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국문요약

시대가 발달함에 따른 식생활양식의 풍족화 및 일일 섭취 권장량 이상의 과영양화는 전세계

인구의 1/3 이상을 비만인구로 만들어 놓았다. 비만은 그 자체로는 건강에 큰 악영향은

없지만, 그 상태가 지속됨에 따라서 당뇨병, 이상지질혈증, 뇌 심혈관 질환, 지방간 등의 여러

대사질환을 야기한다. 이런 비만을 해결하기 위해 체내에 축적되는 에너지를 줄이면서

에너지 소비를 늘리는 방향으로 연구들이 진행되어 왔고, 최근에는 체온조절 및 열 발생을

통해 에너지를 소모하는 기관인 갈색지방의 기능 향상 및 지질 대사 기전에 대한 연구에

관심이 집중되었다. 그 중 CREB (cAMP Response Element-Binding Protein)의 전사 활성

보조자로 알려져 있는 CRTC (CREB Relative Transcription Co-activator)중 3 번째 동형

단백질인 CRTC3 는 주로 지방조직에 많이 분포하며, 중성지질의 합성 및 대사, 미토콘드리아

단백질의 전사 조절 등의 역할을 가지고 있다. 이전 연구에서 CRTC3 를 Knock-out 한

마우스에서 주령과 식이요법에 따른 비만화가 대조군에 비하여 상당수준 감소하였으며,

인슐린 민감성 및 해당능의 증가와 에너지 대사량 증가 등을 통해 CRTC3 의 억제가 비만,

당뇨를 개선하는 효과가 있음을 밝혔다. 이에 따라 본 연구는 CRTC3 의 조직 특이적인

역할과 그의 하위 기전에 대해 연구하기 위해 에너지 대사에서 주요한 기관으로 알려진

갈색지방에서 CRTC3 의 발현양을 증가 혹은 감소시켰을 때 이전 연구에서 보인 CRTC3 의

조절을 통해 비만을 조절할 수 있는가에 대한 가설을 검증하기 위해 연구를 진행하였다.

갈색지방 특이적 CRTC3 발현 억제 모델에서는 대조군과 실험군 간의 표현형의 차이를

보이지 않았지만, CRTC3 과발현 마우스는 식이요법에 관계없이 공통적으로 대조군에

비하여 체중 감소, 인슐린 민감성, 해당능의 증가, 에너지 소모량 증가, 추위에 대한 저항성

등의 효과를 보였고, CRTC3 의 발현이 증가함에 따라 CREB 의 타겟으로 알려진 PGC1α

(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-activator 1 alpha)가 증가하였다.

추가적으로 CRTC3 과발현 마우스에서 미토콘드리아 관련 단백질인 UCP1, SDHA, PDHA1, 
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mtFAM 등이 증가함을 확인하였다. 이 연구에서는 CRTC3 를 전신에서 Knock-out 했을때와는

달리 갈색지방에서 CRTC3 를 과발현 했을 때 미토콘드리아의 수를 증가시킴을 통해 에너지

소모가 증가해 비만에 저항하는 현상을 보임을 통해 CRTC3 에 의한 효과는 단일 기관이

아닌 여러 기관에 의한 효과임을 보였고, 후속연구에서는 간, 근육과 같은 다른

대사기관에서의 CRTC3 의 역할 또한 파악하는 것이 중요하다고 생각된다.

키워드: 비만, 갈색지방, 에너지 대사, CRTC3, PGC1α, 인슐린 저항성, 미토콘드리아, 추위

저항성
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서론

비만은 많은 유전적, 환경적인 요인으로 발생되는 질환으로 주요 원인으로는 영양섭취과다

로 인한 에너지 소비와 저장의 불균형이며, 그로 인해 생긴 만성적 과잉영양이 지방의 형태

로 체내에 축적되어 생긴다. 비만은 제2형 당뇨, 심혈관질환, 이상지질혈증, 신장질환 등과

같은 많은 대사질환 및 합병증을 유발하는 것으로 알려져 있으며 [1-3], 통계에 따르면 세계 전

체 인구의 30% 이상이 비만과 그에 의한 합병증으로 고통받고 있다. 비만의 근본적인 해결

을 위하여 과거의 연구들은 지방조직의 생성 억제를 주로 연구해왔다. 과거 연구에서는 지방

은 단순 비만의 척도 정도로만 강조되었지만, 지방이라는 기관이 연구가 진행됨에 따라 지방

의 기능에 따라 여러 종류의 지방으로 분류되며 지방의 기능연구를 통해 비만을 억제할 수

있다는 사실을 또한 발견하게 되었다. 그리하여 최근에는 지방조직에서 여러 당 및 지질의

대사 유전자, 에너지 소모에 관련된 유전자를 조절함을 통해 비만을 억제시키는 연구가 많이

진행되었는데, 그 중 CREB (cAMP Responsive Element Binding protein)은 전사조절자의 일

종이며, DNA상의 cAMP Response Element에 결합하여 하위의 유전자의 전사를 조절하는

역할을 가지고 있다. CREB은 인간을 포함한 포유류 등에서 발견되며, 체내 곳곳에 고루 분포

되어있으며, 수많은 단백질들의 발현을 조절하는데 특히 당, 지질 합성 및 분해 등과 같은 에

너지 대사에 중요한 단백질들 (SREBP1c (Sterol regulatory element-binding transcription 

factor 1c), FAS (Fatty acid synthase), G6PC (glucose 6-phosphatase alpha), PPAR family 등등)

의 발현 또한 조절하는 것으로 알려져 있다 [18-19, 21]. CREB과 비만과의 상관관계에 대한 연구

가 계속 진행되어 갈 무렵 CREB의 전사 활성보조자인 CRTC (CREB Relative Transcription 

Co-activator)의 발견과 핵 내에서 CREB을 포함한 여러 전사인자와 함께 지방 및 당의 대사,

멜라닌 세포에서 멜라닌 합성, 세포주기, 세포 일주기 시계와 같은 많은 기능을 담당한다는

것이 알려지게 되었다 [18]. 그 중에서도 CRTC3는 3가지 CRTC 동형 단백질들 중에서도 지방

조직에 많이 분포하는 단백질로, 이전 체내에서 CRTC3 억제 연구에서 전 주령에서 체중의
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감소, 에너지 소모 증가, 인슐린 저항성 감소 등의 효과가 관측되었다. 이러한 CRTC3 감소에

의한 효과가 이후 비만 및 당뇨와 같은 대사질환의 치료연구에서 치료제로써 사용할 가능성

을 확인 하기위해 에너지의 소모와 밀접하게 관계 되어있는 갈색 지방조직에서의 CRTC3 발

현에 따른 그의 효과를 관찰하고자 하였고, 이 연구를 말미암아 CRTC3의 효과가 국소적인

효과인지 아니면 다른 여러 장기에서 보이는 시너지 효과인지 확인하고자 실험을 진행하였

다. 또한, 이전 연구에서 확인하지 못했던 갈색지방에서 CRTC3에 의해 조절되는 타겟 유전자

등을 밝혀 내는 것이 목표이다. 각 실험 마우스는 갈색 지방에 특이적으로 CRTC3의 발현을

억제 혹은 과발현 시키는 마우스 모델이다.

<표 1> CRTC 동형 단백질의 종류와 분포 [32, 39, 40].

지방조직

지방조직은 크게 백색지방과 갈색지방으로 분류되며 [4,9], 두 지방조직은 에너지의 저장과 소

비에 따른 차이와 각각의 지방세포의 크기, 분비하는 아디포카인의 종류가 다르다. 백색
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<표 2> 지방조직의 형태 및 기능의 분류 [4, 9, 31].

지방조직은 체내에 가장 많이 분포하고 있는 지방조직으로, 주로 피하, 복부, 내장, 생식기 주

변부에 많이 위치 하고 있으며, 섭취된 잉여 에너지원을 중성지질의 형태로 바꾸어 저장하는

역할을 수행한다. 이렇게 저장된 형태의 중성지방은 영양결핍상황에서 간, 심장, 근육 등과

같은 조직에 에너지를 공급하는 형태를 가진다.

백색지방세포의 형태학적 특징으로는 Lipid droplet(지질 방울)을 커다란 하나의 방울로

가지고 있는 것이 특징이며, 백색지방의 주요 표지자로는 ASC-1 (Asc-type amino acid 

transporter 1), HOXC8 (Homeobox protein Hox-C8), HOXC9 (Homeobox protein Hox-C9), 

adiponectin 등으로 지방 전분화 세포에서 분화자극시 PPAR γ (Peroxisome Proliferation-

Activated Receptor Gamma)에 의해 발현되어 백색지방에 분화에 필요한 단백질들의 발현을

조절한다고 알려져 있다 [4, 31, 39, 40]. 백색지방은 다른 지방과는 달리 지방의 저장과 호르몬 및

분비물질(아디포카인)의 분비에 특화되어 있다. 많이 알려진 아디포카인으로는 시상하부, 췌

장, 심장에 주로 작용하여 식욕이나, 에너지 대사 당 항상성을 유지하도록 하는 Leptin과 각

기관에 지방을 전달해 주는 FABP4 (Fatty acid binding protein 4) 그리고 심장, 근육, 간, 췌장

등에 작용하여 지방의 분해나 당의 분해 등 이화작용에 활성화를 시키는 adiponectin 등이

잘 알려져 있다. 이러한 아디포카인들 중 leptin은 비만에 의해 지방 과다증식 될 경우 혈중
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에 과다하게 존재하게 되고 그 결과 leptin 자체의 기능이상이나 각 기관의 탈 감작으로 인해

