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국문 요약

연구배경

골격근의 양과 근력이 감소하는 질환인 근감소증은 삶의 질 저하뿐만

아니라 사망률 증가로 이어진다. 근감소증의 여러 원인 중 가장 중요하게

여겨지는 것이 노화이기 때문에, 근감소증은 대표적인 노인성 질환으로 분류되고

있다. 따라서 근감소증은 현대 고령화 사회에서 그 중요성은 점점 더 커질

것으로 여겨지고 있으나, 아직까지 공인된 치료제가 없는 것이 현실이다. 2008년

근육에서 IL-6가 분비되는 것이 처음 밝혀진 이후, myokine이라고 불리는

다양한 분비인자들이 근감소증 치료 표적으로 발굴되고 있다.

연구목적

본 연구에서는 myokine인 Lumican이 근육에 미치는 영향과 작용기전을

규명함으로써 근감소증의 새로운 치료 표적으로서 Lumican의 가능성을

확인하고자 하였다.

연구방법 및 내용

•  Myokine으로서의 Lumican 발현 및 근육량과의 상관관계를 조사하였다.

• C2C12 세포에서 근분화, 증식, 이동능, 근분화 관련 전사인자들의 발현 및

autophagy에 대한 Lumican의 영향을 관찰하였다.

•  Lumican의 수용체를 규명하고자 하였다.

•  Lumican의 주요 신호전달경로를 조사하였다.

•  근감소증 동물모델을 통하여 Lumican의 생체 치료 효과를 관찰하였다.
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연구결과

•  운동으로 활성화된 근육에서는 Lumican의 발현이 증가하였다. 반면

근육에서의 Lumican 발현은 노화와 성호르몬 결핍에 영향을 받지 않았다.

• Lumican은 근분화를 촉진하지만, 세포 증식, 이동, 미토콘드리아의

biogenesis, autophagy와는 관련이 없었고, Lumican은 단백질 합성과 관련이

깊은 Akt-mTOR signaling pathway를 활성화시켰다.

•  각종 inhibitor 실험을 통해 Lumican의 수용체로서 Integrin a2/b1과

Integrin a5/b3를 특정하였다.

•  근감소증 동물 모델인 난소절제 마우스에서 Lumican의 혈관주사는 근육량을

증가시키고 근력을 향상시켰다.

결론

근육유래인자인 Lumican은 Akt-mTOR pathway를 통해 근분화

(myogenesis)를 촉진하고, 동물 모델에서 근감소증 치료 효과를 관찰하여

Lumican이 근감소증 치료에 대한 신규 표적이 될 수 있을 것으로 판단된다.
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서론

근감소증은 1989년 Rosenberg에 의해 연령 관련 근육량 감소를

설명하기 위한 'sarcopenia' (그리스어 sarx '또는 flesh +'penia '또는 loss)라는

용어로 정의되었다(1, 2). 근감소증은 주로 노인의 질병이지만, 근감소증의 발달은

위축, 영양실조 및 악액질과 같이 고령자에게만 독점적으로 나타나는 것이

아니며, 근육 질량 감소는 힘의 상실, 낙상의 가능성 증가 및 자율성 상실로

인한 기능 장애를 직접적으로 초래한다(3, 4). 근육 질량과 근육 기능은 35세부터

감소하지만 근력과 힘은 근육 질량보다 더 빨리 감소한다(5). 근육량의 점진적인

감소는 40대 이후부터 70대까지 10년에 8%의 감소가 일어난다고 추정하고

있으며, 그 이후로는 더욱 급격한 감소가 발생하여 10년마다 15%까지 발생할

수 있다고 알려져 있다(6). 많은 추적 연구를 통해서 노인에서 발생하는

근육감소에 의한 생리적 변화는 다양하다는 것이 밝혀졌다. 하지만 연령 증가에

따른 골다공증에 대한 연구와 비교하여 근육량 감소로 인한 근감소증

(sarcopenia)에 대한 인용이 50년 전 골다공증의 인용 정도와 비슷한 정도로

매우 적다(7).

매년 sarcopenia가 증가함에 따라 골다공증, 당뇨병 및 일부 암과 같은

다른 질병의 발생 위험이 증가하고 있다(8). 또한 근감소증은 다른 노인성

질환처럼 완치되지 않는 만성 질환이기 때문에 고령화 사회에서의 경제적 손실

또한 큰 문제가 되고 있다. 현재 우리나라뿐만 아니라 세계적으로 고령화가

중요한 문제로 대두되고 있기 때문에 근감소증에 대한 사회적 관심은 더욱

커져가고 있으며, 이를 반영하듯 2016년 10월 미국은 세계보건기구 (WHO)의

질병분류체계 (ICD-10-CM)에서 노인성 근감소증에 질병코드 (M62.84)를

부여하였다. 하지만 현재까지 승인된 치료제는 전무하고, 개발 과정 중에 있는

약물도 비교적 적은 실정이다. 더구나 myostatin-activin-follistatin system과

androgen receptor를 표적으로 개발 중인 대부분의 약물들은 치료 효과가 크지

않거나 부작용의 한계를 나타내고 있기 때문에, 근감소증에 대한 치료 표적
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발굴이 매우 중요하다. 근육의 양을 증가시키는 방법으로는 현재까지 운동이

가장 효과적이다. 근육은 secretory organ으로서 다양한 근육유래 분비인자

(myokine)들을 분비하는데, 최근 RNA sequencing을 통해 사람의 근육에서

운동에 의해 조절되는 100여종의 myokines이 보고되었다(9). 또한 운동에 의해

유도되는 myokine인 apelin의 투여가 age-associated sarcopenia를 개선함이

보고되었다(10). 이를 바탕으로 근육에서 분비되는 물질 (myokine)이 근육량

증진 효과를 가져올 수 있다는 가설을 세울 수 있다.

Lumican은 피부, 근육, 연골, 및 각막기질 등 여러 세포의 세포 외 기질

(extracellular matrix, ECM)의 주요 구성성분 중 하나인 leucine-rich keratan 

sulfate proteoglycan이다(11, 12). Lumican은 닭 각막에서 중요한 각질 황산

(keratan sulfate) 함유 proteoglycans 중 하나로써 처음 보고되었다. Lumican

결핍 마우스는 조직이 얇고 콜라겐 섬유로 가득 차 있기 때문에 각막 혼탁과

피부가 부서지기 쉽다고 보고되어 있다(13-18). 각막 이외에도 Lumican은 피부, 

동맥, 폐, 추간판, 신장, 뼈, 대동맥, 관절 연골, 직장, 췌장 등 다양한 인간의

조직이나 기관에서 발현된다고 보고된 바 있다(19-30). 사람 Lumican 유전자는

338 개의 아미노산으로 이루어진 단백질을 코딩한다(12).

