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요약 

Liver Kinase B1 (LKB1)은 여러 조직에서 영양소를 감지하고, 지질 및 당 대사에 

관여하는 주요한 상위 kinase 로 알려져 있지만, 장 상피세포에서 어떤 대사적인 

역할을 할 수 있는지는 불분명하다. 본 연구는 장 상피세포에서 LKB1 의 담즙산 

항상성 조절에 관한 기능을 규명하는 것을 목표로 하였다. 

장 상피세포 특이적으로 LKB1을 결손 시킨 마우스 (LKB1ΔIEC)에서 장 상피세포의 

발달을 관찰하였을 때, 분비 계열 세포의 분화가 비정상적인 것을 확인하였다. 

또한 LKB1ΔIEC 마우스에서 담즙산 pool 이 증가하였으며, 담즙산 합성을 억제하는 

것으로 알려진 fibroblast growth factor 15/19 (FGF15/19)와 같은 farnesoid X 

receptor (FXR) 타겟 유전자가 소장의 회장 (ileum)에서 감소되었다. siRNA를 

이용하여 사람의 장 상피세포 LKB1 을 결손 시켰을 때, FGF15/19 의 단백질 

발현이 감소되는 것을 확인하였다. 이처럼 LKB1ΔIEC 마우스에서 FXR 타겟 

유전자가 감소된 것은 Bile salt hydrolase (BSH) 생성 박테리아가 감소되어 

담즙산 대사를 변화시켰기 때문이며, 특히 FXR의 antagonist (i.e., T-MCA)가 

증가하였기 때문이다. 또한 LKB1ΔIEC 마우스의 회장에서 레티놀 (retinol)을 

레티노산 (retinoic acid)으로 전환하는 과정이 저해되었으며, Vitamin A 를 

투여하였음에도 FGF15 의 생성을 유도하지 못하였다. 따라서 장 상피세포의 

LKB1이 결손 되면 레티놀 대사 장애가 유발되어 FGF15/19 신호 전달을 방해하는 

것으로 생각한다. 또한 LKB1ΔIEC 마우스에 고지방식이를 투여하였을 때 당 내성 

(glucose tolerance)이 개선되고, 에너지 소비 (energy expenditure)가 증가한 

것을 확인하였다. 

이와 같은 결과를 통해, 장 상피세포의 LKB1은 FGF15/19 의 생성을 제어하여 

담즙산의 항상성 조절에 기여하는 것으로 사료된다. 

중심단어: LKB1; 장 상피세포; T-MCA; Bile salt hydrolase (BSH), 레티노산 
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서론 

1. Liver Kinase B1 

Liver kinase B1 (LKB1)은 serine-threonine kinase 11 (STK11)로도 알려져 

있으며, 세포 내 에너지 조절자로 알려진 AMP-activated protein kinase 

(AMPK)의 상위 조절자이다 (Shackelford and Shaw, 2009) (그림 1). LKB1 은 

AMPK와 밀접하게 관련된 12개 kinase 를 인산화 시키며, 세포 성장과 대사에 

중요한 역할을 담당한다. 특히 LKB1 은 근육, 간과 같은 다양한 대사 조직에서 

당과 지질 대사를 조절하는 데 중요하다고 알려져 있으며, 간에서 LKB1 은 

포도당 신생합성 과정을 억제하고, 아미노산의 이화작용을 저해하는 역할을 

한다 (Just et al., 2020; Shaw et al., 2005). 기존 논문에서 지방세포 

특이적으로 LKB1 을 결손 시켰을 때 갈색지방조직 (brown adipose tissue)이 

증가되고, 고지방식이 (high-fat diet, HFD)로 유도된 비만이 예방되는 것을 

확인하였다 (Shan et al., 2016). 또한 근육에서 LKB1은 지방산 산화, 인슐린 

민감성, 포도당 항상성을 조절하는 것으로 알려져 있다 (Jeppesen et al., 2013; 

Koh et al., 2006; Thomson et al., 2007). 소장은 영양소의 흡수 및 이동에 

관여하고 (Kong et al., 2018), 신진대사를 조절하는데 관여하는 장호르몬을 

분비한다 (Gribble and Reimann, 2019). 또한 장내 미생물은 에너지, 포도당, 

지질 대사에 영향을 미친다 (Cani and Knauf, 2016). 이전 보고에 의하면, 

LKB1 은 파네스 세포 (Paneth cell)와 술잔 세포 (goblet cell)의 세포질에서 

높게 발현하고 있으며, 장 상피세포 특이적으로 LKB1 이 결손 되었을 때, 소장의 

파네스 세포와 술잔 세포의 과분화가 유도된다고 보고되었다 (Shorning et al., 

2009). 또한 대장에서 LKB1 이 결손되면 IL-18 및 항균성 펩타이드 

(Antimicrobial Peptides, AMPs)의 분비가 감소된다고 보고되었다 (Liu et al., 

2018). 그러나, 장 상피세포에서 LKB1 이 물질대사에 미치는 영향에 대한 연구는 

보고된 바가 없다.  
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Figure 1. LKB1/AMPK signaling. Liver kinase B1 (LKB1), also known as serine-threonine 

kinase 11 (STK11), is an upstream regulator of AMP-activated protein kinase (AMPK) and 

12 structurally related kinases. LKB1 is important in maintaining cell polarity and regulating 

cell growth and metabolism.  
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2. 담즙산 