식욕저하 및 지질 대사관련 조절체들의 기능 향상 효과가 저해가 나타난다는 연구 결과도 있

다 [4, 9]. 갈색지방은 인간과 포유동물에서 발견되는 갈색을 띄는 지방으로 갈색을 띄는 까닭

은 미토콘드리아의 수가 많기 때문이다 [6]. 다른 기관 및 백색지방과는 달리 미토콘드리아 내

막에 UCP-1 (uncoupling Protein 1)을 유일하게 발현하며, 당과 지질을 에너지 원으로써 사

용해 ATP 합성없이 즉각적인 체온조절 및 신체 내 에너지 소모를 한다 [10-11, 14]. 이러한 일련

의 연구에서는 갈색지방의 기능 향상이 비만이나 기타 대사질환의 개선에서 갈색지방의 에

너지 소모 조절이 핵심요소로써 작용할 것이라 보고 있다. 갈색지방세포의 형태학적 특징으

로는 지질 방울을 여러 개의 작은 방울 형태로 보관하고 있으며 주위의 많은 미토콘드리아가

지질방울을 감싸는 형태이고, 주요 표지자로는 UCP1, 세포막에 위치 한 TMEM26

(Transmembrane protein), PRDM16 (PR domain containing 16), 지질 대사를 조절하는

CIDEA (Cell death activator CIDE-A), 갈색지방으로의 분화에 필요한 Ebf3 (Early B-Cell 

Factor3), EVA1A (Eva-1 homolog A) [39-41] 등이 있다. 갈색지방 그리고 베이지색 지방은 백색

지방과는 달리 많은 종류의 아디포카인을 분비하지 않지만 운동 및 추위 노출과 같은 에너지

를 사용할 때 에너지대사 활성을 증가시켜주는 물질들을 분비한다. 그 중 잘 알려진 물질은

12,13-DiHOME (12,13-Dihydroxy-(9Z)-octadecenoic acid) 와 follistatin이다 [4, 6, 7, 9, 12-13].

12,13-DiHOME는 근육, 간에 작용하여 지질의 흡수와 분해를 활성화시켜 체내 에너지를 발

생하게 하며, 최근의 연구에서는 12,13-DiHOME을 주사하였을 시 추위 노출시 더 높은 열발

생을 보였으며, 갈색 지방내로 지질 흡수와 분해가 모두 증가함을 관측하였다 [9]. Follistatin

의 경우에는 TGFβ, GDF8 등의 신호를 저해하여 세포주기에서 세포 분열신호를 멈추고

myf5+인 세포의 분화를 촉진하는 효과가 있으며 골격근과 갈색지방 등이 이에 포함되는데

이를 통해 갈색지방의 용적을 늘려 비만을 억제하는 효과를 본 연구 또한 있었다 [7, 12-13]. 이

러한 이유로 갈색지방의 활성화가 갈색지방 자체적인 에너지 소모와 더불어 분비 물질들에

의한 영향으로 간, 근육 이화작용이 활발한 장기 등에서의 지질의 분해와 배출, 그리고 에너
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지 소모를 증가시켜 비만을 포함한 다른 대사 질환과 합병증 등을 예방할 수 있음을 보였다

[4, 16].

지방조직은 색에 따라 백색지방과 갈색지방으로 나뉘어지지만, 추위와 같은 자극이나 백

색지방이 특이적인 전사조절인자의 발현에 의해 종종 갈색화 반응이 일어나게 된다. 이러한

갈색화 반응이 일어난 백색지방의 경우 베이지색 지방이라 불리는데, 백색지방 전구세포에

서 분화하였지만 지방의 형태나 단백질의 발현양상 및 기능이 백색지방이 아닌 갈색지방과

유사해지며 미토콘드리아 수의 증가와 UCP1 단백질의 발현에도 변화를 보인다. 이러한 백색

지방의 갈색화 또한 갈색지방의 기능 향상과 마찬가지로 항 비만연구에서 중요한 현상으로

사료되지만 아직 현재의 연구단계에서는 많이 밝혀지지 않았다. 베이지색 지방은 백색지방

조직 내부에 분포하고, 갈색화 자극의 여하에 따라 세포의 수가 증가 혹은 감소하는데, 갈색

지방 내에서 분비하는 Follistatin등이 백색지방에 갈색화에 영향을 준다는 연구 또한 있었다.

이런 베이지색 지방세포의 주요 표지자로는 백색지방의 갈색화를 진행시킨다고 알려진

TBX1 (T-box transcription factor1), TBX15 (T-box transcription factor15), 세포막 단백질인

TMEM26 (Transmembrane protein 26), PAT2 (Proton-coupled amino acid transporter2), 

CD40, CD137등이 있다 [9, 12-13, 39, 41].

지질의 생합성과 분해

지방세포에서 지질을 합성하는 경로는 크게 두가지로 나뉘어지는데, 첫 번째는 음식섭취와

소화로 인해 흡수된 자유지방산을 합성하는 방법과, 두번째 체내에 포화된 단당류를 지질로

바꾸는 방법으로 나뉜다 [4]. 음식으로 섭취된 지질은 소화기에서 소화를 거쳐 간을 통해 저밀

도 지질단백질 (LDL)의 형태로 말단부위로 이동한다. 이때 이동되는 저밀도 지질 단백질을

지방세포에서 분비한 지질단백질 분해 효소가 분해하여 자유지방산 형태로 지방세포로 유입

되게 되고 유입된 자유지방산은 DGAT (diacylglycerol acyltransferase)가 triacyl glyceride

(TAG)로 합성해 저장한다. 두번째 생합성 과정은 신생 지질 생합성이라고도 불리는데,
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GLUT4에 의해 흡수된 포도당을 acetyl-CoA, malonyl-CoA와 같은 조효소를 통해서 자유지방

산으로 변환시킨 뒤 변환된 자유지방산을 통해 TAG로 합성해 저장한다 [4, 21]. 지질의 분해는

운동, 추위에 의한 체온조절, 교감신경 활성화, 부신피질 호르몬, 금식 등 여러 자극에 의해서

cAMP 신호가 활성화된다. cAMP 신호는 PKA (protein kinase A)를 걸쳐 ATGL (Adipose 

triglyceride lipase), HSL (Hormone-sensitive lipase), LPL (Lipoprotein lipase)등 지질분해 효

소를 활성화시켜 TAG를 diacyl glyceride, monoacyl glyceride 등으로 단계적으로 분해하여

최종적으로 1 분자의 글리세롤과 3 분자의 자유지방산 형태로 분해시켜 ATP 합성 과정을 통

해 필요한 에너지로 사용한다 [14-16].

UCP1 (uncoupling Protein 1)

UCP1은 미토콘드리아 내막에 존재하는 단백질로써 유일하게 갈색지방에서 관측되지만

때때로 추위에 의해 갈색화 된 베이지 지방에서 종종 관측된다 [14, 40]. UCP1에 의한 열 발생

경로는 일반적인 ATP합성과 유사하지만 다른 양상을 보이는데, 미토콘드리아 내막에서 전자

전달계를 통해 생성된 막 사이 공간의 수소 이온 농도고배가 ATP 합성 채널을 통하지 않고

UCP1 채널을 통함으로써 수소 이온의 위치 에너지를 열 에너지로 치환하는 방식으로 열을

생산하고 이렇게 만들어진 열 에너지는 체온을 조절하는데 주로 사용된다. 이러한 UCP1에

의한 에너지 발생은 갈색 지방에서 에너지 소모에서 가장 많은 부분을 담당하고 있다. 최근

연구에서 UCP1의 발현을 억제할 경우 미토콘드리아에 기능이상과 함께 체중 증가, 추위 저

항성 약화와 같은 표현형을 보이고, 놀에피네프린과 같은 아드레날 수용체 활성제 처리시 그

활성도가 감소함을 확인하였다 [46].



７

연구방법

실험동물

실험에 사용된 모든 동물은 성숙된 갈색지방 특이적인 형질을 관찰을 위해 6주령 마우스에

Tamoxifen (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI USA; #13258)을 옥수수 기름

(Sigma Aldrich, St. Louis, USA; C8267-500 ml)에 20 mg/ml로 녹여 200 μl씩 주3일 간격으

로 4주마다 경구 투여를 통해 conditional K.O 시키는 방법으로 만들어졌으며 [42], 사용한 마

우스는 CRTC3fl/fl와 UCP-1 CREERT2 유전자 변형 마우스와 교배한 마우스, Rosa CRTC3fl/fl와

UCP-1 CREERT2 마우스를 교배한 마우스를 사용하였다. 각각의 유전자형의 확인은 지노타이

핑 (표 2)과 qRT-PCR (표 3)을 통해 확인하였다. 연구에 사용된 마우스는 멸균된 물 과 함께

자율 섭식 환경에서 12시간 밝은 환경, 12시간 어두운 환경 (오전 8시 점등, 오후 8시 소등)

에서 사육됐으며, 일반 사료는 (Normal chow (Purina Rodent Chow, 38057)), 특수 고지방 사

료는 (60% High Fat Research Diets, D12492)를 사용했다. 사료 교체 시기는 고지방사료 섭

식 모델의 경우에만 생후 8주령에 사료 교체해 주었다. 