Lumican은 여러 matricellular 기능을 가지고 있다. Lumican은 각막

염증 시 CXCL1을 격리함으로써 투명 각막의 형성과 유지에 관여하고, 또한

다른 많은 결합 조직, 예를 들어 공막, 피부(31-34) 및 chemokine gradient 

maker의 완전성을 위한 콜라겐 섬유 형성의 조절자 역할을 한다(35-38). 

Lumican은 각막 상피의 상처 치유를 촉진(39)하고 손상된 렌즈의 치유 과정에서

상피 간엽의 전이를 조절하며, 각막 간질 세포의 유전자 발현 프로파일을

조절한다고 보고되었다(40-42). Lumican은 상처 치유의 두 가지 실질적인 측면인

염증 세포 침투(43)와 혈관 신생(44)에 관여한다는 것이 입증되었고, 각막 상처

모델의 상피화에 관여하는 것으로 제안되었다. 뿐만 아니라 Lumican은 종양

기질 조직 및 암 세포-기질 상호 작용의 주요 조절자로도 보고되었다(45).
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본 연구에서는 운동에 의해 조절되는 myokines으로 보고된

Lumican(49)이 근육에 미치는 영향과 작용 기전을 규명하고, 이를 통해

근감소증의 새로운 치료 표적으로서 Lumican의 가능성을 확인하고자 하였다.
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연구재료 및 방법

연구재료

세포배양에 사용한 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. Anti-

Lumican antibody는 Abcam (Cambridge, UK)에서 구입하였다. 그리고 β-

actin과 �-tubulin, myosin heavy chain (MyHC)에 대한 antibody와 bovine 

serum albumin (BSA)는 Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, USA)에서, p62, 

LC3B, phosphor(p)-Akt, Akt, p-mTOR, mTOR, p-Smad 1/5/9, Smad 1, p-

Smad 2/3, Smad 2/3, Smad 4에 대한 antibody와 horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated anti-mouse 혹은 anti-rabbit IgG antibody는 Cell 

signaling (Beverly, MA, USA)에서 구입하였다. Alexa Fluor 488 혹은 Alexa 

Fluor 555 goat anti-mouse-IgG antibody는 Invitrogen (Carlsbad, CA, 

USA)에서 구입하였다. Westernblot analysis에 사용한 nitrocellular 

membrane은 GE Healthcare (Piscataway, NJ, USA)에서, X-Omat X-ray 

film은 Kodak (Rochester, NY, U.S.A)에서 구입하였으며, Western Lightning 

Plus-ECL (Enhanced Chemiluminescence Substrate)는 PerkinElmer 

(Waltham, MA, USA)에서 구입하였다.

C2C12 세포 배양 및 myotube로의 분화

본 연구에 사용한 C2C12 세포는 American Type Culture Collection 

(ATCC, Rockville, MD, USA, Catalog No: CRL-1772)로부터 구입하였고, 10% 

FBS와 1%의 P/S을 포함하는 DMEM 배지로 37°C 습윤한 CO2 incubator (5% 

CO2/p5% air)에서 배양하였다. 세포가 60% confluent해지면, phosphate-

buffered saline (PBS, pH 7.4)으로 세포의 단층을 씻어낸 후, 0.25% trypsin-

2.65 mM EDTA로 처리하여 계대 배양하였다. Myotubes로 분화시키기 위하여
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C2C12 myoblasts가 90% confluent 해지면 2% HS이 포함된 DMEM 배지

(분화배지)로 4~5일동안 배양하였으며, 배지는 1일마다 교환하였다.

Integrin complex 및 Akt-mTOR pathway를 inhibition하기 위하여

다양한 inhibitor [Echistatin (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), TC-I15 

(R&D Systems), LY294002 (Sigma), Rapamycin (Sigma), 혹은 Integrin a7 

blocking antibody (MBL, Nagoya, Japan)]가 포함된 분화배지로 C2C12 

myoblast를 1시간동안 전처리하였다. 이후 이들 inhibitor와 Lumican이 포함된

분화배지로 교체하여 2~3일동안 배양하였다.

siRNA transfection

C2C12 세포를 Lipofectamin 2000(Invitrogen)을 이용하여 Integrin a7 

siRNA를 transfection하였다. C2C12 myoblasts가 90% confluent 해지면

Lumican이 포함된 분화배지로 2일동안 배양하였다. 실험에 사용한 Integrin a7 

siRNA의 sequence는 다음과 같고, 대조군에는 Qiagen (Valencia, CA, 

USA)에서 commercial하게 판매하는 Negative Control siRNA를 구입하여

transfection하였다.

Integrin a7 siRNA: 5’-CTGGAGGTCAATGAACTTGAA-3’

면역형광염색법 (Immunofluorescence staining)

Lumican의 근분화 촉진효과를 관찰하기 위하여 C2C12 근육세포를

5×104 cells/well의 density로 60 μ-Dish (Ibidi, Martinsried, Germany)에

부착시켰다. 세포가 90% confluent해지면, 다양한 농도의 Lumican이 포함된

분화배지로 3일 동안 배양하였다. 형성된 myotubes는 MyHC antibody로

다음의 방법을 통해 염색하여 가시화하였다. 세포를 4% paraformaldehyde로

15분 동안 고정시킨 후, 0.1% Triton X-100 (Sigma) 용액으로 10분간

처리하였다. PBS로 세척한 후, 2% BSA/PBS으로 1시간 동안 blocking하였다. 

이 후 MyHC antibody (1:500)가 첨가된 1% BSA/PBS로 4°C에서 12시간

동안 반응시켰다. PBS로 세척한 후, Alexa Flour 488 또는 Alexa Flour 555가
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결합된 secondary antibody로 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. DAPI (4′,6-

diamidino-2-phenylindole) 시약이 들어있는 Vectashied mounting (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA) 시약으로 mounting한 후, 형광현미경

(Carl Zeiss Axio Imager microscdope, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)을

이용하여 형광 이미지를 얻었다. 형성된 myotube의 면적은 ZEN 2 (blue 

edition) software (Carl Zeiss)를 이용하여 측정하였다.