담즙산 (Bile acid, BA)은 친수성과 친유성을 모두 갖는 양극성 물질로 

(Monte et al., 2009), 간에서 합성되어 소장으로 분비되며 지방의 소화와 

흡수를 돕는다 (Hegyi et al., 2018) (그림 2). 담즙산은 일차 담즙산과 이차 

담즙산으로 구분되는데, 일차 담즙산은 간에서 콜레스테롤로부터 cholesterol 

7-hydroxylase (CYP7a1)에 의해 합성된 형태를 말하며, 합성된 일차 담즙산에 

글라이신 (glycin)이나 타우린 (taurine)이 결합된 후 소장으로 분비된다 

(Chiang, 2009). 이차 담즙산은 일차 담즙산의 하이드록실 그룹이 산화 또는 

제거되는 변형 과정을 통해 생성되며, 이러한 대사 과정은 장 내강, 특히 

대장에 존재하는 장내미생물에 의해 발생된다 (Chiang, 2009; McGlone and Bloom, 

2019). 소장으로 분비된 담즙산의 95%는 회장을 통해 간으로 재흡수 된다 

(Chiang and Ferrell, 2018). 담즙산 pool 크기는 장간 순환 즉, 간, 장, 쓸개 

내에 있는 총 담즙산의 양으로 정의되며, 담즙산 양에 따라 간에서 새롭게 

합성되는 담즙산의 양이 조절되는 negative feedback 을 통해 조절되고, 따라서 

체내에서는 일정한 크기의 담즙산 pool 이 유지된다 (Chiang and Ferrell, 2018; 

Li and Chiang, 2012). 기존 연구에서 마우스 모델에 1형 당뇨와 2형 당뇨를 

유발했을 때 담즙산 pool 크기와 조성이 변화된 것이 보고되었으며, 담즙산 

pool 조성이 변화가 당 대사 장애에 영향을 미친다고 밝혔다 (van Waarde et al., 

2002; Zhang et al., 2019). 또한 고지방식이를 섭취한 마우스에 담즙산을 

투여하였을 때, 갈색 지방 조직에서 에너지 소비가 증가되어 비만과 인슐린 

저항성을 예방한다고 보고되었다 (Watanabe et al., 2006). 이처럼 담즙산은 

지방의 소화와 흡수를 돕는 역할을 할 뿐만 아니라 체내에서 다양한 대사 

작용을 조절하는데 중요한 역할을 한다. 따라서 담즙산 항상성이 조절되지 

않으면 비만, 지방간, 2 형 당뇨를 유발할 수 있다 (Chiang and Ferrell, 2018; 

Staels and Fonseca, 2009; Tomkin and Owens, 2016).  
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Figure 2. Bile acid metabolism pathway. Bile acids (BAs) synthesized in the liver are 

secreted into the SI to facilitate digestion and absorption of dietary lipids. Primary BAs are 

produced from cholesterol in the liver by cholesterol 7α-hydroxylase (CYP7a1), and then 

conjugated to glycine or taurine. As gut microbiota metabolize BAs, including deconjugation 

of glycine or taurine by bile salt hydrolase (BSH) and transformation into secondary BA by 7 

α-dehydroxylase. 
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3. Farnesoid X receptor (FXR) 

장 항상성을 유지하기 위해서는 장의 담즙산 수용체 발현과 장내 미생물이 

관여하는 담즙산 대사가 중요하다. FXR 은 간세포 (hepatocyte)와 장 세포 

(enterocyte)의 담즙산 수용체로, 담즙산 합성을 조절하는 데 중요하다 (Kim et 

al., 2007; Li and Chiang, 2012) (그림 3). 간에 존재하는 FXR 은 담즙산에 의해 

활성화되어 CYP7a1의 발현을 억제한다 (Goodwin et al., 2000). 회장에 있는 

FXR 이 활성화되면 fibroblast growth factor 15/19 (FGF15/19)의 발현이 

증가되고, FGF15/19 가 간세포의 FGF receptor 4 (FGFR4)에 결합하여 활성화되면 

CYP7a1의 발현이 억제되며, 결과적으로 담즙산의 합성이 저해된다 (Inagaki et 

al., 2005). 담즙산의 종류에 따라 FXR 의 agonist 로 작용하거나, antagonist로 

작용할 수 있다. 장내 미생물은 Bile salt hydrolase (BSH)를 이용하여 

글라이신이나 타우린 결합을 끊고, 7-dehydroxylase 을 이용하여 이차 담즙산을 

만드는 등 담즙산을 대사 하는 역할을 한다 (Wahlstrom et al., 2016). 따라서 

장내미생물은 FXR의 활성인자 (activator) 혹은 억제인자 (inhibitor)의 균형을 

조절함으로써 담즙산 합성을 조절할 수 있다 (Gonzalez et al., 2016). 예를 

들어, BSH생성 박테리아는 FXR의 antagonist로 알려진 tauro--muricholic acid 

(T-MCA)의 양을 감소시킴으로써 담즙산 합성을 조절할 수 있다 (Li et al., 

2013; Sayin et al., 2013). 또한 metformin은 BSH생성 박테리아를 감소시킴으로 

결합 담즙산 (conjugated BA)를 증가시키고, 이는 FXR antagonist 로 작용하여 

FXR 신호를 저해하고 대사질환을 완화할 수 있다고 알려져 있다 (Sun et al., 

2018). 그러므로, 장의 FXR-FGF15/19 신호를 조절하는 것은 비만, 간, 

대사질환의 잠재적인 치료 타겟 (therapeutic target)이 될 수 있을 것으로 

사료된다 (Bozadjieva et al., 2018; Han, 2018). 
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Figure 3. The enterohepatic circulation of bile acids. The FXR, a nuclear BA receptor in 

hepatocytes and enterocytes, is a key regulator of BA synthesis. Hepatic FXR activated by 