Rosa-Left-F 5’ GCA CTT GCT CTC CCA AAG TC 3’

Rosa-Right-R 5’ GGC GGA TCA CAA GCA ATA AT 3’

Rosa CRTC3-F 5’ AAG AAG AGC TGC AGA TCG AA 3’

CSD-CRTC3-F 5’ AAA CTA ACT GGG CCT GAG TCC ATC C 3’

CSD-CRTC3-R 5’ CTT CTG AAG TGT TGG GAT TGC AGG C 3’

CSD-CRTC3-ttR 5’ TTC ATG GAT GCC ACT CTC AGA AGC C 3’

UCP1 CRE ER -F 5’ CAT TTG GGC CAG CTA AAC AT 3’

UCP1 CRE ER -R 5’ CCC GGC AAA ACA GGT AGT TA 3’

표2. 지노타이핑 프라이머 시퀀스. 
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당부하 시험, 인슐린저항성 시험

당부하 시험 (Glucose Tolerance Test)은 실험 15시간 이전에 사료 제거 및 케이지를 교체, 

금식 후 D-(+)-Glucose (Sigma Aldrich, St. Louis, USA; G8270)을 생리식염수 (0.9% NaCl 수

용액)에 희석하여 10% 글루코오스 (생리식염수 1 ml당 글루코오스 0.1 g w/w)로 만들어 1.5

mg/g (일반사료 섭취군) 혹은 1.0 mg/g (고지방사료 섭취군)의 농도로 복강투여를 통해 주

사하였으며, 주사 전, 주사 후 30, 60, 90, 120분 총5회 Accu-Check 혈당측정기 (Sanmina 

corporation, San Jose, USA)를 이용 마우스 혈당변화 정도를 측정하였다 [19, 20, 28].

인슐린 저항성 시험 (Insulin Tolerance Test)은 실험 5시간 이전에 사료 제거 및 케이지를 교

체하여 금식 시켰으며, 5시간의 금식 후 0.9% 생리식염수에 Humulin R (Lilly HI-210, Eli Lilly 

and company, Indianapolis, USA)을 1 unit/kg로 희석한 주사액을 마우스의 복강에 투여 후

주사 전, 주사 후 30, 60, 90, 120분 총 5회의 혈당을 측정하였다 [19, 20, 28].

메타볼릭 케이지

생체의 대사작용의 지표인 산소 소비량 (vO2, ml/kg/hr), 이산화탄소 배출량 (vCO2

ml/kg/hr), 호흡률 (Respiratory Exchange Ratio), 열 발생량 (에너지 소비량, Kcal/hr/kg)을 측

정하기 위해 OXYMAX CLAMS (Columbus instrument, Columbus, USA)를 이용 측정하였다.

마우스 1 마리 당 1케이지를 사용하였으며, 측정 오류를 줄이고자 초기 적응단계에서 측정한

값 (Day-1)을 제외하였으며 안정화 후 3일간 측정해 주었다 [19, 43].

실험군과 대조군의 β-아드레날린 수용체의 활성도를 알아보기 위하여 해당 실험 2일차에

소등이 되기 바로 전 시간대에 β3-아드레날린 수용체 활성제인 CL-316,243 (0.1 mg/kg)을 복

강투여를 통해 주사했으며, 야간기간 동안의 대사 활성도를 추가로 측정해 주었다.

추위 저항성 시험
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마우스를 4℃로 맞춰진 냉장실에 넣어 한 마리 씩 케이지에 넣어두고 30 분마다 직장 체온

계를 이용해 체온을 측정하였다. 여러 마리를 한 케이지에 두면 마우스 간의 밀착에 의해 서

로의 체온을 통한 체온 증가가 있을 수 있기에 한 마리 씩 따로 케이지에 넣어 진행하였고

식수를 제공하였을 때 차가운 공기에 의하여 식수가 차가워진 상태에서의 음수를 통한 체온

저하나 몸에 묻은 식수에 의한 직접적인 체온 저하를 막기 위하여 물은 제공하지 않았으며

추운 환경에서의 땀 배출 대신 배출하는 소변에 의해 몸이 젖어 체온이 떨어지는 것을 막기

위해 최소한의 깔 짚을 깔아 주었다. 또한 직접적인 차가운 바람을 맞으면 마우스의 온도가

냉장실의 온도보다 바람의 영향을 더 받을 수 있으므로 모든 면이 막혀진 케이지를 사용하였

다. 마우스의 체온이 30℃ 이하로 떨어지면 저체온증에 의한 마우스의 죽음이 발생할 수 있

으므로 체온 측정 시 30℃ 이하로 떨어지게 되면 실험을 끝마쳤고 실험을 끝마친 뒤에는 상

온에서 데워져 있는 케이지로 여러 마리를 함께 넣어주어 저체온증으로 인한 사망을 막아주

었다 [16, 19].

조직 표본 제작

각 군의 조직학적 차이점을 확인하기 위하여, 마우스를 부검 후 4% 파라 포름알데히드 (4% 

PFA)에 일정한 크기로 자른 조직을 담가 4℃에 보관 후, 고루 침투시키기 위하여 하루에서

이틀간 고정시켜준 뒤 고정액을 씻어내기 위해 1X PBS에 10분간 3번 수세 한 뒤 소수성인

파라핀 블록에 조직을 embedding 하기 위해 조직에 남아있는 수분을 탈수한다. 50% 에탄올, 

70% 에탄올, 80% 에탄올, 90% 에탄올, 95% 에탄올에서 1시간씩 상온에서 교반 하여 조직을

골고루 탈수시켜 준 뒤 100% 에탄올에서 밤새 동안 4℃ 냉장실에서 조직을 교반 하였다. 그

다음으로 자일렌을 사용하여 조직에 침투시켜 파라핀이 조직에 잘 침투할 수 있는 상태로 만

들어 주기 위하여 50% 자일렌 (자일렌 + 에탄올)에 1시간, 100% 자일렌에 1시간 동안 상온

에서 교반하고, 파라핀 용액에 1시간 동안 담가 조직에 파라핀을 침투시켜준다. 그렇게 조직

사이사이에 파라핀을 침투시켜준 뒤 파라핀 블록 제작을 위해 embedding center를 이용하



１０

여 조직 크기에 맞는 틀을 사용하여 파라핀 블록을 제작하여 준다.

조직 H&E염색

용이한 관찰하기 위하여 조직 파라핀 표본을 5 μm의 두께로 절편 후 얻어낸 절편을 슬라이

드에 붙여준다. 붙인 조직 절편 슬라이드를 하루동안 말려준 뒤 말린 슬라이드의 조직 절편

을 수용성인 염료인 헤마톡실린과 에오신으로 염색하기 위하여 세포에 수분을 넣어주는 함

수 과정을 진행한다. 조직 슬라이드를 60℃ 오븐에 30분~1시간 동안 두어 조직 절편 단면의

파라핀을 녹여 준 뒤 100% 자일렌에서 5분간 3번씩 조직 슬라이드를 담가 남은 파라핀을 완

벽히 제거, 수화 시키기 위해 탈수화 반응의 역순으로 100% 에탄올부터 95%, 90%, 80%, 70% 

에탄올로 차례대로 3분간 2회에 걸쳐 조직을 함수 시킨다. 그 뒤 1차 증류수에서 수세해 에

탄올을 전부 제거하여 준 뒤 헤마톡실린 용액에 30초간 담가 준 뒤 수세하여 염료를 씻어내

준 후 에오신에 30초간 담가준 후 수세를 반복해준다. 이렇게 염색한 조직은 보관을 위해 함

수 과정의 반대로 탈수를 70% 에탄올부터 차례대로 80%, 90%, 95%, 100% 에탄올 순서로 3

분간 1회 처리하고 마지막으로 자일렌에서 3분간 1회 처리하여 준 뒤 슬라이드에

paramount (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA, Fisher chemical Permount 

mounting medium, SP15-500) 1-2방울을 떨어트려 주고 커버 슬라이드로 기포가 생기지 않

도록 잘 덮어준다. 이후 광학현미경을 통해 조직표본을 관찰하였다 (x40, x100, x200, x400)

웨스턴 블롯

대조군과 실험군의 단백질 발현의 변화를 관찰하기 위해, 각각의 조직을 실험 동물에게서

채취하여 액체질소에 급속 냉동하여 보관 후 필요한 조직을 녹지 않도록 액체질소를 부어 주

며 막자 사발로 잘게 갈고, 갈린 조직에 100X Protease inhibitor (프로테아제 저해제,

Tech&innovation, Bio Prince, Chuncheon, Korea, BPI-9000-1 ml)와 PMSF (Tech&innovation, 

Bio Prince, Chuncheon, Korea, BPI-9000-1 ml)가 1:1:100 비율로 첨가된 Protein lysis buffer 

(1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 20 mM HEPES (pH 7.5), 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 5 mM 



１１

Na-pyrophosphate, 20 mM β-glycerophosphate, 50 mM NaF)를 일정량 넣어 준 후 균질기

를 이용 균질화 시켰다. 균질화 된 조직 검체를 얼음에서 1시간의 반응 시간을 가진 뒤

13,000 RPM, 4℃, 15분간 원심 분리해준 뒤 상층액을 새로운 에펜도르프 튜브에 옮겨 주었

다. 이 과정을 2회 추가 반복하여 불순물을 제거하였고, 정제된 검체는 BSA PROTEIN ASSAY 

KIT (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA, No.23227)를 이용하여 정량 후 동일 농

도가 되도록 희석해 준 뒤 5X 샘플 버퍼 (60 mM Tris-HCL pH 6.8, 25% Glycerol, 4% SDS, 5% 

β-mercapto ethanol, 0.05% Bromophenol blue, DW)를 검체 양에 맞게 넣어준 후, 100℃에

서 10분간 vortexing 해주며 끓여주었다.