살아있는 세포의 수 및 세포증식의 측정

C2C12 세포에 대한 Lumican의 영향을 조사하기 위하여, C2C12 세포를

500 cells/well의 density로 96-well plate에 분주하였다. 다음날 다양한 농도

(0, 1, 10 및 100 nM)의 Lumican이 첨가된 배양액으로 배지를 교환하여 세포를

24시간 혹은 48시간 동안 배양하였다 살아있는 세포의 수는 Cell Counting 

Kit-8 (CCK-8, Kumamoto, Japan)을 이용하여 측정하였다. 이를 간략히

기술하면 10 μL의 CCK-8 시약을 각 well에 첨가하여 37℃에서 1시간

incubation한 후, Infinite M200 Pro (Tecan, San Jose, CA, USA)를 이용하여

450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

세포증식에 대한 Lumica의 영향은 Cell Proliferation ELISA (Roche, 

Mannheim, Germany)를 이용하여 측정하였다. 이를 기술하면, C2C12 세포

2×103를 96 well plate에 분주하여 하루 동안 부착시킨 후, 5% FSB가 포함된

DMEM에 다양한 농도 (0, 1, 10 및 100 nM)의 Lumican을 첨가하여 세포를

24시간 동안 배양하였다. 이 후 배양액을 제거하고 1× BrdU labeling reagent를

100 μL씩 첨가하여 37°C에서 3시간 반응시켰다. 그리고 용액을 제거하여

FixDent를 200 μL씩 첨가하고 상온에서 30분 방치하였다. 이후 용액을

제거하고 Anti-BrdU-POD를 100 μL씩 첨가하여 상온에서 90분 동안

반응시켰다. Washing solution으로 3회 세척 후, 100 μL의 substrate 

solution을 첨가하여 발색시키고, 25 μL의 stop solution (1 M H2SO4)을

첨가하여 반응을 멈춘 후, 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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Total RNA 추출과 실시간 중합효소 연쇄 반응 (real-time reverse 

transcriptase-polymerase chain reaction, real-time RT-PCR)

각각의 시료 (세포 및 동물조직)에서 TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, 

CA)을 이용하여 제조사에서의 매뉴얼에 따라 total RNA를 추출하였다. 

SuperScript Ⅲ First-Strand synthesis system (Invitrogen)을 이용하여 4 

μg total RNA로부터 cDNA를 합성하였고, 이후 cDNA는 SYBR Green (Roche, 

Mannheim, Germany) 혹은 Taqman probes (Invitrogen)을 이용하여 근분화

관련 단백질들의 mRNA 발현을 조사하였다. Taqman probes (18S, 

Hs03928990_m1; Integrin a5, Mm00434486_m1; Integrin b3, 

Mm00443980_m1)는 Invitrogen에서 구입하였고, SYBR Green을 이용한

Real-time RT-PCR시 사용한 primer의 염기서열 정보는 Table 1에

나타내었다.

Western blot analysis

C2C12 세포는 proteinase inhibitor 및 phosphatase inhibitor가 포함된

RIPA buffer (Enzo Life Sciences Farmingdale, NY)를 이용하여 용해시킨 후, 

원심분리 (13,000 rpm, 10 min, 4℃)를 통해 상층액 (total cell lysates)를

수집하였다. Protein 양은 BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA)를

사용하여 정량하였다 수집한 total cell lysates 및 conditioned media (CM)은

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

통해 단백질의 크기에 따라 분리한 후, nitrocellular membrane에

transfer하였다. Membrane은 5% milk-TBST (20 mM Tris-HCl, 150 mM 

NaCl, 0.1% Tween-20, pH 7.5)로 1시간동안 blocking한 다음, 상온에서

TBST로 10분간 3회 씻어내었다. 각각의 antibody를 5% BSA/TBST로 희석한

후, membrane를 overnight incubation (4℃)하였다. Antibody의 host에 따라

anti-rabbit 또는 anti-mouse HRP-conjugated antibody로 membrane를

1시간동안 incubation하고, TBST로 10분간 3회 씻어내었다. Antibody에

결합된 단백질들의 signal은 Western Lightning Plus-ECL (Enhanced 
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Chemiluminescence Substrate)를 사용한 chemiluminescence 방법을 통하여

가시화하였다.

Transwell migration assay

세포의 이동능은 Transwell (Corning Costar, Cambridge, MA, USA)을

이용하여 조사하였다. C2C12 세포 (5×104 cells/100 μL)를 Transwell에

분주한 후, 세포가 이동 할 수 있도록 4시간 동안 incubation하였다. 

Transwell의 filter로 이동하지 않은 세포들은 면봉을 이용하여 제거한 후, 

Crystal Violet Fixing solution을 이용하여 filter에 이동한 세포들을 염색하였다. 

증류수를 이용한 세척 후, 현미경 (Olympus)을 이용하여 이동된 세포의

이미지를 얻었으며, 또한 Crystal Violet에 염색된 세포는 0.1% SDS 

solution으로 용해하여 정량화하였다.

Lumican의 생체 치료 효능 검증

(1) 동물 사육

연구에 사용된 C57BL/6 (male, female) 마우스는 오리엔트바이오 (성남, 

대한민국)을 통해 구입하여 아산생명과학연구원 실험동물연구실의 specific 

pathogen-free 조건에서 사육하였다. 사용된 마우스의 사육 및 실험방법에

관련된 사항들은 아산생명과학연구원의 동물실험윤리위원회의 승인하에

진행하였다.

(2) 동물 모델

본 연구에서는 다음과 같은 다양한 동물 모델을 사용하였다.

Young mouse vs Old mouse

3개월령의 젊은 마우스와 20개월령의 노화 마우스는

한국생명공학연구원 (오창, 대한민국)에서 구입하였다.
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Unloading vs Exercise

9주령의 male C57BL/6 마우스는 체중에 따라 2군 (Unloading group, 

Exercise group)으로 분류하였다. Unloading group (무부하 운동군)의 마우스는

테이프를 이용하여 사육케이지에 마우스의 꼬리를 매달았다. 앞다리는 깔집

(사육케이지의 바닥)에 닿을 수 있지만 뒷다리는 공중에 띄워진 상태로, 사료와

음수 섭취에는 문제가 없는 높이로 꼬리를 매달았다. Exercise group (운동군)은

하루 30분씩, 주 5회로 Treadmill (기울기: 5°, 12 m/min)을 이용하여

운동시켰다. Unloading과 Exercise는 3주동안 진행하였다.

난소절제 유도 근감소증 모델

8주령의 female C57BL/6 마우스는 가짜수술 (Sham surgery, Sham) 

혹은 난소절제 (Ovariectomy, OVX)를 시행한 후, 4주 동안 사육함으로써

호르몬 결핍성 근감소증을 유도하였다. 이 후 다양한 용량 (0, 0.4, 2 μg)의

Lumican 혹은 세포로부터 수집한 conditioned media (CM)을 마우스의

꼬리정맥으로 주 5회, 4주간 처치하였다.