BAs suppresses CYP7a1 expression. Activated FXR in the SI ileum also inhibits BA synthesis 

through the secretion of FGF 15/19 (FGF15 and 19 in mice and humans, respectively), which 

reaches the liver and activates FGFR4 on hepatocytes, resulting in the repression of CYP7a1 

expression. ASBT= Apical Sodium-dependent Bile salt Transporter, BSEP= Bile Salt Export 

Pump.  
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4. 비타민 A 

비타민 A는 지용성 영양소로, 장 상피세포에 의해 흡수되며 체내에서 레티놀 

(retinol), 레티날 (retinal), 레티노산 (retinoic acid, RA)의 형태로 존재한다 

(그림 4). 비타민 A에서 유래한 레티놀이 retinol dehydrogenases (ADH, RDH)와 

retinaldehyde dehydrogenases (ALDH, RALDH)에 의해 두 단계의 산화과정을 

거치면, 레티노산이 생성된다 (Duester, 2008). 비타민 A 대사체는 각각 다른 

생물학적 활성 (biological activity)을 갖는데, 그 중 레티노산이 가장 높은 

생물학적 활성을 갖는다 (Huang et al., 2018). 레티노산은 체내에서 9-cis RA 

(9cRA)와 all-trans-RA (ATRA) 두 가지 형태로 주로 존재하며, 세포 핵 내 

수용체에 결합하여 생리 작용을 가진다 (Pino-Lagos et al., 2010). 비타민 A 

대사체가 결합하는 수용체에는 대표적으로 레티노 산 수용체 (retinoic acid 

receptor, RAR)와 레티노이드 X 수용체 (retinoid X receptor, RXR)가 있으며, 

RXR은 FXR 과 이종 이합체를 형성한다고 알려져 있다 (Saeed et al., 2017). 

이전 연구에 의하면, 레티노산이 RXR에 결합하여 콜레스테롤, 중성지방, 

담즙산의 양을 감소시킴으로 지질 항상성을 조절한다고 보고되었다 (He et al., 

2013). 또한 레티노산이 RXR에 결합하여 FXR/RXR의 전사 활성 

(transcriptional activity)을 활성화시킴으로써 담즙산의 합성을 저해한다고 

보고되었다 (Cai et al., 2010). 따라서, 체내의 레티노산의 양을 조절하는 것이 

지질 및 담즙산의 항상성을 조절하는 데 중요할 수 있다.
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Figure 4. Vitamin A metabolism pathway and FXR-RXR dimer as a transcription factor. 

Vitamin A is a fat-soluble nutrient, absorbed by intestinal epithelial cells. Vitamin A exists in 

the body in the form of retinol, retinal, and RA. RA regulates FGF15/19 expression through 

binding to the RXR, which forms a heterodimer with FXR. 
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LKB1은 간과 근육과 같은 대사 조직에서 물질 대사를 조절하는 데 중요한 

역할을 한다고 알려져 있다. 또한 기존 연구를 통하여 LKB1 의 상위, 하위 

단계에 있는 SIRT1과 AMPK가 담즙산의 항상성을 조절한다는 것이 보고되어 있다. 

따라서 본 연구에서는 장 상피세포 특이적으로 LKB1 이 결손된 

마우스(LKB1ΔIEC)를 이용하여 장 상피세포에서 LKB1 이 물질 대사 특히, 담즙산 

항상성에 어떤 영향을 미치는 지 알아보고자 한다.  
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실험 재료 및 방법 

마우스 

LKB1ΔIEC 마우스는 LKB1f/f 마우스와 VillinCre 마우스 (Jackson Laboratory, Bar 

Harbor, ME)를 교배하여 생산하였으며, LKB1ΔIEC 마우스는 대조군 (LKB1f/f)과 

동일 케이지에서 사육하였다. 모든 마우스는 specific-pathogen-free (SPF)조건 

하에서 케이지당 2-5 마리의 그룹이 유지되도록 사육하였다. 실험에 사용된 

마우스는 6~12 주령이며, 안락사 4 시간 전 금식 시킨 후, ketamine (100 

mg/kg)과 xylazine (20 mg/kg)를 혼합액을 복강 주사한 후 혈액과 조직을 

채취하였다. 고지방식이 실험에서는 LKB1f/f 와 LKB1ΔIEC 마우스에 고지방식이를 

8주간 투여하였다. OCA (AdipoGen, San Diego, CA)는 10% DMSO (BioLife Solution, 

Bothell, WA)와 90% sunflower oil (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)에 녹인 후, 

30 mg/kg의 농도로 5일간 경구투여 하였다. Vitamin A (retinyl palmitate, 

Sigma Aldrich, 100 mg/kg)는 sunflower oil에 녹인 후 암주기의 시작과 끝 

(안락사 16 시간, 4 시간 전)에 경구투여 하였다 (Schmidt et al., 2010). 

