Bax, and anti-Krt14 antibodies. Representative 

immunohistochemical images are shown. Scale bar, 100 μm. Arrows indicate the C1qbp/Tpt1-positive 

signal. 
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Figure 5. Expression levels of C1qbp and Tpt1 in mice with muscle loss and in muscle cells. 

(A and B) Gastrocnemius from exercised and hindlimb-unloaded male C57BL/6 mice were prepared. 

The expression levels of C1qbp (A) and Tpt1 (B) were analyzed using western blotting (left). The 

protein levels were quantified and normalized to tubulin (A) and GAPDH (B) levels (right). Tubulin 

and GAPDH were used as a loading control. Data are represented as mean ± SEM (n = 5). **P < 0.01 

versus exercise group. (C) C2C12 cells were differentiated using a culture medium containing 2% horse 

serum for the indicated times. The expression levels of C1qbp, Tpt1, Myh2, Myh4, Myh7, and Mef2c 

were determined using qRT-PCR. Data are represented as mean ± SD (n = 3). *P < 0.05; ***P < 0.001 

versus 0 day. (D) Lysates were prepared from C2C12 cells after differentiation with 2% horse serum 

for the indicated durations. The expression levels of C1qbp, Tpt1, MyHC II, Mef2c, and Actin were 

determined using western blotting. Actin was a loading control.  
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Figure 6. Suppression of myogenic differentiation upon rC1qbp treatment. 

(A) C2C12 cells were transfected with mock (control) or hemagglutinin (HA)-tagged C1qbp (HA-

C1qbp) plasmids for 48 h. The expression levels of HA-C1qbp were analyzed using western blotting. 

Actin was used as a loading control. (B) C2C12 cells were transfected with the HA-C1qbp construct 

for 48 h and differentiated into myotubes for 3 and 4 days. The cells were immunostained with anti-

MyHC (red) antibody, while the nuclei were stained with DAPI (blue). Representative immunostaining 

images are shown. The myotube areas were analyzed using the Image-Pro Plus program, and their 

quantification results are shown in the right panel. Data are represented as mean ± SD (n = 5). Scale 

bar, 200 μm. (C) C2C12 cells were induced to differentiate with 2% horse serum for the indicated times. 

The conditioned medium (CM) was harvested. The expression of C1qbp in the CM was analyzed using 

western blotting. (D) C2C12 cells were treated with the indicated concentrations of recombinant C1qbp 

(rC1qbp) and differentiated into myotubes for 3 days. The cells were fixed and immunostained with 

anti-MyHC (red) antibodies, while the nuclei were stained with DAPI (blue). Representative 

immunostaining images are shown in the left panels. The myotube areas were analyzed using the Image-

Pro Plus program. Scale bar, 200 μm. Data are represented as mean ± SD (n = 5). **P < 0.01; ***P < 

0.001 versus control. (E) C2C12 cells were treated with rC1qbp for 3 days. Cell viability was measured 

using the cell counting kit assay. Data are represented as mean ± SD (n = 5). (F) C2C12 cells were 

treated with vehicle (control) or 500 nM of rC1qbp and differentiated into myotubes for 3 days. The 

expression levels of Myh7, Myh2, Myh4, and Mef2c were analyzed using qRT-PCR. Data are 

represented as mean ± SD (n = 3). **P < 0.01; ***P < 0.001 versus control. (G) C2C12 cells treated 

with vehicle (control) or rC1qbp (500 nM) were induced to differentiate for 3 days. The expression 

levels of MyHC I, MyHC II, and Mef2c were analyzed using western blotting. Tubulin was used as a 

loading control.  
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Figure 7. Enhancement of myogenic differentiation upon Tpt1 knockdown. 

(A) C2C12 cells were infected with Tpt1 shRNA, and the expression levels of Tpt1 were analyzed using 

qRT-PCR and western blotting. Actin was used as a loading control. Data are represented as mean ± SD 

(n = 3). (B) C2C12 cells were transfected with Tpt1 shRNA. Cell viability was measured using the cell 

counting kit assay. Data are represented as mean ± SD (n = 5). (C) C2C12 cells were infected with the 

Tpt1 shRNA and differentiated into myotubes for 4 days. The cells were immunostained with anti-

MyHC (red) antibody, while the nuclei were stained with DAPI (blue). (D-F) differentiated 

independently from (C) for 4 days. The relative myotube area (C), number of nuclei per myotube (E), 

and frequency distribution of myotubes (F) were analyzed and quantified using the Image J program. 