(3) Kondziella’s inverted screen test

마우스의 근력 측정은 Kondziella's inverted screen test(46)를 이용하여

측정하였다. 각각의 마우스를 wire mesh screen (1 mm 직경의 wire를

이용하여 제작하였으며, 12 mm2 면적의 정사각형 48개가 이어진 형태)의

가운데에 위치하게 한 후, screen을 서서히 뒤집었다. 이 시점부터 마우스가

screen에서 떨어지는 시간을 타이머 (stopwatch)를 이용하여 측정하고, 이를

마우스 근력의 지표로 활용하였다. 

(4) 마우스의 희생 및 sarcopenic index의 측정

각 동물모델의 마우스들은 해부 시, 체중을 측정한 후 CO2를 이용하여

안락사하였다. 이 후, 마우스의 상지와 하지근육을 채취하여 무게를 측정하였다. 
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Sarcopenic index는 체중에 대한 근육의 비율로 다음의 식을 이용하여

계산하였다. 

Sarcopenic index (%) = muscle weight / body weight × 100

통계분석

본 연구의 모든 실험 분석 결과는 각 실험군의 평균과 표준오차로

계산하였다. 두 군의 차이 비교 분석에는 Student’s t-test를, 각 실험 군들의

평균치간의 유의성은 analysis of variance 분석 후 Duncan's multiple range 

test로 p < 0.05 수준에서 검증하였다. 통계분석에는 SAS statistical software 

(SAS Institute, Cary, NC, USA)를 이용하였다.
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연구 결과

근육유래인자의 근육량 증가 효과

비분화 근모세포 (myoblast, MB)와 근육세포 (myotube, MT)의

conditioned media (CM)를 수집하여, 난소절제로 유도한 근감소증 마우스의

꼬리정맥으로 주 5회, 4주간 처치하였다. 이 후 마우스를 희생하여 하지근육의

무게를 측정하고, 이는 체중에 대한 근육의 비율, 즉 sarcopenic index (muscle 

weight / body weight × 100%)로 나타내었다. Figure 1에서 보는 바와 같이, 

가짜 수술 (sham surgery, Sham)를 시행한 마우스와 비교하여 난소절제

(ovariectomy, OVX)를 시행한 마우스에서 하지 근육인 extensor digitorum 

longus (EDL) muscle에서의 sarcopenic index가 감소하는 것을 관찰하였다. 

이는 난소절제 동물모델이 근감소증 모델로 이용될 수 있음을 의미한다. 특히

비분화 근모세포의 배양액 (MB-CM)과 비교하여 근육세포의 배양액 (MT-

CM)을 마우스에 주사하였을 때에 OVX에 의해 감소된 EDL muscle에서의

근육량이 유의적으로 증가되는 것을 관찰하였다. 이 결과는 비분화 근모세포가

근육세포로 분화되면, 근육량 증가 효과를 가지는 물질을 분비함을 제시한다.

다양한 생리활성이 보고된 Lumican은 근육을 포함한 체내 다양한

조직에서 발현함이 보고된 바 있다(11-12, 19-30). 본 연구에서는 비분화

근모세포에서 Lumican의 mRNA 발현을 확인하였으며, 특히 근육세포로

분화되었을 때에 Lumican의 mRNA 발현이 크게 증가하는 것을 관찰하였다

(Figure 2A). 또한 비분화 근모세포가 근육세포로 분화됨에 따라 Lumican의

단백질 발현이 증가 (Figure 2B)할 뿐만 아니라 세포배양액으로 분비되는

Lumican의 양 (Figure 2C) 또한 크게 증가함을 확인하였다. 이 실험 결과를

통해 근육에서 분비되는 물질 (근육유래인자)은 근육량 증가 효과를 나타내며, 

근육유래인자로서 Lumican이 근육량과 상관관계가 있는 것으로 사료된다.

Lumican과 근감소증의 관련성을 조사하기 위하여, 먼저 대표적인

근감소증 모델인 노화마우스의 근육에서 Lumican의 mRNA 발현을 측정하였다.

Figure 3A에서 보는 바와 같이 젊은 마우스 (young mouse)와 비교하여 노화
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마우스 (old mouse)의 EDL muscle에서 sarcopenic index가 감소함으로서

muscle mass가 감소함을 알 수 있으나, EDL muscle에서의 Lumican mRNA 

발현에는 변화가 없었다 (Figure 3B). 또한 난소 절제로 인한 성호르몬 결핍성

근감소증 모델에서도 Lumican mRNA 발현은 가짜 수술 (Sham)군과 난소절제

(OVX)군 사이에서의 변화를 관찰하지 못하였다 (Figure 3D). 반면 무부하

마우스 (unloading), 다시 말해 운동을 제한한 마우스와 비교하여 운동시킨

마우스 (exercise)의 EDL muscle에서는 sarcopenic index가 증가 (Figure 

3E)함과 동시에 Lumican mRNA 발현이 증가 (Figure 3F)함을 관찰하였다. 이

결과는 Lumican의 발현이 노화와 성호르몬 결핍이 아닌 운동 (muscle 

contraction)에 의해 영향을 받는 것을 의미한다.

Lumican의 근분화 (myogenesis) 촉진 효과

근육유래인자인 Lumican이 근육세포 분화에 미치는 영향을 조사하기

위하여 murine myoblast cell line인 C2C12 세포를 이용하였다. 2% Horse 

serum을 포함하는 분화배지로 C2C12 세포의 근분화를 유도함과 동시에 다양한

농도 (1, 10, 혹은 100 nM)의 Lumican을 처치하였다. 분화를 유도한지 2일 후, 

형성된 myotube를 myosin heavy chain (MyHC) antibody를 이용한

immunocytochemical staining (ICC)을 통해 염색하였다. Figure 4에서 보는

바와 같이 Lumican은 10 nM 이상의 농도에서 myotube 형성을 증가시킴을 알

수 있다. MyHC+ myotubes의 분석 결과, 10 nM 이상의 Lumican의 처치는

myotube area (Figure 4C)와 fusion index (Figure 4D)를 증가시켰다. 특히

도수분포를 확인한 결과, 10 nM Lumican의 처치는 작은 면적의 myotube의

비율은 감소시키고 큰 면적의 myotube의 비율을 증가시켰으며, 이는 100 nM 

Lumican의 처치시에 더욱 두드러졌다 (Figure 4E). 즉 Lumican의 처리는

myoblasts의 fusion을 증가시키고 muscle hypertrophy를 유도함을 알 수 있다.
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Lumican이 세포의 증식과 이동에 미치는 영향

Cell viability assay를 수행한 결과, 분화 유도 2일에 100 nM 

Lumican을 처리하였을 때에 살아있는 세포의 수가 감소하였다 (Figure 5A). 