 

병리 조직 염색 및 면역 형광 염색 

소장과 대장 조직은 4% 파라포름알데히드 (PFA) 용액에서 고정한 후, 파라핀 

블록을 제작하였다. 병리 조직학적 분석을 위하여, 조직을 hematoxylin 과 eosin 

(H&E)으로 염색하거나 Periodic acid–Schiff (PAS)염색하였다. 면역 조직 화학적 

염색을 수행하기 위해 조직 절편에 xylene 을 처리하여 탈 파라핀 후, 에탄올로 

재수화 하였다. 10분 동안 97 ℃의 10 mM sodium citrate buffer (pH 6.0)에 

담가 항원결정기 손실을 방지한 후, 조직 절편에 0.5% Triton X-100 를 10분간 

처리하였다. 5% bovine serum albumin 으로 immunoglobulin 의 비특이적 부착을 

방지하고, 1 차 항체로 4 ℃에서 12~16 시간동안 염색하였다. PBS로 세척한 후 

2차 항체를 실온에서 1시간동안 염색하였다. 실온에서 2분간 4′, 6-diamidino-

2-phenylindole (DAPI; Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE)로 염색한 



１１ 

다음 PermaFluor medium (Thermo Fisher Scientific)으로 마운팅하였다. 염색 후, 

LSM 710 confocal 현미경 (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)으로 관찰하였다. 

1 차 항체는 rabbit anti-Lysozyme (clone EPR2994, Abcam, Cambridge, UK), 

rabbit anti-Chromogranin A (Abcam), rat anti-CD44 (clone IM7, BD Biosciences, 

Franklin Lakes, NJ)를 사용하였고, 2 차 항체는 Alexa Fluor 488 donkey anti-

rat IgG 또는 Alexa Fluor 546 donkey anti-rabbit IgG (Thermo Fisher 

Scientific)를 사용하였다. 

 

RNA 분리 및 Quantitative PCR  

조직, 오가노이드, 배양된 세포의 total RNA는 RNeasy mini kit (Qiagen, Venlo, 

Netherlands)을 사용하여 분리하였다. cDNA 는 Superscript Ⅱ reverse 

transcriptase and oligo (dT) primer (Invitrogen, Camarillo, CA)를 이용해 

합성하였으며, PCR primer (Table 1)로 cDNA를 증폭하였다. Quantitative PCR 

(qPCR)은 PowerUP SYBR Green Master Mix를 사용하였고, Applied Biosystems 

7500 real-time PCR system (Thermo Fisher Scientific)으로 수행하였다. 

결과값은 -actin 또는 GAPDH의 발현과 대비하여 타겟 유전자의 상대적인 발현 

정도를 나타냈다. 
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Table 1. List of specific primer sets used for qPCR 
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RNA sequencing 분석  

TruSeq mRNA Sample Prep kit (Illumina, San Diego, CA)를 이용하여 각 샘플마다 

total RNA 1 ug 의 라이브러리를 준비하였다. RNA sequencing 실험은 이전에 

보고된 방법으로 수행하였으며 (Kim et al., 2020), 마크로젠사 (Seoul, 

Korea)에서 데이터 프로세싱 및 통계분석을 수행하였다. HiSeq4000 platform 

(Illumina)를 이용하여 Poly A-selected RNA extraction, RNA fragmentation, 

random hexamer-primed reverse transcription, 100-nt paired-end sequencing을 

수행하였다. 라이브러리를 정량하기 위하여 qPCR 을 수행하였으며, qPCR 

Quantification Protocol Guide (KAPA Library Quantification kits)를 

준수하였다. 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA)로 

라이브러리의 quality를 측정한 후, low-quality 를 가지거나 adaptor sequence, 

contaminant DNA, PCR duplicates 와 같은 artifacts 를 제거하는 전처리과정을 

진행하였다. 전처리과정을 거친 reads를 HISAT2 프로그램을 이용하여 reference 

genome 에 mapping 한 후, StringTie 프로그램으로 transcript 어셈블리를 

진행하였고, 발현량을 비교하였다. 기존에 보고된 장 상피세포 계통과 관련된 

유전자의 발현을 평가하기 위하여 GSEA를 수행하였으며 (Gehart et al., 2019; 

Haber et al., 2017), GSEA ver. 4.1.0 프로그램으로 분석하였다 (Mootha et al., 

2003; Subramanian et al., 2005). 모든 데이터는 NCBI (BioProject ID 

PRJNA744286)에 등록하였다. 

 

장 상피세포 및 장 크립트 분리  

장 상피 세포 분리 방법은 이전에 보고된 방법을 사용하였다 (Magness et al., 

2013). 소장을 세로로 가른 후, 차가운 PBS로 내용물을 세척하였다. 조직을 30 

mM EDTA/PBS 에 넣고 20 분간 아이스에서 정치한 후, 조직을 새로운 30 mM 

EDTA/PBS에 옮긴 후 8분 동안 37 ℃에서 배양하였다. 10 분간 조직을 흔든 후, 

조직을 제거하고 1,000 x g 5분간 원심 분리하여 cell pellet을 얻었다.  Single 

cell 을 얻기 위하여 TrypLE Express (Thermo Fisher Scientific)을 넣고 

37 ℃에서 10 분간 배양하고 40 μm cell strainer 로 걸러 주었다. 분리된 
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세포는 Aldefluor assay 에 사용하였다. 오가노이드 배양을 위한 장 크립트를 

분리하기 위하여 소장을 세로로 가른 후, PBS 로 세척한 후 1 cm 크기로 

잘라주었다. 조직을 1 mM EDTA/PBS 에 넣고, 아이스 위에서 30분동안 가볍게 

흔든 후 조직을 5 mM EDTA 에 옮기고 1시간 동안 아이스에서 정치하였다. 조직을 

PBS에 옮기고 2분간 흔든 후, 100 μm cell strainer 로 걸러주었다. 분리된 장 

크립트는 250 x g 3 분간 원심 분리하였다 (Lee et al., 2018). 