이후 단백질의 상대적인 양을 관찰하기 위하여 적절 한 농도 (5~12%)의 SDS 겔을 이용해

전기 영동 (Bio-Rad, Biomedicals, CA, USA; CAT NO.160069)을 통해 단백질을 분자량 별로

분리해 냈다. 이렇게 분리된 단백질은 Nitro Cellulose membrane (NC Membrane, 0.2 μm 

(AE-6667-N, ATTO))을 사용하여 Wet transfer 방법을 이용하여 transfer 해 주었고, 필요 부

분을 자르기 위해 Ponceau S (Thermo Fisher, Waltham, Massachushetts, USA, No. BP103-

10)를 이용해 염색해준 후 원하는 범위만큼 잘라, 10분간 1X TBS-T Buffer (Tris Buffered 

Saline with Tween 20)를 이용해 3회 세척해준 후, TBS-T 용액에 녹인 3% BSA (Bovine 

Serum Albumin, BOVOGEN Biologicals, Keilor East, Australia, No. BSAS 0.1)로 1시간

Blocking 해 주었다. 이후 3% BSA에 희석한 1차 항체 (HSP90 (Santa Cruz Biotechnology 

Texas, Dallas, USA; sc-13119), CRTC3 (Cell signaling Technology Massachusetts, Danvers, 

USA; #2720s), UCP1 (abcam, Cambridge, UK; ab10983), SDHA (Cell signaling Technology 

Massachusetts, Danvers, USA; #11998), PDHA1 (Cell signaling Technology Massachusetts, 

Danvers, USA; #3205), VDAC (Cell signaling Technology Massachusetts, Danvers, USA; 

#4661), Cyt.C (Santa Cruz Biotechnology Texas, Dallas, USA; sc-13156), DUSP10 (Santa 

Cruz Biotechnology Texas, Dallas, USA; sc-374276), MAPK Family Antibody Sampler Kit 

(Cell signaling Technology Massachusetts, Danvers, USA #9926)) [24]에 밤새 (약 16시간) 반
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응시킨 뒤 다음날 TBS-T를 이용해 10분간 3회 세척 후, 1차 항체에 맞는 HRP결합된 2차 항

체에 1시간 반응시켜 주었다. 반응이 끝난 2차 항체를 TBS-T 용액에 10분간, 3번 세척 뒤

Amersham™ ECL™ Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare, NY, USA, RPN2109)

를 membrane에 5~10분간 묻혀준 후, 암실에서 X-Ray 필름 (AGFA, Mortsel, Belgium, CP-

BU New)을 사용하여 현상 후 실험군과 대조군의 차이를 확인하였다.

mRNA 측정

각 군 간의 mRNA 의 변화량 관찰을 위해, 갈린 조직을 Blood/cultured cell total RNA 

purification mini kit (FAVORGEN, Ping-Tung, Taiwan, FABRK 001-2)을 사용하여 mRNA 를 얻

어낸 후. 그렇게 얻어낸 mRNA 를 Nanodrop 2000 (Thermo fisher scientific)을 이용하여 측

정한 뒤 500 ng 의 mRNA 로 cDNA 를 제작하였다. 65℃에서 5 분간 가열 과정을 거친 후 RT 

enzyme 0.5 μl (Toyobo, Osaka, Japan), 5x RT buffer 2 μl (Toyobo, Osaka, Japan), primer 

mix 0.5 μl (Toyobo, Osaka, Japan)를 추가해 10 μl 로 맞추어 주고, 37℃에서 1 시간 반응시

킨 뒤 95℃에서 5 분간 끓여 잔여 mRNA 를 제거해 준다. 다음 증류수 190 μl 을 추가해 총

200 μl 볼륨의 cDNA 를 합성하였다. 만들어진 cDNA 를 이용 2X SYBR Green (Toyobo, 

Osaka, Japan) 6 ul, primer forward 1 ul, primer reverse 1 μl, cDNA 4 μl 을 사용하여 PCR 을

돌려주었다. PCR 은 pre-incubation 을 95℃에서 5 분, amplification 을 95℃ 10 초, 60℃ 10

초, 72℃ 15 초 로 45 cycles, melting curve 는 95℃ 5 초, 65℃ 1 분, cooling 을 40℃ 30 초이

다. 데이터의 분석은 LC480 light cycler 내부 프로그램을 이용해 분석하였다

Mouse L32 – F 5’ AGA TCC TGA TGC CCA ACA TC 3`

Mouse L32 – R 5` CAG CTC CTT GAC ATT GTG GA 3`

Mouse CRTC3 -F 5’ GAA GTT CAG TGA GAA GAT CGC

Mouse CRTC3 -R 5’ CCC CGT GGT ACT GGG TAA G 3’

Mouse PGC1α -F 5’ TTG CCC AGA TCT TCC TGA AC 3’

Mouse PGC1α -R 5’ TTG GTC GCT ACA CCA CTT CA 3’



１３

Mouse UCP1 –F 5’ GGA TTG GCC TCT ACG ACT CA 3’

Mouse UCP1 –R 5’ TGC CAC ACC TCC AGT CAT TA 3’

Mouse SDHA -F 5’ ACC CAG ACC TGG TGG AGA CC 3’

Mouse SDHA -R 5’ GGA TGG GCT TGG AGT AAT CA 3’

Mouse PDHA1–F 5’ TTA CCG CTA CCA TGG ACA CA 3’

Mouse PDHA1-R 5’ TTG CAA GAT TGC TGT TCA CC 3’

Mouse PRDM16–F 5’ AGG GCA AGA ACC ATT ACA CG 3’

Mouse PRDM16-R 5’ GGA GGG TTT TGT CTT GTC CA 3’

Mouse TMEM26–F 5’ GCT CAC CCT CAA GTT CAA GC 3’

Mouse TMEM26-R 5’ GGG TGC TGC AAT ACT GGT TT 3’

Mouse mtFAM–F 5’ CCG AAG TGT TTT TCC AGC AT 3’

Mouse mtFAM-R 5’ GGC TGC AAT TTT CCT AAC CA 3’

Mouse DUSP10-F 5’ CGC CTA CTT GAT GAA GCA CA 3’

Mouse DUSP10-R 5’ AGG TTC GGG GAA ATA ATT GG 3’

Mouse COXII -F 5’ ACC TGG TGA ACT ACG ACT GCT 3’

Mouse COXII -R 5’ CCT AGG GAG GGG ACT GCT CA 3’

Mouse CIDEA -F 5’ CTC GGC TGT CTC AAT GTC AA 3’

Mouse CIDEA -R 5’ TCC TTA ACA CGG CCT TGA AC 3’

Mouse NuDNA-F 5’ ATG GAA AGC CTG CCA TCA TG 3’

Mouse NuDNA-R 5’ TCC TTG TTG TTC AGC ATC AC 3’

Mouse mtDNA-F 5’ CCT ATC ACC CTT GCC ATC AT 3’

Mouse mtDNA-R 5’ GAG GCT GTT GCT TGT GTG AC 3’

표3) qPCR 프라이머 시퀀스.   F : Forward   R : Reverse

세포배양

배지는 Dulbecco’s Modified Eagle Medium high glucose (DMEM, Corning, NY, USA, 10-

013-CVR) 제품에 Fetal Bovine Serum (FBS, Corning, NY, USA, No.35-015-CV) 10%가 되도

록 첨가하였으며 추가적으로 박테리아 오염을 방지하기 위해 Penicillin-streptomycin 

(Hyclone, Logan, Utah, USA, SV30010)를 1%가 되도록 추가로 첨가하였다. 각 세포는 37℃,

5% CO2 배양기에서 배양하였다.
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일차세포분리

마우스에서 보이는 표현형이 세포에서도 유사하게 나타나는지 보기 위해 지방에서 유래한

일차세포를 분리하였다. 3~7주령의 마우스 5마리를 CO2 안락사기에 안락사 시킨 후 갈색지

방 영역을 분리 1X PBS에 수세 후 1% BSA, 200 mM D-(+)-Glucose (Sigma Aldrich, St. 

Louis, USA, G8270-100G) 가 첨가된 1XKRBH 버퍼 (12 mM NaCl, 0.4 mM KH2PO4, 0.1 mM 

MgSO4, 1 mM NaHCO3, 3 mM HEPES)에 조직이 마르지 않도록 담궈 둔 후 면도날 혹은 해

부용 가위를 이용하여 조직을 다져 준다. 이후 다져진 조직을 1X KRBH 버퍼에 20 mg/ml로

녹인 collagenase I (Gibco, NY, USA, 17100-017-1 g)에 1:1로 섞어 준 후, 37℃, 5% CO2, 200

RPM 교반 배양기에 40분간 배양한다. 40분간 콜라겐분해 효소에 의해 분해된 조직이 크림

색을 띄면 10% FBS, 1% P/S 가 첨가된 DMEM을 넣어 잘 섞어주어 효소에 의한 분해를 멈춘

다. 그 후 50 ml tube에 100 μm nylon cell strainer (FALCON, NY, USA, #352360)을 놓고 상

층액을 내려 걸러 준 후 배지를 20 ml 추가로 부어준다. 이후 300 g, 10분간 원심분리 후 기

름층을 포함한 상층액을 제거해 준다. 이 과정을 2 회 더 반복한 후 SVF (Stromal Vesicular 

Fraction)을 제외한 상층액을 모두 제거 후 배지 10 ml에 잘 피펫팅 후 10 cm2 Plate에 균일

하게 하여 37℃, 5% CO2 배양기에 배양한다. 분리 24시간 뒤 배지를 바꾸어 지방 일차세포가

아닌 세포들을 제거해 준다. 배지는 3~4일마다 교환해 주며 세포가 80%~90%가 차오르면

계대 배양해 주었다.