하지만 분화 유도 1일에는 Lumican 처리에 의해 살아있는 세포 수에 큰 변화가

없었으며, BrdU assay를 통한 세포 증식도 1일 동안의 Lumican 처리에 의해

유의적으로 변화하지 않았다 (Figure 5B). 근분화 시에 세포의 증식이 제한되기

때문에 분화 유도 2일에서 100 nM Lumican에 의한 살아있는 세포 수 감소는

Lumican에 의한 근분화 촉진의 영향으로 판단된다. 

근분화 단계에서는 근세포의 융합을 위해 세포의 이동이 필요하기

때문에, Lumican이 세포의 이동에 관여하는지를 조사하였다. Transwell 

migration assay를 수행한 결과, Lumican은 근모세포의 이동에는 영향을 미치지

않았다 (Figure 6).

Lumican이 근분화 관련 전사인자들의 발현에 미치는 영향

Lumican이 근분화를 매개하는 전사인자들의 발현에 미치는 영향을

조사하기 위하여 Lumican이 포함된 분화 배지로 24시간 동안 C2C12 세포의

분화를 유도하였다. Total RNA를 수집하여 real-time RT-PCR을 통해 다양한

전사인자들의 발현을 조사하였다 (Figure 7). MyHC mRNA 발현을 통해

myotube로의 분화가 Lumican에 의해 촉진됨을 확인하였다. 근분화 초기에

관여하는 MyoG, MyoD, Myf5의 mRNA 발현이 Lumican 처리하였을 때

증가하였다. 또한 근분화 중기에서 후기에 관여하는 Myocyte Enhancer Factor 

(Mef) 중, Mef2A와 Mef2C의 mRNA 발현 뿐만 아니라 근분화 후기에

관여하는 Mrf4도 Lumican 처리에 의해 증가하였다. 이렇게 Lumican 처치에

의해 모든 근분화 관련 전사인자들의 mRNA 발현이 증가함은 Lumican에 의한

작용이 이들 전사인자들의 발현 조절을 통해 나타나기 보다는 Lumican에 의해

촉진된 근분화의 영향인 것으로 판단된다.



14

Lumican이 미토콘드리아와 autophagy에 미치는 영향

에너지 대사에 중요한 세포소기관인 미토콘드리아 함유량은 운동시에

골격근에서 증가함이 잘 알려져 있다. 하지만 Lumican 의 처리는 mitochondrial 

DNA (mtDNA)의 발현에는 영향을 미치지 않음을 real-time RT-PCR 을 통해

관찰하였다 (Figure 8).

세포 내 분해 과정인 자가 포식(autophagy)은 세포의 발달과 분화에서

중요한 역할(47)을 하며, 최근 muscle differentiation 시에 유도되는 autophagy

가 myotube fusion에 필요함이 제시되었다(48). Autophagy의 대표적인

indicator인 p62와 autophagy marker Light Chain 3 (LC3)의 단백질 수준은

Lumican 처치에 의해 변화하지 않았다 (Figure 9).

Integrin을 통한 Lumican의 작용 기전 (Lumican 수용체로서의 Integrin)

많은 연구를 통해 Lumican의 수용체로 Integrin이 대두되고 있으나, 아

직까지 Lumican의 수용체로서 Integrin의 isotype이 명확하게 알려지고 있지

않다. 본 연구에서는 우선 근육세포에서 Integrin isotype의 mRNA 발현 조사를

통해 Lumican에 의해 촉진되는 근분화와 관련된 Integrin을 찾고자 하였다

(Figure 10A). 분석 결과, Integrin a2와 a5의 발현은 근분화시에 감소하고

Integrin a7은 증가하였다. 하지만 Lumican 처리에 의한 유의적인 차이를 관찰

하지 못하였다. Integrin b1은 근분화시에 감소하고 Integrin b3는 변화가 없었으

며, 분화 유도 2일에 Lumican 처리에 의해 Integrin b1의 발현만이 증가하였다.

Real-time RT-PCR 결과에서 각 isotpye의 delta CT value는 a2가 23.2, a5

가 6.5, a7이 8.2, b1이 7.2, 그리고 b3이 10.2였다. 즉 근육세포에서 Integrin 

a5, a7, b1, b3 에 비해 a2의 발현양이 적음을 의미한다.

다음으로 각각의 Integrin isotype의 inhibition을 통해 Lumican의 작용

을 매개하는 Integrin의 isotype을 특정하고자 하였다. Integrin a2/b1 inhibitor

인 TC-I15와 Integrin a5/b3 inhibitor인 echistatin의 처리는 Lumican에 의해

촉진된 근분화를 감소시켰다 (Figure 10B, 10C). 반면 Integrin a7 blocking Ab

의 처리는 Lumican에 의해 촉진된 근분화를 오히려 증가시켰으며, Integrin a7 

blocking Ab의 단독처리 또한 근분화를 증가하였다 (Figure 10D, 10E). siRNA 
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기법으로 Integrin a7의 발현을 억제하였을 때에도 이와 유사한 결과를 관찰할

수 있었다 (Figure 10F, 10G). 이 결과들을 종합하면, Lumican의 수용체는

Integrin a2/b1과 Integrin a5/b3로 예상된다.

Lumican의 signaling pathway

Lumican에 의한 근분화 촉진 효과의 기전을 조사하고자 하였다. 다양한

시간 (5, 10, 30분) 동안 Lumican을 처리하여 수집한 total cell lysates를 이용

하여 Western blot analysis를 통해 근분화와 관련된 signaling pathway의 활성

화를 조사하였다. 근분화 및 muscle hypertrophy의 대표적인 signaling 

pathway인 Akt-mTOR (mammalian target of rapamycin) pathway를 조사한

결과, Lumican의 처리는 10분에서 Akt와 downstream target인 mTOR의 인산

화를 증가시켰다 (Figure 11). 다른 주요 signaling pathway인 Smad signaling

을 조사한 결과, Lumican의 처리는 Smad 1/5/9와 Smad2/3, 그리고 partner인

Smad4의 인산화 혹은 단백질 발현에는 영향을 미치지 않았다. 즉 Lumican의

작용은 Smad signaling이 아닌 Akt-mTOR signaling의 활성화를 통해 나타남

을 알 수 있다. 특히 Akt의 upstream인 PI3K의 inhibitor (LY294002)와

mTOR inhibitor (Rapamycin)의 처리는 Lumican에 의해 촉진된 근분화를 억제

(Figure 11B-11E)함은 Akt-mTOR signaling pathway가 Lumican의 근분화

촉진 작용의 주요 기전임을 뒷받침해 준다.