 

담즙산 분석 

간, 소장, 대장, 맹장, 대변의 담즙산 (Bile acid, BA)을 추출하기 위하여, 각 

샘플을 75% 에탄올에 넣고 50 ℃에서 2시간 동안 배양하였고, 쓸개는 0.5 ml 

PBS을 넣어주었다. 담즙산은 total BA kit (Crystal Chem, Downers Grove, IL)을 

사용하여 측정하였다. 담즙산 조성은 동결 건조한 소장 조직 또는 대변의 10 

mg을 50 % methanol (MeOH) 100 ul로 homogenate하였다. 담즙산의 양을 측정하기 

위하여 liquid chromatography (LC)/mass spectrometry (MS/MS) system 을 

사용하였고, 1290 HPLC (Agilent, Santa Clara, CA)와 QTRAP 5500 (AB Sciex, 

Framingham, MA)로 분석을 수행하였다. 샘플 전처리와 분석은 이전에 보고된 

방법으로 수행하였다 (Jang et al., 2017). 

 

세포배양, 형질주입, Luciferase assay  

본 실험에 사용된 장 상피세포 세포주인 Caco2 와 HT-29 세포는 한국 

세포주은행 (KCLB, Seoul, Korea)에서 분양 받아 사용하였다. Caco2 세포는 10% 

fetal bovine serum (FBS)와 1% Antibiotic-Antimycotic (Thermo Fisher 

Scientific)을 포함한 Dulbecco’s modified Eagles’s medium (DMEM)을 

사용하였고, HT-29 세포는 complete RPMI (10% FBS, 1% penicillin-

streptomycin)를 사용하여 37 ℃, 5% CO2 로 유지된 배양기에서 배양하였다. 

유전자를 knockdown 하기 위하여 세포에 Lipofectamine RNAiMAX (Thermo Fisher 

Scientific)를 사용하여 25 nM LKB1 siRNA (Sigma Aldrich) 또는 negative 
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contorl인 siRNA (Bioneer, Daejeon, Korea)를 처리하였다. Overnight 배양 후 

배지를 교체하고, transfection 48시간 후 상등액과 세포를 얻었다. luciferase 

assay를 위하여, LKB1 siRNA 를 transfection 한 Caco2 세포에 100 ng FXRE-

luciferase reporter plasmid 를 처리하였다. Transfection 24 시간 후 FXR 

agonist [5 μM GW4064 (Sigma Aldrich)] 를 24 시간 동안 처리하였다. 

Luciferase 활성은 Glomax 96 Microplate Luminometer (both from Promega 

Corporation, Madison, WI)로 측정하였다. 

 

효소면역분석 (EIA, ELISA) 

CCK EIA kit (Sigma Aldrich)를 사용하여 Serum CCK level 을 측정하였으며, 

FGF19 Quantikine ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN)를 사용하여 세포 

배양 상등액의 FGF19 protein 농도를 측정하였다.  

 

Metagenomics분석 

마우스의 맹장과 소장의 내용물에서 QIAamp DNA stool mini kits (Qiagen)를 

사용하여 DNA를 추출하였다. 박테리아 16S rDNA sequencing 과 데이터 분석은 

천랩 (Seoul, Korea)에서 수행하였으며, Trimmomatic 소프트웨어 (ver. 032)를 

통해 품질 검사와 저 품질 (< Q25)을 필터링하였다. 품질 관리 통과 후, 기본 

매개 변수와 함께 VSEARCH (ver. 2. 13.4)를 사용하여 paired-end 시퀀스 

데이터를 병합하였다. 16s rRNA 를 인코딩하지 않는 비 특이적 앰플리콘은 HMMER 

소프트웨어 (ver. 3. 2. 1)의 nhmmer으로 확인하였다. EzBiocloud 16s rRNA 

데이터베이스를 사용하여 분류하였다 (Yoon et al., 2017). 분류학적 

cladogram 은 대수의 LDA 점수에서 임계 값이 2 이상인 LEfSe 를 사용하여 

생성되었다 (Segata et al., 2011). 모든 sequence 는 NCBI (BioProject ID 

PRJNA744286)에 등록하였다. 
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BSH활성 측정 

소장 내용물을 0.05% L-cysteine HCl (Sigma Aldrich)가 함유된 PBS 로 모았다. 

BSH 활성을 조사하기 위해 BSH medium [MRS agar, 0.05% L-cystein HCl, 0.5% 

(w/v) sodium taurodeoxycholic acid (TDCA), 0.37 g/L CaCl2 (Sigma Aldrich)]에 

소장 내용물을 10 μL 점적 하였으며, 37 ℃에서 72 시간 배양한 뒤 흰색환의 

직경을 측정하였다. 

 

Aldefluor assay 

장 상피세포의 aldehyde dehydrogenases (ALDH) 활성을 측정하기 위하여 

Aldefluor kit (STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada)를 사용하였으며, 

kit의 제시된 방법에 따라 측정하였다.  