계대 배양은 1X PBS 5 ml로 세포를 수세해 준 후 제거한다. 세포가 마르기 전에 0.25% 

Trypsin-EDTA (Gibco, NY, USA, T4049-500 ml)을 1 ml 추가해 준 후 37℃, 5% CO2 배양기에

3분간처리 해 주었다. 처리 후 3분이 지나면 배지를 4 ml 추가하여 추가적인 분해를 막고

1000 RPM, 5분간 원심 분리 후 상층액을 제거한 뒤 배지 10 ml에 잘 피펫팅 후 1:2 비율로

나누어 계대 배양해 주었다.
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지방분화

일차 분리세포가 실험하기에 충분한 양으로 자라면 지방으로 분화했을 때에 군 간의 차이를

확인하기 위하여 배양한 세포를 24 well plate (SPL, Seoul, Korea, 30024)에 칸당 1.2x105개

로 배양해 주었다 (D-2). 24 well에 세포를 배양 한지 2일 후 지방 분화를 유도하기 위해 10% 

FBS, 1% P/S DMEM에 2 μM Dexamethasone (Enzo life science, NY, USA, 89157-624-1 g), 

0.124 mM Indomethacin (Sigma Aldrich, NY, USA, I7378-1 g), 0.5 μM IBMX (Sigma Aldrich, 

NY, USA, 15879-1 g), 0.5 μM Rosiglitazone (Cayman, Michigan, USA, 71740-50 mg), 2 nM 

T3(Sigma Aldrich, NY, USA, T2877), 0.5 U/ml Insulin을 첨가해 주었고 (D+0). 그로부터 2일

후에 10% FBS, 1% P/S DMEM + 0.5 μM Rrsiglitazone, 2 nM T3, 0.5 unit/ml Insulin으로 교

체 후 매 2일마다 D+5가 될 때까지 교체해 주었다.

통계 분석

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, GraphPad Prism5을 이용하여 통계 분석을

진행하였다. 그래프는 평균 ± 표준편차를 사용하여 나타냈으며, p-value 값은 unpaired 

student’s test (and Non parametric tests) 방법으로 분석하였고, p<0.05, p<0.01, p<0.001을

각각 *, **, ***로 표기하였다.
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결과

갈색지방 특이적 CRTC3 과발현 확인

모든 실험 마우스는 CRTC3의 과발현이 식이요법 및 주령에 따른 생리학적 차이가 있는지

확인하기 위하여 실험군과 대조군 마우스의 꼬리에서 gDNA를 채취하여 PCR을 통해 지노타

잎을 확인 후 (그림 2), 분리 사육하였다. Tamoxifen 투여에 의한 CRTC3의 발현이 갈색지방

특이적이게 활성화됨을 확인하기 위하여, Rosa CRTC3fl/fl (이하 대조군)와 Rosa CRTC3fl/fl

UCP-1 CREERT2 (이하 실험군)마우스에서 각각 간, 백색지방 (Inguinal WAT, epididymal WAT), 

갈색지방에서 단백질 시료를 채취해 HSP90을 로딩 컨트롤로 웨스턴 블롯을 통해 CRTC3의

단백질 양의 증가를 확인하였고 (그림 3.A), 갈색지방 내에서 실험군 마우스의 CRTC3 단백질

발현양이 증가하였지만, 다른 장기에서는 그렇지 않은 것을 확인하였다. 또한, Rosa CRTC3fl/fl

와 Rosa CRTC3fl/fl UCP-1 CREERT2 마우스에서 Tamoxifen 투여 유무에 따른 CRTC3에 발현량

변화를 확인하기 위해 qRT-PCR을 통해 갈색지방 내 CRTC3의 발현 증가를 확인하였을 때,

Tamoxifen을 투여한 실험군 마우스의 경우 투여하지 않거나 (Tamoxifen X로 표기) 대조군인

마우스에 비하여 CRTC3 발현량이 3.2배 이상 증가하였고, Rosa 26 FL-CRTC3 S126A의 발현

이 되어 마우스 모델이 작동하는 것이 맞는지 확인하기 위해 FL-CRTC3의 mRNA 발현을 확

인하였을 때에도 FL-CRTC3의 발현양이 2배 이상 증가함을 확인하였다 (그림 3.B). 이러한

Tamoxifen에 의하여 마우스 모델이 정상적으로 작동함을 확인하였고 이렇게 과 발현된

CRTC3의 효과를 알아보기 위하여 비만에 척도로써 가장 눈으로 확인하기 쉬운 체중변화를

확인하였다.

CRTC3 과발현 마우스에서 체중 감소 효과

CRTC3 발현 차이에 따른 체중 조절 효과를 보기 위하여 일반 사료 섭식마우스의 체중의
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변화 (그림 4)와 60% 고지방 사료 섭식 마우스의 체중 변화 (그림14)를 4주령에서부터 각각

측정하였으며, 일반 식이 섭식 마우스는 8주령부터 유의미하게 체중 증가에 차이를 보이기

시작해 20주령 기준 대조군과 비교하여 17.8 ± 3.7% 체중 차이를 보였다. 고지방 식이 마우

스의 경우 생후 8주령부터 고지방 식이를 시작하였고, 고지방 식을 시작한지 7주 이후인 15

주령에서부터 무게 차이를 보이기 시작했으며, 20주령 기준 대조군과 실험군 간에 16.7±1.2%

의 체중 차이를 보였다. 두 실험군 모두 대조군에 비하여 뚜렷하고 일관적인 체중의 감소 효

과를 보였다. 이는 이 연구에서 처음 제시한 가설에 반대되는 양상을 보였는데, CRTC3의 효

과가 에너지 소모 특이적인 갈색지방에서는 오히려 비만을 억제하는 효과를 보일 수도 있다

고 예상된다. 또한, 이러한 체중감소 효과는 주령에 따른 비만 및 당뇨를 포함한 기타 다른

대사질환에서 또한 저항성을 보일 것이라 예측된다. 그리하여 비만에 의해 생기는 합병증 중

가장 밀접하며 비만의 지속성과 유병률의 증가의 상관관계를 가진 당뇨에 대한 저항성을 알

아보기 위해 당뇨병 진행의 척도인 인슐린과 당 저항성을 측정하였다.

인슐린 저항성 및 당 부하도

각각의 실험 마우스는 무게차이가 유의미하게 나타나기 시작한 16주령에서 6시간의 금식

후 혈당을 검사하였으며, 금식에 의한 스트레스가 이후 다른 실험에 주는 영향을 차단하기

위하여 혈당 검사 후 일주일간의 휴지기를 준 후 다음 실험을 진행하였다. 실험은 인슐린 저

항성 검사, 당 부하 검사 순서로 각 주사액을 복강으로 투여 후 30분 간격으로 측정하였다. 

일반 사료 섭식 군에서는 인슐린 저항성 검사, 당부하 검사 모두에서 대조군 간의 유의미한

차이는 없었으며 (그림 8.A), 그래프의 AUC (Area under the curve) (그림 8.B)를 분석해 보았

을 때에도 대조군 간의 유의미한 차이는 없었다. 하지만 고지방사료 섭식 군에서는 대조군에

비하여 인슐린 저항성 검사의 경우 투여 후 30분부터 실험 종료시까지 인슐린 저항성이 유

의미하게 감소하는 결과를 보였고, 당 부하도 검사는 포도당 투여 후 30분에 유의미하게 해
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당능이 증가 하는경향을 보였다 (그림 18.A). 또한, 각 도표의 AUC를 계산해 나타냈을 때에도

대조군에 비하여 인슐린 민감도는 28% 증가하였고, 당 부하도는 22% 감소하였다 (그림

18.B). 일반사료 섭식 군에서 실험군과 대조군에서 무게가 증가하였지만 각실험에서 혈당에

서 차이를 보이지 않은 까닭은 대조군 마우스가 인슐린 저항성이 생길 만큼 비만이 유도되지

않아 이러한 차이를 보이는 것이라 생각이 되며, 고 지방 사료 군에서는 대조군이 체중 증가

에 의한 인슐린 민감도 및 해당능에 차이를 보였다. 이러한 차이는 갈색 지방 특이적인

CRTC3 발현 증가에 따른 지방의 소모가 크게 증가하여 비만이 억제되고 그에 따른 마우스

인슐린에 대한 민감도 및 해당능이 더 커져 당 항상성 유지가 더 좋아진 것으로 보인다. 앞선

두 실험 결과에서는 갈색지방에서 CRTC3의 변화가 비만과 당뇨에 저항하는 결과를 보였다.

하지만 이러한 체중 감소의 원인은 에너지 소모의 증가 와 에너지 섭취 감소 크게 두가지가

원인이 될 수 있는데, 두 마우스 그룹 모두 실험군과 대조군 마우스 간의 사료 섭취량의 차이

는 없었다. 따라서 에너지 섭취가 아닌 에너지 소모적인 측면에서 이러한 차이가 있을 것이

라 사료되어 기초에너지 소모량을 변화시키는지 여부를 확인하는 실험을 진행하였다.

에너지 소모 증가 효과

갈색지방의 주된 역할인 지방 분해를 통한 에너지 발생을 측정하기 위해 생후 18~20주령의

마우스를 실험동물실 내에 설치된 OXYMAX CLAMS를 이용하여 산소 소비량 (ml/kg/hr), 이

산화탄소 배출량 (ml/kg/hr), 열 발생량 (Kcal/kg/hr) 등을 측정하였으며, 기기는 일반 대기조

성 (산소 20.98%, 이산화탄소 0.5%) 기준에 맞게 영점 측정되었다. 실험은 4일간 진행되었으

며, 하루 간의 적응 기간동안 (Day -1)측정 값을 도표에서 제외하였다. 또한, 갈색지방의 활성

에 따른 에너지 소모량 변화를 측정하기 위하여 둘째 날 소등 이전 β3-아드레날린 수용체의

작용체인 CL-316,243 (0.1 mg/kg)을 복강 투여해주었다. 일반사료 섭식군에서 산소 소비량,

이산화탄소 배출량, 열 발생량 모두 대조군에 비하여 유의미하게 증가하였으며, CL-316,243 
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투여 시 대조군 보다 실험군에서 각 지표들의 상승 효과의 차이성을 보였다 (그림 9.A). 또한,

각각의 지표가 야행성인 마우스의 활동이 가장 활성화된 시간인 22:00~02:00의 영역 값을

막대 도표 화하였을 때도 각각 산소 소비량은 1.23배, 이산화탄소 배출량은 1.24배, 열 발생

량은 1.28배 증가하였다 (그림 9.B). 고지방 사료 섭식군에서 또한 일반사료 섭식군과 마찬가

지로 각각의 지표가 유의미하게 상승하였고, CL-316,243 투여 시에는 일반사료 섭식 군 보다

더 큰 차이를 보였다 (그림 19.A). 22:00~02:00에서의 수치 또한 산소 소비량은 1.18배, 이산

화탄소 배출량은 1.22배, 열 발생량은 1.28배 증가로 대조군과의 차이는 더 커졌지만, 일반

사료 섭식 군과 비교하였을 때에는 더 적은 수치를 기록하였다 (그림 19.B). 이는 체중 증가

에 따른 비만화에 영향으로 인한 에너지 소모량 감소로 사료되며, 이에 따라 체중에 따른 피

크 시간대의 열 발생량을 점 분산 도표를 통하여 그림으로 나타냈다. 일반 사료 군 (그림 10)

과 고지방 사료 군(그림 20)에서 각각 에너지 발생량이 체중과 β3-아드레날린 수용체의 활성

에 따라 유의미한 차이가 있음을 보였다. 이 실험을 통해 얻은 결과인 CRTC3 발현에 의한 에

너지 소모 증가가 갈색지방에 의한 효과인지 확인 해보기 위하여 단기간 추위 노출 상황에서

체온 조절 능력을 확인하였다.