Lumican의 생체 치료 효능

이상의 세포실험을 통하여 Lumican 의 근분화 촉진 효과와 그 작용

기전을 규명하였다. 그렇다면 실제로 Lumican 이 생체에서도 근분화 촉진

효과를 나타내어 근감소증 치료 효과를 나타낼 수 있는지를 시험하고자,

근감소증 동물 모델인 난소절제 마우스에 Lumican 을 처치하였다. 8 주령의 암컷

C57BL/6 마우스는 가짜수술 (Sham) 혹은 난소절제 (OVX)를 시행한 후, 

4 주동안 사육함으로써 성호르몬 결핍성 근감소증을 유도하였다. 이 후 다양한

용량 (0, 0.4, 2 μg)의 Lumican 을 마우스의 꼬리정맥으로 주 5 회, 4 주간

처치하였다. 이 후 마우스를 희생하고 상지와 하지 근육의 무게를 측정하여
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sarcopenic index 를 측정한 결과, OVX 에 의해 모든 근육에서 sarcopenic 

index 가 감소하였으며, 2 μg 의 Lumican 처치는 상지 근육인 triceps 와 하지

근육인 quadriceps, soleus 에서 sarcopenic index 를 유의적으로 증가시켰다

(Figure 12A). 뿐만 아니라 Kondziella’s inverted screen test 를 통해

마우스의 근력을 조사한 결과, 가짜 수술군과 비교하여 난소절제 마우스에서

inverted screen 에 매달리는 시간이 감소, 즉 근력이 감소하였으며, 2 μg 의

Lumican 의 처치는 마우스의 근력을 유의적으로 향상시킴을 관찰하였다

(Figure 12B). 이 결과를 통하여 Lumican 이 근육의 양을 증가시키고 근력을

향상시킴을 생체 수준에서 확인하였다.
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고찰

Sarcopenia의 근본적인 치료법은 아직 없지만 일반적으로 식이조절과

운동을 들 수 있다. 여러 연구에 의하면 단백질 섭취와 근육량이 관계 있는

것으로 알려져 있다(49-52). 단백질 섭취량이 권장량 미만인 노인에서 근육량과

근력의 유의한 감소가 있었고, 노인에서는 근육량 감소를 막기 위해서 권장량

이상의 단백질을 섭취해야 한다는 보고가 있었다(53). 골격근 질량은 단백질

합성과 분해 사이의 동적 균형에 의해 결정(54, 55)되는데, 골격근의 단백질 합성은

아미노산(56, 57), 글루코스(58), 운동(59), 인슐린 유사 성장 인자-1 (IGF-I)과

인슐린(60) 등과 같은 다양한 영양 및 생리학적 요인에 의해 영향을 받는 것으로

알려져 있다. 영약학적 접근 외에 약리학적 치료도 시도되고 있지만, 아직까지

근감소증을 완화시키는 효과적인 중재전략이 신체 활동과 운동임에는 이견이

없다(61).

근육은 체중의 약 40%를 구성하는 큰 조직으로 체온과 자세의 유지 및

운동에 중요한 역할을 한다. 이외에도 근육은 secretory organ으로서 다양한

cytokines, peptides 등을 분비하여 간, 지방, 췌장 등 다양한 다른 장기에

영향을 준다(62). 근육에서 분비되는 근육유래인자들은 이후 myokine이라

명명되었으며, 본 연구는 myokines이 paracrine mechanism을 통해 근육에

이로운 영향을 준다는 가설에서 출발하였다. 본 연구에서도 관찰하였듯이 운동은

근육의 양을 증가시킴 (Figure 3E)은 널리 알려져 있는 사실이기 때문에, 

운동에 의해 증가된 myokines이 근육양 증가에 기여할 수 있음을 예상할 수

있다. 특히 운동에 의해 유도되는 myokine을 exerkine이라고도 불리는데, 최근

외국의 한 연구팀에서는 exerkine인 apelin의 투여가 age-associated 

sarcopenia를 개선시킴을 보고(10)하였다. 본 연구에서 근감소증 동물 모델인

노화마우스와 OVX 마우스는 각각의 대조군인 Young 마우스와 Sham-

operated 마우스와 비교하였을 때에, 근육량의 감소를 보였으나 Lumican의

발현에는 차이를 나타내지 않았다. 반면 운동을 시킨 마우스는 무부하 마우스와
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비교하여 근육량뿐만 아니라 Lumican의 발현이 증가하였다. 이는 Lumican의

발현이 노화와 성호르몬에 의해서 조절되지 않으며, muscle contraction의

영향을 받는 exerkine임을 보여준다. 추가 연구를 통해 운동이 노화마우스와

성호르몬 결핍 마우스에서 sarcopenic index 뿐만 아니라 Lumican의 발현을

증가시키는지에 대한 연구가 필요하다. 뿐만 아니라 생체 수준에서 근육에 대한

Lumican의 역할 규명을 확고히 하기 위해서는 Lumican KO 혹은 muscle-

specific Lumican KO 마우스를 이용한 추가 검증이 필요하다고 판단된다.

Lumican은 세포실험을 통해 근분화 (myogenesis)를 촉진함을

관찰하였다. 근분화는 세포의 이동, 융합 (fusion), maturation 등의 단계를

거치며 myotube로 분화되는데, 여기에는 다양한 전사인자들과 신호전달체계가

관여하고, 또한 mitochondria biogenesis, protein synthesis, autophagy 등의

영향을 받음이 알려져 있다. 본 연구에서 Lumican은 세포의 증식과 이동,

mtDNA contents, autophagy에는 영향을 미치지 않았다. Lumican은 근분화

관련 전사인자들의 mRNA 발현을 증가시켰지만, 이는 Lumian에 의해 촉진된

근분화의 영향인 것으로 사료된다. 그리고 Lumican은 근육세포에서 단백질

합성을 촉진한다고 알려진 대표적인 신호전달체계인 Akt-mTOR pathway를

활성화시켰으나, 또다른 주요 신호전달체계인 Smad signaling에는 영향을

미치지 않았다 (Figure 11A). 이는 아마도 Lumican 수용체에 의한 특이적

신호전달경로에 의한 것으로 판단된다. Lumican이 각막 상피세포에서 ALK5 

[transforming growth factor (TGF)-b receptor 1]에 결합하여 wound 

healing을 촉진함이 보고(63)되었으나, Lumican이 Smad pathway에 영향을

미치지 않음은 근육세포에서의 Lumican 수용체는 ALK5가 아님을 보여준다.