 

레티놀 및 레티노산 정량 

간과 소장에 있는 레티노이드는 LC/MS-MS 분석법을 통하여 측정되었으며, 

이전에 보고된 방법을 참고하였다 (Grizotte-Lake et al., 2018). 50~100 mg의 

조직에 5배 부피의 PBS 를 넣고 내부표준물질 [10 μM all-trans-retinol-d5, 4 

μM all-trans-RA-d5 (Toronto Research Chemicals, Toronto, Canada])]를 20 ul 

넣고 잘 섞어주었다. liquid-liquid extraction 을 통하여 레티놀, 레티노산을 

분리하였다. 레티노이드는 LC-MS/MS [1290 UHPLC (Agilent) 와 QTRAP 5500 mass 

spectrometer (AB Sciex])]로 분석하였고, 용매 A (0.1% 포름산이 포함된 H2O)와 

용매 B (0.1% 포름산이 포함된 acetonitrile)로 분리하였다. 유량은 400 µL/min, 

column 온도는 23 ℃로 유지되었다. LC gradient 는 다음과 같다: 레티놀, 

레티노산 분석의 경우 처음에는 용매 B의 농도가 70%로 3분간 유지되었다가 

9분 동안 용매 B의 농도를 70%에서 78%로, 0.5분 동안 78%에서 100%로 변화시킨 

후, 용매 B 의 농도가 100%인 상태로 6.5 분 동안 유지한 다음 초기 조건으로 

돌아가도록 설정하였다. 이온화방식은 양이온 모드를 사용하였고 MRM (multiple 
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reaction monitoring)방식으로 검출하였다. 각 레티노이드 교정 범위는 1-

10,000 nM (r2 ≥ 0.99)이며, 데이터분석은 Analyst 1.7을 사용하였다. 

 

Western blot 

배양된 cell pellet 과 소장 조직을 1% Halt protease 와 phosphatase inhibitor 

cocktail (Thermo Fisher Scientific)이 포함된 RIPA buffer [25mM Tris-HCl (pH 

7.6), 150mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 0.1% sodium dodecyl 

sulfate]를 처리하여 단백질을 추출하였다. 단백질은 BCA assay kit (Thermo 

Fisher Scientific)를 사용하여 정량하였다. 단백질을 SDS-PAGE (polyacrylamide 

gel electrophoresis)를 통해 분리하고, PVDF (polyvinylidene difluoride 

membrane; Millipore, Massachusetts)에 transfer 하였다. 단백질 검출에 사용된 

1차 항체로는 LKB1 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX), FGF19, phospho-

AMPK, or -actin (all from Cell Signaling Technology, Danvers, MA)를 

사용하였고, 2 차 항체는 anti-rabbit-HRP antibody (Cell signaling)를 

사용하였다. 

 

당내성 및 인슐린 내성 검사  

마우스를 16시간 금식 시킨 후 포도당 용액 (2 g/kg)을 복강 주사하고 0, 30, 

60, 90, 120분 후 마우스 꼬리 정맥에서 혈액을 채취하여 혈당을 측정하였다. 

마우스를 6시간 금식 시킨 후, 인슐린 (0.75 U/kg, Sigma Aldrich) 용액을 복강 

주사하고 0, 30, 60, 90, 120분 후 마우스 꼬리 정맥에서 혈액을 채취하여 

혈당을 측정하였다. 

 

Comprehensive laboratory animal monitoring system (CLAMS) 

고지방식이를 6-7 주간 투여한 마우스를 각각 CLAMS (Columbus Instruments, 

Columbus, OH) 케이지에 넣고, 4 일 동안 모니터링하였다. 산소섭취량 (VO2; 
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mL/kg/h), 이산화탄소배출량 (VCO2; mL/kg/h), 호흡교환율 (respiratory 

exchange ratio, RER), heat (kcal/h)이 10 초 간격으로 기록되었다. 

 

통계분석 

통계분석에는 GraphPad Prism software (GraphPad, La Jolla, CA)를 이용하였다. 

두 그룹 간의 유의적 차이를 비교하기 위하여 two-tailed unpaired t-test 로 

분석하였으며, 여러 그룹 간의 비교를 위해서는 One-way, two-way ANOVA 로 

처리하였고, 실험군들 간의 유의차를 알아보기 위한 다중비교방법으로 Tukey’s 

post-hoc test 검정을 실시하였다. (*, p < 0.05; **, p < 0.01). 
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결과 

1. 장 상피세포 LKB1 의 결손은 장 줄기세포 증식과 분비 계열 세포의 

분화에 영향을 미친다. 

LKB1f/f 와 villinCre 마우스를 교배하여 상피세포 특이적으로 LKB1 이 결손된 

마우스를 제작하였다 (LKB1ΔIEC). LKB1ΔIEC 마우스와 littermate 인 LKB1f/f 마우스 

사이의 체중 차이는 없었음에도 불구하고, LKB1ΔIEC 마우스에서 소장, 맹장, 

대장의 무게가 유의하게 증가하였으며, 대장의 길이가 증가하였다 (그림 5a,b). 

이전 연구에서 저자들은 장 상피세포의 LKB1 결손이 파네스 세포와 술잔 세포의 

비 이상적인 발달을 유발한다고 보고하였다 (Shorning et al., 2009). Lysozyme 

염색을 통하여 LKB1ΔIEC 마우스 소장의 파네스 세포를 관찰하였을 때, 발현이 

감소되고 분산된 형태를 띠는 등 비 이상적인 분포를 확인하였다 (그림 6a). 

또한 술잔 세포를 PAS 염색을 통해 확인한 결과, LKB1f/f대비 LKB1ΔIEC 마우스의 

회장에서 그 수가 증가한 것을 확인하였다 (그림 6b). LKB1ΔIEC 마우스에서 mucin 

(MUC2), chromogranin A (ChgA)의 mRNA 발현이 유의하게 증가하였다 (그림 7). 