추위 저항성 증가

변온동물에서 추위에 저항하기 위하여 보이는 큰 특징은 갈색지방에서 UCP1에 발현 증가

와 그에 의한 NST 반응이며 이를 알아보기 위해 생후 20주령 이상의 마우스를 6시간 동안

금식 후 4℃ 냉장실에서 체온 변화를 관찰하였다. 여러 마리의 마우스가 뭉쳐 서로의 체온을

보존시키는 변인을 제거하기 위해 칸막이가 있는 아크릴 케이지를 사용하였고, 깔 짚을 제거

했고, 체온은 직장 체온계를 이용하여 5시간 동안 1시간 간격으로 측정하였다. 일반사료 섭

식 군 (그림 11)과 고지방 사료 섭식 군 (그림 21) 모두 대조군과 실험군에서 추위에 대한 저

항성을 보였다. 추위 노출 5시간 기준 일반사료 섭식 군에서는 실험군과 대조군의 체온 차이
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는 약 1.2 ℃, 고지방 사료 섭식 군에서는 약 2 ℃의 차이를 보였고, 상온에서 체온을 측정하

였을 때에도 두 그룹 모두 대조군과 실험군에서 기초 체온에 차이를 보였다 (결과 값 보이지

않음). 이는 위에서 확인한 열 발생량에서의 이어지는 결과를 보였다. 이러한 에너지 소모의

증가는 갈색지방에서 조직학적인 차이점을 낼 것이라 생각되어 갈색지방의 조직 표본을 만

들어 조직학적인 차이점을 관찰하였다.

갈색지방의 세포 용적 감소

앞서 실험한 결과에서 보이는 갈색지방의 활성 감소가 어떤 조직학적 특징을 보이는지 확

인하기 위해, 대사 실험이 모두 종료된 마우스를 안락사 후 해부하여 4 mm 두께로 자른 갈

색 지방조직 표본을 얻었고, 표본은 4 μm 두께로 관찰하였다. 일반사료 섭식 군에서 마우스

해부 후 갈색지방의 백색화 및 크기를 확인하였을 때 크기에서는 별다른 차이가 관찰되지는

않았지만, 대조군에 비하여 주변부의 백색지방의 양이 적었으며, 갈색지방의 색 또한 더 갈

색을 띄는 것을 확인하였다 (그림 6), 고지방 사료 섭식 군에서는 일반사료 섭식 군과 마찬가

지로 크기에 눈에 띄는 변화는 없었지만, 일반사료 섭식군에 비하여 두 군간의 지방의 백색

화 및 주변부의 백색지방 양의 증가가 더 두드러지게 나타났다 (그림 16). H&E를 통하여 본

갈색지방 또한 비슷한 양상을 보였는데, 광학 현미경을 이용하여 200배율로 확대하여 봤을

때 대조군에 비하여 실험군에서 지질 방울의 크기가 감소하는 경향성을 보였고 (그림 7.A)

Image J를 통하여 갈색지방 세포의 크기를 측정하였을 때, 실험군에서는 상대적으로 크기가

작은 세포 (0-400, 400-800 μm2)가 대조군에서는 상대적으로 크기가 큰 세포 (1200~1600 

μm2)가 많이 존재하였다 (그림 7.B). 고지방 사료 섭식 군 또한 일반사료 군과 마찬가지로 실

험군이 대조군에 비하여 지질방울의 크기가 감소하는 경향성을 보였으며 (그림 17.A), 상대

적으로 작은 크기의 세포의 빈도 수가 유의미하게 증가하였고, 크기가 큰 세포는 유의미하게

감소하는 경향을 보였으며, 고지방 사료 군에서는 면적이 2000 μm2 이상의 크기를 가진 세
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포의 수가 증가하였다 (그림 17.B), 두 실험군 모두에서 대조군에 비하여 갈색지방에서의

CRTC3의 발현양의 증가가 갈색 지방내의 에너지 소모량을 증가시켜 지방 축적을 감소시키

고 더 나아가 지방의 백색화를 방지함을 확인할 수 있었다. 이러한 갈색지방의 백색화의 감

소 효과는 갈색지방에서 미토콘드리아 단백질 및 mRNA의 증가와 여러 다른 지질대사 관련

단백질 등이 증가하였을 것이라 예상이 되어 분자생물학적 실험 방법인 웨스턴 블랏과 qRT-

PCR을 통해 확인하였다.

미토콘드리아 단백질 및 mRNA 발현 증가

앞서 확인한 CRTC3 과발현에 의한 갈색지방의 백색화 감소 및 에너지 소모량 증가등의 효

과가 미토콘드리아 증가에 의한 효과인지를 알아보기 위하여 염색체 내에서 발현하는 미토

콘드리아 단백질과 mRNA 발현 그리고 미토콘드리아 내재적으로 발현하는 단백질과 mRNA

발현을 각각 웨스턴 블롯과 qRT-PCR 방법을 통하여 확인하였다. 웨스턴 블롯에서는 HSP90

을 로딩 컨트롤로 사용하였고, qRT-PCR 에서는 L32를 로딩 컨트롤로 사용하였다. 일반사료

섭취 군에서 대조군에 비하여 실험군에서 CRTC3의 단백질 발현량이 증가함에 따라 미토콘

드리아 양을 대변할 수 있는 미토콘드리아 내막 단백질인 SDHA (Succinate dehydrogenase 

complex flavor protein subunit A)와 해당과정 및 Kreb’s cycle에서 피루브산을 Acetyl Co-A

로 변환시키는데 중요한 PDHA1 (Pyruvate dehydrogenase alpha 1)의 양이 증가하였고, ATP 

비 의존적으로 체온을 조절하는 내막 단백질인 UCP1 또한 발현이 증가함을 보였다 (그림

12). 갈색지방의 mRNA를 이용한 qRT-PCR에서 또한 SDHA, PDHA1, UCP1을 포함한 미토콘

드리아 관련 유전자인 COXII, CIDEA, ATP 합성효소 등이 일괄적으로 유의미하게 증가함을

확인하였다 (그림 13). 고지방 사료 섭식 군에서도 일반사료 섭식 군과 같은 결과를 보이는지

확인했을 때, CRTC3의 발현이 증가함에 따라 미토콘드리아 관련 단백질의 발현 (그림 22)과

유전자의 발현이 (그림 23)일반사료 섭식군과 같은 경향성을 보이며 증가하였으며, 특히
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UCP1의 발현이 더 두드러지게 차이남을 확인하였다. 또한, 미토콘드리아 단백질 전사조절자

인 mtFAM 또한 증가하였다. 갈색지방의 CRTC3 과발현에 의한 미토콘드리아 단백질, mRNA 

발현 증가 효과가 다른 조직에 또한 영향을 미치는지 확인을 해보았을 때, 백색지방 (iWAT, 

eWAT) 모두에서 SDHA, PDHA1, UCP1 등의 발현량의 차이는 확인되지 않았다 (결과 값 보이

지 않음). 이런 변화는 오로지 CRTC3의 과발현에 의한 갈색지방 단독적인 미토콘드리아 수

및 기능의 증가라고 여겨진다.
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고찰

삶의 질이 향상함에 따라 건강에 대한 관심은 높아졌지만 영양 섭취의 과다, 에너지

소모의 감소 등의 이유로 생긴 에너지 불균형으로 인해 전세계적으로 비만인구는 점점

증가하고 있다. 비만은 질병 그 자체라 볼 수는 없지만 비만으로 인한 당뇨, 이상지질혈증

등의 여러 합병증을 야기하기 때문에 비만은 큰 질병의 전조증상 그 이상의 느낌을 주고

있다. 과거의 연구는 지방의 생성억제에 초점을 두고 진행이 되었지만, 지방의 역할 및 분류

(백색지방, 베이지색 지방, 갈색지방)등 이 밝혀 짐에 따라 백색지방이 분비하는 항 비만성

아디포카인 분비에 관한 연구, 베이지색지방의 분화 촉진 및 갈색지방의 활성화 연구 등의

지방의 기능과 그의 조절 유전자에 관한 연구에 초점이 맞춰졌다. 이전 연구에서 마우스의

CRTC3 유전자를 K.O 하였을 때 체중감소와 그에 따른 체지방양 감소, 인슐린 민감성, 당

내성, 에너지 소모량 증가 등을 관찰하였다. 그에 따라 에너지 소모에 중추적인 역할을 하는

기관인 갈색지방에서 CRTC3 를 억제 혹은 과발현 시킴으로써 CRTC3 K.O 의 영향이 여러

기관들의 시너지효과 인지 혹은 단일 기관에 의한 효과인지 알아보기 위하여 갈색지방

특이적 CRTC3 조절을 실시하였다. 현재의 연구에서 결과를 포함하지 않았지만, 갈색지방

특이적 CRTC3 를 억제시킨 모델 마우스에서는 이전 연구와 같은 표현형의 차이가 관찰되지

않았으며 체중의 변화, 인슐린 저항성 및 조직학적인 차이 또한 관찰되지 않았다. 하지만,

예상과는 달리 CRTC3 과발현 모델에서는 초기 세웠던 갈색지방 특이적으로 CRTC3 의

발현이 증가 시 비만에 취약할 것이라는 가설과는 반대되게 일반사료, 고지방 사료 섭식

마우스의 대조군에 비하여 유의미한 체중 감소 (그림. 4, 그림. 14), 인슐린 민감도 증가 및

해당능의 증가 (그림. 8, 그림. 18) 갈색지방내 지질 함량 감소 (그림. 6, 그림. 7, 그림. 16, 

그림. 17), 에너지 소모량 증가 (그림. 9, 그림. 10, 그림. 19, 그림. 20)와 같은 이전 연구에서

사용한 CRTC3 K.O 모델과 같은 표현형을 보였다. 본 연구에서는 공통적으로 CRTC3 과발현
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마우스에서 미토콘드리아 단백질과 mRNA 발현양의 증가가 있었는데, 이는 CREB 과