많은 연구를 통해 Lumican의 수용체로서 Integrin이 대두되고 있는데, Integrin 

signaling의 downstream으로 Akt, RAS, MAPKs 등이 잘 알려져 있다.

Integrin은 세포 외 기질 및 또는 다른 세포와의 세포 상호 작용을 유지

하는 데 관여하는 막 관련 단백질이다. Integrin의 세포 기능은 광범위하게 연구

되어 왔으며, 유전자 발현, 세포 성장, 증식, 분화 및 세포 사멸을 포함한 수많은

세포 과정에서 중요하다고 보고되어 왔다(64, 65). 특히 Integrin은 주위 환경으로
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부터 세포 내부로의 물리적 또는 기계적 신호를 중계하는 주요 센서로 생각되며

적절한 세포 반응을 가능하게 한다(66). 따라서 Integrin은 세포 외 기질과 세포

와 세포 골격 사이의 연결 고리 역할을 하며 세포가 주위 환경으로부터의 기계

적 신호를 통합하는 신호 과정의 중요한 구성 요소로서의 역할을 담당한다. 특히

골격근에서 세포 외 기질과 세포 골격과의 연관성은 근육 세포의 완전성을 유지

하고 적절한 근섬유 구조의 유지 및 근육 수축에 의해 생성된 힘의 전달에 필수

적(67, 68)이기 때문에, 골격근의 유지 및 기능에 Integrin이 중요한 역할을 할 것

이라 예상된다.

본 연구에서는 근육세포에서의 Integrin mRNA 발현량 비교와 Integrin 

inhibitor 실험을 통해 Lumican의 수용체로서 Integrin a2/b1과 Integrin 

a5/b3를 제시하였다. 하지만 Lumican의 수용체 규명을 위한 Ligand binding 

assay가 반드시 필요하고, Integrin a5, b1, b3의 각각의 inhibitor 실험을 통한

추가 검증 역시 필요하다고 판단된다. 또한 Integrin a7의 발현 억제는 근분화를

촉진함을 관찰 (Figure 10F)하였는데, 이는 Integrin a7의 발현 억제에 의한

compensation effect로서 예상되며, 이로 인한 다른 Integrin들의 발현 조사도

이루어져야 할 것으로 판단된다. 추후에 Integrin KO mouse를 통한 검증 실험

역시 필요하다고 판단된다.

Lumican의 수용체 규명은 Lumican과 수용체의 결합부위의

modification을 통한 효과적인 근감소증 치료 약제의 개발 가능성으로 이어질

수 있다고 판단된다. 예로 338개의 아미노산으로 이루어진 Lumican 외에 16개

아미노산으로 이루어진 Lumican-derived peptide가 collagen-stimulating 

activity를 향상(69)시킨다는 연구결과가 보고되었다. 본 연구에서 성호르몬

결핍성 근감소증 마우스 (난소절제 마우스)에 Lumican의 혈관주사

(intravenous injection)가 마우스의 근육량을 증가시키고 근력을 향상시킴

(Figure 12)을 통해 근감소증 치료제로서 Lumican의 가능성을 확인하였다. 

하지만 Lumican의 약제화에는 338개 아미노산이라는 제약이 있다. 때문에 추후

연구를 통한 근육세포에서의 Lumican 수용체 규명과 수용체 결합부위의

modification은 Lumican의 효과적인 약제 개발로 이어질 것으로 판단된다.
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결론

근육유래인자인 Lumican은 Akt-mTOR pathway를 통해 근분화

(myogenesis)를 촉진하고, 동물 모델에서 근감소증 치료 효과를 관찰하여

Lumican이 근감소증 치료에 대한 신규 표적이 될 수 있을 것으로 판단된다.
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Table 1. Primer sequences

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’)

MyHC II a AGGCGGCTGAGGAGCACGTA GCGGCACAAGCAGCGTTGG

MRF4 GACTGCCCAAGGTGGAGATT AAATCCGCACCCTCAAGAAT

Myf5 ACCAGAGACTCCCCAAGGTG CAAAGCTGCTGTTCTTTCGG

Mef2A CCCAGCCACGCTACATAGAA TTGGAGAGGCCCTTGAGTTT

Mef2C GCAGGCAAAGATTGTGTGCT CGCCTGTGTTACCTGCACTT

MyoG GCCATCCAGTACATTGAGCG GCTGTGGGAGTTGCATTCAC

MyoD TCCGCTACATCGAAGGTCTG ATGCCATCAGAGCAGTTGGA

Lumican CTTTGAGAACGTCACAGACC GGACTTTGGAAGTGGACCGA

mtDNA TCCCCTACCAATACCACACC GGCTCGTAAAGCTCCGAATA

Integrin a2 GACCAGCTTTTCACCGCAG CAACATCCACGAGGGAAGGG

Integrin a7 GATCGTCCGAGCCAACATACA CTAACAGCCAGCAGCACT

Integrin b1 GTCACCAATCGCAGCAAAGG TGTCTTCTGGCCGGAGCTTC

18S CTCAACACGGGAAACCTCAC CGCTCCACCAACTAAGAACG
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Figure 1. Muscle-derived factors increase muscle mass in mice.

90% confluent C2C12 myoblasts were differentiated into myotubes by 

culturing the cells in DMEM containing 2% HS for 5 days. Then, 24-hr 

conditioned media (CM) were collected from C2C12 myoblast (MB) or 

myotubes (MT). Sham-operated (Sham) or ovariectomized (OVX) mice 

were intravenously injected with non-CM, MB-CM, or MT-CM for 4 weeks. 

At the time of sacrifice, the muscles [gastrocnemius and extensor digitorum 

longus (EDL)] were removed and weighted. Muscle mass was expressed as 

a percentage of body weight (sarcopenic index). Each bar represents the 

mean ± SEM (n = 6). *p < 0.05 as compared with the OVX/non-CM group.
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Figure 2. Changes in Lumican expression and secretion during myogenesis.

90% confluent C2C12 myoblasts (MB) were differentiated into myotubes 

(MT) by culturing the cells in DMEM containing 2% HS for 5 days. (A) Total 

RNA was isolated and real-time RT-PCR performed. Each bar represents 

the mean ± SEM (n = 3). *p < 0.05 as compared with the myoblast group. (B) 

Total cell lysates were subjected to Western blot assay with their relevant 

antibodies. (C) The 24-hr conditioned media (CM) were collected and 

subjected to Western blot assay with an anti-Lumican antibody. 
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Figure 3. Exercise, but not aging nor estrogen-deficiency, stimulates Lumican 

expression in muscle.

(A, B) Young mouse vs Old mouse. (C, D) Sham-operated mouse (Sham) vs 

ovariectomized mouse (OVX). (E, F) Unloading mouse vs exercise mouse. 