이와 대조하여, lysozyme (Lyz), defensin1, (Defb1), Wnt3 와 같은 파네스 

세포에서 발현되는 물질은 감소하였다 (그림 7). Gene Set Enrichment Analysis 

(GSEA) 분석 결과 LKB1ΔIEC 마우스의 소장에서 술잔 세포 관련 유전자의 발현 

량이 증가하고, 파네스 세포 관련 유전자의 발현 량이 감소한 것을 확인하였다 

(그림 8). 또한 LKB1ΔIEC 마우스에서 분비 계열 세포 분화와 관련된 전사 인자인 

Spdef와 Gif1의 발현이 유의하게 감소하였다 (그림 9). 뿐만 아니라, Lgr5 와 

같은 장 줄기세포 마커의 발현이 유의하게 감소하였으며, 반면 CD44와 같은 Wnt 

타겟 유전자의 발현이 유의하게 증가하였다 (그림 10). 대장에서도 동일한 

표현형을 나타냈다 (그림 11a-c). 장 줄기세포의 오가노이드 형성 능력을 

확인하기 위하여 소장의 크립트를 ENR 과 WENR 배지에서 배양하였다. LKB1f/f 

마우스와 비교하여 LKB1ΔIEC 마우스에서 분리한 소장의 크립트를 ENR 배지에 

배양하였을 때, 형성된 오가노이드의 수와 크기가 감소하는 것을 확인하였다 

(그림 12a,b). 그러나 WENR 배지에 배양하였을 때, 형성된 LKB1ΔIEC 및 LKB1f/f 

유래 오가노이드의 수가 비슷하였다 (그림 12a,b). 이러한 차이는 LKB1ΔIEC 
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마우스의 파네스 세포에서 생성되는 Wnt3 가 감소되었기 때문에 발생했다고 

추정할 수 있다. 위와 같은 결과를 통해 장 상피세포의 LKB1은 장 줄기세포 

증식과 분비세포로의 분화에 관여하고 있음을 확인할 수 있다. 
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Figure 5. General morphology of LKB1ΔIEC mice. (a) Weights of the body, liver, small 

intestine (SI), cecum, and large intestine (LI) of LKB1 f/f and LKB1ΔIEC mice at 12 weeks old 

(n = 6 / group). (b) Colon lengths of mice (n = 8 / group). Data are represented as mean ± SEM. 

Statistical analyses were conducted using Student’s t-test **p < 0.01. 
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Figure 6. Abnormal morphology in the small intestine of LKB1ΔIEC mice. (a) LKB1ΔIEC 

mice have an abnormal morphology of the small intestine (SI). Representative bright field and 

confocal images of hematoxylin and eosin (H&E) and immunofluorescence (IF) staining for 

lysozyme (red). Bar = 50 μm (H&E) and 20 μm (IF). (b) Representative images of PAS 

staining and quantification of PAS-positive goblet cells per villus in SI ileum were shown (n 

= 3 / group). Bar = 50 μm. Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were 

conducted using Student’s t-test **p < 0.01. 
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Figure 7. LKB1ΔIEC mice showed changes in gene expression in intestinal epithelial cells 

(IECs). Gene expression for IECs and Paneth cell secretomes in the SI ileum were examined 

by qPCR (n = 5 / group). Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were 

conducted using Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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Figure 8. LKB1ΔIEC mice showed a loss of Paneth cell gene signature and a stronger goblet 

cell gene signature. Gene Set Enrichment Analysis of RNA-seq data in the SI ileum. The heat 

map indicates the clustered genes in the leading edge subsets (n = 3 / group). 
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Figure 9. Transcription factors of the secretory cell lineages were highly expressed in 

LKB1ΔIEC mice. mRNA levels of transcription factors for secretory lineage were assessed by 

qPCR (n = 5–8 / group). Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were 

conducted using Student’s t-test **p < 0.01.   
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Figure 10. Gene expression of intestinal stem cells markers. Intestinal stem cells marker 

and Wnt target genes were assessed by qPCR (n = 5–8 / group). Data are represented as mean 

± SEM. Statistical analyses were conducted using one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc 

test. **p < 0.01. 
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Figure 11. Abnormal differentiation of secretory lineage cells was observed in the colon 

of LKB1ΔIEC mice. (a) Representative images of the colon stained with H&E and PAS, and 

quantification of crypt depth in the proximal, middle, and distal colon of LKB1 f/f and 

LKB1ΔIEC mice (n = 3 / group). Bar = 50 μm (H&E) (b) Quantification of the number of cells 

per half crypt. (c) mRNA levels of intestinal epithelial cells (IECs) in the colon were evaluated 

by qPCR (n=4–5 / group). Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were 

conducted using Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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Figure 12. The organoid forming capacity of LKB1ΔIEC mice. (a) Representative images of 

organoids and (b) quantification of organoid-forming number and organoid size under ENR or 

WENR conditions are shown. Bar = 200 μm. Data are representative of two independent 

experiments. Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted using 

Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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2. LKB1ΔIEC 마우스의 장에서 Akkermansia 의 양이 증가하였다. 

장 상피세포에서 LKB1 이 결손 되었을 때, 장내 미생물의 변화를 확인하기 

위하여 맹장 내용물 (cecum contents)에서 메타지노믹 분석을 수행하였다. 

LKB1f/f 마우스와 비교하여 LKB1ΔIEC 마우스의 장에서 Akkermansia 의 양 

(abundance)이 증가하였다 (그림 13a). 이는, LKB1ΔIEC 마우스의 mucin 과형성이 

mucin 분해 박테리아인 Akkermansia 의 증가에 영향을 미쳤을 것이라 생각된다. 