CRTC3 의 공통적인 타겟으로 알려진 PGC1α 의 발현의 증가가 그 이유로 보여 진다.

PGC1α 는 지방분화에 있어 PPAR gamma 의 공동전사체로 알려져 있으며 지방분화에

관련된 여러 유전자의 발현을 조절할 뿐만 아니라 NRF 와 같은 미토콘드리아 생합성

효소등과도 결합하여 미토콘드리아 수 증가 및 미토콘드리아 단백질 합성에도 영향을 주는

것으로 알려져 있는데 [45], CRTC3 발현량 증가로 인한 PGC1α 증가 효과로 미토콘드리아

단백질 발현 및 수를 증가시켜, 같은 양의 사료를 섭식하고 운동량의 차이가 없음에도

불구하고 에너지 소모양을 증가시켜 비만을 억제하는 효과를 보이는 것이라 사료된다.

CRTC3의 타겟 유전자

cAMP 신호체계에서 CREB과 CRTC3의 상호작용으로 대사기능의 조절을 한다는 연구는 많

이 진행되고 있고, 위의 결과를 통하여 CRTC3의 갈색지방 내에서 과발현이 미토콘드리아의

수와 기능에 영향을 줌을 확인하였지만, 어떠한 경로를 통하여 조절하는지는 아직 알려진 바

가 많이 없었다. 따라서, 우리는 CRTC3의 타겟 유전자를 발굴하기 위하여, CRTC3의 타겟 유

전자라고 예상되는 후보군의 mRNA의 발현양을 이전 CRTC3 억제연구에서 qRT-PCR을 통해

확인하였고, 그 중 타겟 유전자의 mRNA의 발현이 CRTC3의 발현과 연관된다고 생각하는 유

전자를 갈색지방 특이적 CRTC3 과발현 마우스에서 교차검증을 통해 확인한 결과 Letmd1, 

KCNK5, ARRDC3 등의 유전자의 발현이 증가 혹은 감소하였는데, 그 중DUSP10을 유력한 후

보로써 정하였다 (그림 12, 그림 22). MAPK 탈 인산화 효소인 DUSP family 중 하나인

DUSP10은 MAPK 중 p38과 JNK를 탈 인산화 시킴으로써 활성을 억제시키는 단백질로 알려

져 있다. DUSP10의 mRNA 발현 증가에 따른 MAPK 억제 효과와 DUSP10 단백질 발현 양상

확인하기 위해 일반사료 섭식 군 (그림 12)과 고지방 사료 섭식 군 (그림 22)에서 대조군과

실험군의 p38, JNK의 인산화를 확인하였을 때, 두 그룹 모두 DUSP10의 단백질 발현의 증가
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와, p-p38, p-JNK의 band 감소를 각각 확인할 수 있었다. 또한, 최근 JNK와 당뇨와의 상관

관계에 대한 분석 연구들에서 공통적으로 JNK의 활성 및 단백질이 증가함에 따 인슐린 자극

에 의한 하위 신호 전달 체계가 감소하여 막 단백질인 GLUT4의 발현량이 감소한다는 결과가

관측되고 있다. 그를 통해 우리는 CRTC3가 과 발현됨에 따라 DUSP10의 발현이 증가하고 그

에 따른 JNK-IRS 1- GLUT4 신호 전달 체계 중 JNK의 활성화를 억제함을 통해 GLUT4의 발현

량을 증가시켜 인슐린 저항성을 감소시키는 것이라 가설을 세웠지만, 현 연구에서는 그 가설

을 검증하기에는 아직 세포내에서 DUSP10의 발현 조절에 대한 실험이 미흡하여 검증하지

못하였다. 이후의 연구에서는 DUSP10과 JNK 그리고 GLUT4와 당뇨와의 상관관계를 분석하

여 CRTC3의 하위의 DUSP10에 의해 당뇨를 억제한다는 연구가 필요할 것이라고 생각된다. 
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그림 1. CRTC3 과발현 마우스 유전자 도표.

CRTC3 과발현 마우스는 Rosa26 유전자의 위치에 CRTC3의 항시 활성화 형인 FL-CRTC3

S162A을 삽입한 마우스이며, UCP1 CREERT2 마우스와 교배를 통해서 갈색지방 특이적으로

CRTC3를 발현하게 한 모델로서, 식용유에 녹인 Tamoxifen (2 mg/kg)을 경구 투여를 통해

CRTC3의 발현 시기를 조절할 수 있다.
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그림 2. CRTC3 과발현 마우스 지노타이핑.

CRTC3 과발현 마우스의 지노타잎을 확인하기 위하여 각 마우스의 꼬리에서 추출한

gDNA 를 PCR 방법을 통해 지노타이핑을 하였다.

상단 lane1: 1 Kb DNA 마커, lane2: 야생형 마우스 (약 470bp), lane3: Rosa CRTC3f/+ 마우스, 

lane4: Rosa CRTC3f/f 마우스 (약 540bp).

하단 lane1: 1 Kb DNA 마커, lane2: 야생형 마우스, lane3: Rosa CRTC3f/f UCP1 CREERT2+/-

마우스 (453 bp).
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그림 3. 갈색지방 특이적 CRTC3 과발현 확인.

실험군 마우스가 갈색지방 특이적으로 CRTC3 를 과발현 하는지 확인하기 위하여 간,

백색지방, 갈색지방에서 CRTC3 단백질 발현양을 확인하였으며 (그림 3.A), Tamoxifen 투여

여부에 따른 갈색지방 특이적 CRTC3 증가를 확인하기 위하여 qPCR 을 통하여 CRTC3 mRNA 

발현양을 확인하였다 (그림 3.B).

대조군 (Rosa CRTC3, Tamoxifen 투여), Tamoxifen X (Rosa CRTC3 UCP-1 CREERT2, 식용유

투여), CRTC3 BAT O.E (Rosa CRTC3 UCP-1 CREERT2, Tamoxifen 투여). 

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음.
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그림 4. CRTC3 과발현 일반사료 섭식 마우스 무게 추이

대조군과 실험군에서 주령에 따른 무게의 차이를 비교하기 위해 일반사료 섭식 마우스를

4 주령부터 매주 무게를 측정하여 비교하였다. 마우스가 6 주령이 되었을 때 Tamoxifen 을

4 주마다 주 3 회 경구로 투여해 주었다. 대조군 (n=15), CRTC3 BAT O.E (n=17).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음.
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그림 5. CRTC3 과발현 마우스 조직 무게 비교

실험군과 대조군에서 에너지 대사와 관련된 장기인 간, 백색지방, 갈색지방의 무게를

안락사 후 해부하여 측정하였다. 대조군 (n=6), CRTC3 BAT O.E (n=8).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음.

*

*
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그림 6. CRTC3 과발현 마우스 갈색지방 차이 비교

갈색지방 특이적인 CRTC3의 발현이 갈색지방의 표현형의 차이를 보이는지 확인하기 위하

여 군 간의 갈색지방의 크기, 색깔 차이를 비교하였다. 실험의 사용한 모눈의 크기는 각 0.25

cm2이다
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그림 7. CRTC3 과발현 마우스 갈색지방 조직 H&E

실험군 간의 조직학적 차이를 확인하기 위해 파라핀에 포매한 조직 절편을 Hematoxylin

&Eosin 염색을 통해 확인하였다. (그림 6.A) 또한, 지방세포의 크기를 비교하기 위하여

Image J의 플러그인을 이용하여 확인하였다. 대조군 (n=3), CRTC3 BAT O.E (n=3).

스케일 바 크기: 100 μm, 배율: 400 배

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001을 각각 *, **, 

***로 표기하였음.
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그림 8. CRTC3 과발현 마우스 당부하, 인슐린 저항성 시험

두 그룹 간의 당 항상성의 차이를 확인하기 위하여, 당부하 검사 (그림 7.A 상단) 및 인슐린

저항성 검사 (그림 7.A 하단)을 하였으며, 두 그룹 모두 16 주령 이후에 마우스를 사용하였고, 

6 시간의 금식 후 꼬리 정맥에서 채혈한 혈액으로 혈당을 측정하였다. 대조군 (n=14), CRTC3 

BAT O.E (n=6).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음.
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그림 9. CRTC3 과발현 마우스 메타볼릭 케이지 실험

갈색지방 특이적인 CRTC3 의 발현양의 차이가 에너지 대사량의 차이를 보이는지 확인하기

위하여 18~20 주령의 마우스의 에너지 대사정도를 OXYMAX CLAMS 를 이용하여

측정하였으며, 마우스가 기계에 적응하는 기간은 제외하였다. 실험 개시 후 둘째 날 밤이

시작될 때 CL-316,243 (0.1 μg/g)을 복강투여 하였다. (그림 8.A 화살표) 각각의 지표는

마우스 활동이 최고조에 달하는 시간대를 막대 도표화 (오전 12~4 시) 하였다 (그림 8.B).