Scale bar, 200 μm. Data are represented as mean ± SD (n = 5). *P < 0.05; **P < 0.01; versus control.  
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Figure 8. Upregulation of myogenic differentiation-related genes upon Tpt1 knockdown. 

(A) C2C12 cells were infected with the Tpt1 shRNA and differentiated into myotubes for 4 days. The 

expression levels of Myh2, Myh4, Myh7, Mef2c and myogenin were determined using qRT-PCR. Data 

are represented as mean ± SD (n = 3). *P < 0.05; **P < 0.01 versus untreated control. (B) Lysates were 

prepared from C2C12 cells after differentiation with 2% horse serum for the indicated durations. The 

expression levels of MyHC I and myogenin were determined using western blotting. Actin was used as 

a loading control.  
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Figure 9. Muscle mass after Tpt1 knockdown in hindlimb-unloaded mice.  

(A) To confirm the efficacy of AAV, AAV6 and AAV9 were injected into the TA muscles of mice. After 

4 weeks, mice were sacrificed to obtain TA muscles. The TA muscles were sectioned and stained with 

DAPI (Blue). Fluorescence images were obtained using an Axio Imager microscope (Carl Zeiss, 

Oberkochen, Germany) at 100 magnifications. Green areas represent AAV-infected areas. Scale bar, 

200 μm. (B) To establish the in vivo model, male C57BL/6 mice aged 7 weeks were separated into two 

groups based on body weight. They were injected twice on the 0 and 3 days into the Tibialis anterior 

(TA) muscles. AAV6-control and AAV6-Tpt1 shRNAs were injected. Their tails were immobilized for 

the next two weeks to restrict hindlimb movement. IM, Intramuscular injection. (C) Lysates were 

collected from TA muscles of sacrificed mice. Tpt1 knockdown efficiency was examined by western 

blotting. GAPDH was used as the loading control. *P < 0.05 versus control. (D and E) Body weight (D) 

and muscle weight (E) of the AAV6-control and AAV6-Tpt1 shRNAs were measured. Relative muscle 

mass is expressed as a percentage of body weight. (F and G) TA muscles were fixed, embedded, 

sectioned, and stained with H&E. Representative immunostaining images (F) are shown. Scale bar, 50 

μm. Cross sectional areas were analyzed using the Image J program, and their quantification result (G) 

is shown. Data are represented as mean ± SD (n = 4). TA, tibialis anterior.  
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Abstract 

Background 

A condition in which exercise ability is reduced due to a decrease in muscle mass and strength 

is called sarcopenia. Sarcopenia is caused by various factors such as aging, hormonal imbalances, poor 

nutrition, and lack of activity. The prevalence of age-related sarcopenia is expected to increase 

significantly as the global population ages, but there is no approved treatment for sarcopenia. 

 

Methods 

We aimed to discover factors that cause a decrease in skeletal muscle mass using proteomic 

analysis methods in animal muscle samples, establish their actions and mechanisms, and verify the 

mechanisms at the biological level to present target factors for the treatment of sarcopenia.  Skeletal 

muscle tissues were extracted from exercised mice, exercise-restricted mice with hindlimb suspension, 

young and aged mice, and proteomic analysis identified C1qbp and Tpt1 with increased expression. 

Then, the expression of C1qbp or Tpt1 was regulated in C2C12 muscle cells, and then muscle cell 

differentiation and growth were investigated. In addition, the expression of differentiation-related genes 

during differentiation in myoblasts with regulated expression of C1qbp or Tpt1 was examined using 

real-time PCR and western blot assays. To confirm the effect in vivo, we injected Tpt1 shRNA into 

mouse muscle tissues and then the skeletal muscle mass of the mice was observed through histological 

analysis. 

 

Results 

In skeletal muscle samples from mice with induced muscle loss (hindlimb unloaded and aged 

mice), we identified C1qbp and Tpt1 for increased protein expression by proteomic analysis. C1qbp 

expression decreased during C2C12 cell differentiation, and recombinant C1qbp protein treatment 

significantly inhibited muscle cell differentiation. In contrast, Tpt1 expression increased during muscle 
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cell differentiation, and Tpt1 depletion promoted muscle cell differentiation. Finally, we injected Tpt1 

shRNA into mouse hindlimb muscle tissue to observe muscle mass and found no significant difference 

from the control group. 

 

Conclusions 

Through proteomic analysis in mouse muscle samples, C1qbp and Tpt1 factors that 

play a significant role in muscle cell differentiation were discovered. Verification of the in vivo 

actions of these factors is needed in the future. 
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