(A, C, D) Muscle mass is expressed as a percentage of body weight

(sarcopenic index). (B, D, E) Total RNA was isolated from EDL muscles and 

real-time RT-PCR was performed.  Each bar represents the mean ± SEM 

(n = 5). *p < 0.05 between the two groups.
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Figure 4. Effect of Lumican on in vitro myotube formation.

C2C12 myoblasts were differentiated with various concentrations (0, 1, 10, 

and 100 nM) of Lumican for 3 days. (A) Myotubes were stained with anti-

myosin heavy chain antibody (MyHC, red) and nuclei were counter -stained 

with DAPI (blue). Representative photographs of immunocytoche- mistry 
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(ICC) are shown. (B-E) Their quantitative results (B, number of myotubes; 

C, myotube area; D, fusion index; E, frequency distribution) from ICC are 

shown as bar graph. Each bar represents the mean ± SEM (n = 3). *p < 0.05 

as compared with the control group.
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Figure 5. Effect of Lumican on myoblast’s proliferation.

(A) C2C12 myoblasts were incubated with various concentrations (0, 1, 10, 

and 100 nM) of Lumican for indicated time periods. Cell viability was 

assessed using a CCK-8 assay. (B) C2C12 myoblasts were incubated with 

various concentrations (0, 10, and 100 nM) of Lumican for 24 hr. Cell 

proliferation was evaluated with a BrdU-based enzyme-linked 

immunosorbent assay. Each bar represents the mean ± SEM (n = 4).
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Figure 6. Effect of Lumican on myoblast’s migration.

The migration of C2C12 myoblasts through Transwell filter was assessed 

with 10 nM Lumican. Cells were incubated for 4 hr. (A) Photographs of 

migrated crystal violet-stained cells are shown. (B) Quantitative analysis of 

the migrated cells. Each bar represents the mean ± SEM (n = 3).
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Figure 7. Effects of Lumican on myogenesis-related genes.

C2C12 myoblasts were differentiated with or without 10 nM Lumican for 24 

hr. Total RNA was isolated and real-time RT-PCR performed. Each bar 

represents the mean ± SEM (n = 3). *p < 0.05 as compared with the control

group.
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Figure 8. Effect of Lumican on mitochondrial DNA content in myoblasts.

C2C12 myoblasts (MB) were differentiated with or without 10 nM Lumican

for indicated time periods. Total RNA was isolated and real-time RT-PCR 

performed. Each bar represents the mean ± SEM (n = 3).
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Figure 9. Effects of Lumican on autophagy of myoblasts.

C2C12 myoblasts were incubated with or without 10 nM Lumican for 

indicated time periods. Total cell lysates were subjected to Western blot

assay with their relevant antibodies.
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Figure 10. Possible receptors for Lumican in myoblasts.

(A) C2C12 myoblasts were differentiated with or without 10 nM Lumican for 

indicated time periods. Total RNA was isolated and real-time RT-PCR 

performed. Each bar represents the mean ± SEM (n = 3). (B, C) C2C12 

myoblasts were pretreated with Echistatin (Integrin a5b3 inhibitor) or TC-

I15 (Integrin a2b1 inhibitor) for 1 hr. Then cells were differentiated with or 

without 10 nM Lumican for 48 hr. (D, E) C2C12 myoblasts were pretreated 

with Integrin a7 blocking antibody for 1 hr. Then cells were differentiated 

with or without 10 nM Lumican for 48 hr. (F, G) C2C12 myoblasts were

transfected with negative control siRNA or Integrin a7 siRNA. Then cells 

were differentiated with or without 10 nM Lumican for 48 hr. (B, D, F) 

Myotubes were stained with anti- MyHC (red) and nuclei were counter-

stained with DAPI (blue). (C, E, G) The myotube area from ICC is shown.

Each bar represents the mean ± SEM (n = 3).



40



41



42



43

Figure 11. Possible signalings of Lumican-stimulated myogenesis.

C2C12 myoblasts were incubated with or without 10 nM Lumican for 

indicated time periods. (A) Total cell lysates were subjected to Western blot

assay with their relevant antibodies. (B) p-Akt/Akt expression level. (C) p-

mTOR/mTOR expression level. (D, E) C2C12 myoblasts were pretreated 

with PI3K inhibitor for 1 hr. Then cells were differentiated with or without 

10 nM Lumican for 48 hr. (F, G) C2C12 myoblasts were pretreated with 

Rapamycin (mTOR inhibitor) for 1 hr. Then cells were differentiated with or 

without 10 nM Lumican for 48 hr. (D, F) Myotubes were stained with anti-

MyHC (red) and nuclei were counter-stained with DAPI (blue). (E, G) The 

myotube area from ICC is shown. Each bar represents the mean ± SEM (n = 

3). *p < 0.05 as compared with the control group.

.
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Figure 12. Systemic administration of lumican increases muscle mass and 

strength in mice.

Sham-operated (Sham) or ovariectomized (OVX) mice were injected 

intravenously with various doses (0, 0.4, or 2 mg) of Lumican (5 days a week) 

for 4 weeks. (A) At the time of sacrifice, the muscles were removed and 

weighed. Muscle mass was expressed as a percentage of BW (sarcopenic 

index). (B) Muscle strength was measured in mice by measuring hang time 

using Kondziella's inverted screen test. Each bar represents the mean ± SEM 

(n = 6). a vs b, Duncan’s multiple range test * p < 0.05 as compared with 

the Sham group; means without a common letter differ among the three OVX 

group, p < 0.05.
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ABSTRACT

Sarcopenia, or muscle loss is an important public health problem but there 

have been no approved drug for its treatment. It have been well known that 

exercise increases the amount of muscle mass. Because muscles produce 

and release the variety of factors (known as muscle-derived factors or 

myokines), I hypothesized that myokines can increase muscle mass and can 

be used as therapeutic agents in the treatment of sarcopenia. In this study, 

Lumican expression is increased in skeletal muscle of exercised mouse and 

Lumican secretion is increased during myogenesis. Lumican treatment 

stimulated myogenic differentiation of C2C12 myoblasts and stimulated Akt-

mTOR signaling. Lumican-induced myogenesis is blocked by inhibitor of 

Integrin a2/b1 or Integrin a5/b3. Also, intravenous treatment of Lumican 

increased skeletal muscle masses and improved muscle strength in 

ovariectomized mice. The present results indicate that Lumican possesses 

the pro-myogenic effects and a potential as a therapeutic agent against 

sarcopenia.

Keywords : Lumican, Sarcopenia, Myokine, Myogenesis, Skeletal muscle
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