대조군 (n=12), CRTC3 BAT O.E (n=10).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음.
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그림 10. CRTC3 과발현 마우스 무게에 따른 에너지 소비량 분석

에너지 대사와 마우스의 무게와의 상관관계를 분석하기 위하여 OXYMAX CLAMS를 이용해

측정한 결과 값을 실험에 사용한 마우스의 체중 및 CL-316,243의 투여 여부에 따라 확인하

였다. CL-316,243 처리 전 (20:00~08:00) (상단), CL-316,243 처리 후 (20:00~08:00) (하단). 대

조군 (n=12), CRTC3 BAT O.E (n=10). 

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001을 각각 *, **, 

***로 표기하였음
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그림 11. CRTC3 과발현 마우스 추위 저항성 시험

두 그룹간 에너지 대사량의 차이를 보는 또 하나의 지표인 체온조절을 확인하기 위하여,

금식 후 6 시간이 지난 20 주령의 마우스를 4℃ 콜드 룸에서 직장 체온계를 이용하여 체온을

측정하였으며, 변인 통제를 위하여 깔 짚을 모두 제거하였다. 마우스의 저체온에 의한

쇼크사를 방지하기 위하여 체온이 30℃ 이하로 내려가지 않도록 하였다. 대조군 (n=6), 

CRTC3 BAT O.E (n=4).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음
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그림 12. CRTC3 과발현 마우스 웨스턴 블롯

대사실험을 완료한 마우스의 단백질 발현량을 확인하기 위해 일반사료 섭식 군의

대조군과 실험군의 갈색지방 시료를 이용하여 웨스턴 블롯을 하였으며 HSP90 를 로딩

컨트롤으로 사용하였다.

(Cyt.C: Cytochrome C, C/EBP b: CCAAT/ enhancer binding protein beta, PLIN: perilipin, 

mtFAM: mitochondria transcription factor, tfa)
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그림 13. CRTC3 과발현 마우스 mRNA 발현량 비교

CRTC3 과발현에 따른 미토콘드리아 유전자 및 CRTC3 타겟 후보군의 발현량을 확인하기

위해 qRT-PCR 을 통해 확인하였으며 L32 를 로딩 컨트롤로 사용하였다. 대조군 (n=3), 

CRTC3 BAT O.E (n=3).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음
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그림 14. 고지방 식이) CRTC3 과발현 마우스 고지방 섭식 마우스 무게 추이

60% 고지방 식이가 두 그룹에 주는 영향과 주령에 따른 무게의 차이를 비교하기 위해

4 주령부터 매주 무게를 측정하여 비교하였다. 마우스가 6 주령이 되었을 때 Tamoxifen 을

4 주마다 주 3 회 경구로 투여해 주었으며, 고지방 사료는 생후 8 주령부터 자율

섭식방식으로 제공하였다. 대조군 (n=16), CRTC3 BAT O.E (n=16).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음
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그림 15. 고지방 식이) CRTC3 과발현 마우스 조직 무게 비교

실험군 간의 고지방 식이에 의한 비만유도의 차이를 확인하기 위하여 24 주령 이후의

마우스를 해부 이후 간, 백색지방, 갈색지방 등의 무게를 측정하였다. 대조군 (n=6), CRTC3 

BAT O.E (n=8).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음
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그림 16. 고지방 식이) CRTC3 과발현 마우스 갈색지방 차이 비교

두 그룹간의 고지방식이로 인한 비만 유도 후 갈색지방의 색깔, 크기 등의 차이를

확인하였다. 실험의 사용한 모눈의 크기는 각 0.25 cm2 이다.
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그림 17. 고지방 식이) CRTC3 과발현 마우스 갈색 지방 조직 H&E

고지방식이로 인한 갈색지방의 백색지방 침투가 확인이 되어 갈색지방의 조직학적 차이를

확인하기 위하여 파라핀에 포매한 조직 절편을 H&E 염색을 통해 관찰하였으며 (그림 16.A), 

군 간의 지방세포의 크기를 확인하기 위해 ImageJ 플러그인을 통하여 확인하였다. (그림

16.B) 대조군 (n=3), CRTC3 BAT O.E (n=3).

스케일 바 크기: 100 μm, 배율: 400 배

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음
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그림 18. 고지방 식이) CRTC3 과발현 마우스 당 부하, 인슐린 저항성 시험

고지방식이에 의한 비만유도가 당 항상성에 미치는 영향을 확인하기 위하여 16 주령의

마우스를 6 시간 금식 후 꼬리 채혈을 통해 혈액을 채취해 당부하 검사 (그림 17.A 상단), 와

인슐린 저항성 검사 (그림 17.B)를 하였다. 대조군 (n=6), CRTC3 BAT O.E (n=9).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음
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그림 19. 고지방 식이) CRTC3 과발현 마우스 메타볼릭 케이지 실험

두 그룹간의 비만에 따른 에너지 대사능의 차이를 확인하기 위하여, 20 주령의 마우스를

OXYMAX CLAMS 를 이용하여 측정하였고 마우스가 기계에 적응하는 기간은 제외하였다.

실험 개시 후 둘째 날 밤이 시작될 때 CL-316,243 (0.1 μg/g)을 복강투여 하였다. (그림 18.A 

화살표) 각각의 지표는 마우스 활동이 최고조에 달하는 시간대를 막대 도표화 (오전 12~4 시) 

하였다. (그림 18.B) 대조군 (n=6), CRTC3 BAT O.E (n=7).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001 을 각각 *, **, 

***로 표기하였음
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그림 20. 고지방 식이) CRTC3 과발현 마우스 무게당 에너지 소비량 차이 분석

비만이 유도된 마우스의 에너지 대사와 무게의 상관관계를 분석하기 위하여 OXYMAX 

CLAMS를 이용해 측정한 결과 값을 실험에 사용한 마우스의 체중 및 CL-316,243의 투여 여

부에 따라 확인하였다. CL-316,243 처리 전 (20:00~08:00) (상단), CL-316,243 처리 후

(20:00~08:00) (하단). 대조군 (n=6), CRTC3 BAT O.E (n=7).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001을 각각 *, **, ***

로 표기하였음
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그림 21. 고지방 식이) CRTC3 과발현 마우스 추위 저항성 시험

비만에 따른 갈색지방의 활동성의 차이가 체온조절에 미치는 영향을 확인하기 위하여 4℃ 

콜드 룸에서 6시간 이상 금식한 마우스의 직장체온을 측정하였으며, 마우스의 저체온으로

인한 쇼크사를 방지하기 위하여 체온이 30℃ 이하가 되지 않도록 하였다. 대조군 (n=3), 

CRTC3 BAT O.E (n=4).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001을 각각 *, **, 

***로 표기하였음
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그림 22. 고지방 식이) CRTC3 과발현 마우스 웨스턴 블롯

대사실험을 완료한 마우스의 단백질 발현량을 확인하기 위해 고지방 사료 섭식 군의 대조군

과 실험군의 갈색지방 시료를 이용하여 웨스턴 블롯을 하였으며 HSP90를 로딩 컨트롤로 사

용하였다.
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그림 23. 고지방 식이) CRTC3 과발현 마우스 mRNA 발현량 비교

고지방 사료 섭식 군에서 일반사료 섭식 군과 미토콘드리아 유전자 및 CRTC3 타겟 후보군의

발현량 변화에 유사성을 보이는지 확인하기 위해 qRT-PCR을 통해 확인하였으며 L32를 로딩

컨트롤로 사용하였다. 대조군 (n=3), CRTC3 BAT O.E (n=3).

모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였으며, p<0.05, p<0.01, p<0.001을 각각 *, **, ***

로 표기하였음.
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Abstract

Obesity is the common disease in the world. More than 1/3 of the world's population is 

obese, increasing year by years. It caused by an imbalance in energy consumption and 

storage due to over-nutrition, that chronic excess nutrients accumulating in the body in the 

form of fat. Obesity is known to cause many metabolic diseases and complications such as 

type 2 diabetes, cardiovascular disease, dys-lipidemia, kidney diseases. Recently many 

studies are focused on at reducing energy intake and increasing energy consumption rate. 

Our recent study has revealed that deletion of CRTC3, transcription co-factor of CREB, can

prevent obesity and T2D (Type 2 diabetes). So, this study investigates the hypothesis that 

obesity can be controlled by regulating CRTC3, shown in previous studies, when the 

expression of CRTC3 is increased or decreased in brown fat, known as a major organ in 

energy metabolism, to study the tissue-specific role of CRTC3 and its sub-mechanism. We 

show no difference in phenotypes between controls and experimental groups in brown fat-

specific CRTC3 Knock- out models, but CRTC3 over-expression mice show loss of weight 

gain, increased insulin sensitivity, glucose tolerance, energy consumption, and cold

tolerance. In addition, we confirmed that mitochondrial-related proteins such as UCP1, 

SDHA, PDHA1, and mtFAM were increased in CRTC3 over-expressed mice. In this study, 

CRTC3 increased the number of mitochondria in brown, compared to knock-out in the 

whole body, indicating that the effect of CRTC3 was not caused by a single organ, but by 

several organs, such as the liver and muscle.

Keyword: Obesity, Type 2 diabetes, CRTC3, CREB, Mitochondria, PGC1α, UCP1, Energy 

expenditure.
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