LKB1f/f 마우스와 비교하여 LKB1ΔIEC 마우스에서 장내 미생물의 다양성 

(diversity)와 풍부도 (richness)가 감소하였다 (그림 13b). 또한, LKB1f/f 와 

LKB1ΔIEC 마우스의 박테리아 군집 조성이 유의적으로 변화된 것을 확인하였다 

(그림 14a,b). 장내 미생물 조성의 변화에도 불구하고, 맹장에 있는 단쇄 지방산 

(Short chain fatty acid, SCFA)의 양에는 변화가 없었다 (그림 14c). 이후 

진행되는 연구에서는 LKB1f/f 마우스와 LKB1ΔIEC 마우스의 장내 미생물 영향을 

최소화하기 위하여 코하우징 (co-housing)하였다. 
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Figure 13. LKB1ΔIEC mice have an increased abundance of Akkermansia. (a-b) 16S rDNA 

sequencing was performed in the cecum of LKB1 f/f and LKB1ΔIEC mice that were housed 

separately after genotyping (n = 5/ group). (a) Relative abundance of operational taxonomic 

units (OTUs) at the family level. (b) Observed OTUs and Shannon diversity index were 

determined. Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted using 

Student’s t-test. **p < 0.01. 
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Figure 14. Change of microbiota composition and short-chain fatty acid in the cecum 

contents of LKB1ΔIEC mice. (a) The histogram was generated by the LEfSe (Linear 

discriminant analysis effect size) analysis. Differentially abundant taxa of microbiota that were 

enriched in LKB1f/f (red) or LKB1ΔIEC (green) mice. (b) PCoA of weighted UniFrac distances 

plot showing clustering between the two groups. (c) Levels of short-chain fatty acids in cecal 

content were analyzed using LC-MS/MS (n = 6 / group). Data are represented as mean ± SEM. 

Statistical analyses were conducted using Student’s t-test.   
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3. 장 상피세포의 LKB1 결손은 담즙산 합성과 분비를 촉진한다. 

LKB1ΔIEC 마우스의 소장에서 술잔 세포가 과 발현된 것과 더불어 장내 분비세포 

마커인 ChgA 의 발현이 증가된 것을 확인하였다 (그림 15a). 또한, LKB1ΔIEC 

마우스의 소장에서 펩타이드 호르몬과 관련된 RNA-seq 데이터 중에서 glucagon 

(GCG), cholecystokinin (CCK)의 발현이 증가되었으며, Gastric inhibitory 

polypeptide (GIP)와 peptide YY (PYY)의 발현이 감소된 것을 확인하였다 

(그림 15b). RT-PCR 을 통하여 LKB1ΔIEC 마우스의 십이지장과 회장에서 GCG 와 

CCK의 mRNA 양이 증가한 것을 확인하였다 (그림 15c). 또한 LKB1ΔIEC 마우스의 

간문맥에서 분리한 혈청에서 CCK 의 양이 증가되었으며, 맹장의 색이 어두운 

녹갈색을 띠며, 크기가 증가되어 있는 것을 관찰하였다 (그림 15d,e). 이전 

연구에서 CCK는 쓸개 수축을 유발하며 (Chandra and Liddle, 2007), 담즙 색소는 

대변의 색을 어둡게 한다고 보고되었다 (Hundt et al., 2022). 그러므로, 4 시간 

금식 시킨 마우스에서 간, 쓸개, 소장, 간문맥에서 분리한 혈청, 맹장, 대장을 

분리하여 총 담즙산 양을 측정하였다. LKB1ΔIEC 마우스의 소장에서 총 담즙산 

양이 유의하게 증가하였으며, 장간 순환 내의 총 담즙산으로 정의되는 총 

담즙산 pool (간, 쓸개, 소장의 담즙산의 합) 크기가 증가하였다 (그림 16). 

반면, 간, 쓸개, 간문맥에서 분리한 혈청, 맹장, 대장, 대변의 담즙산 양에는 

유의적인 차이가 없었다 (그림 16). 따라서, LKB1 결손이 담즙산의 배출에는 

영향을 미치지 않으면서 소장에 담즙산을 축적시키는 데 영향을 미친다고 할 수 

있다. 담즙산은 간과 장 내에 존재하는 담즙산 양에 따라 negative feedback 에 

의해 합성되는 양이 조절된다(Gonzalez-Regueiro et al., 2017). 따라서 LKB1ΔIEC 

마우스의 담즙산 pool 크기를 증가시키는 요인이 무엇인지 알아보기 위하여 

장의 담즙산 feedback 경로와 관련된 유전자의 발현을 확인하였다. 담즙산 

수용체 중에서 LKB1ΔIEC 마우스의 회장에서 TGR5 의 발현량이 유의하게 

감소하였으나, FXR 과 비타민 D 수용체 (Vitamin D receptor, VDR)의 발현량은 

변화가 없었다 (그림 17a). FXR 의 발현량에는 변화가 없음에도 불구하고 담즙산 

합성과 이동과 관련되어 있는 FXR의 타겟 유전자 (i.e., FGF15, Shp, Ibabp, 

Ost)의 mRNA 양이 LKB1ΔIEC 마우스에서 낮아져 있었다 (그림 17b). 반면, 회장의 

담즙산 재흡수와 관련되어 있는 Asbt 의 발현량에는 변화가 없었다 (그림 17c). 
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이전 연구에서 장 상피세포에서 점막 고유층(lamina propria)으로 담즙산을 

이동시키는 데 관여하는 Ost/의 발현이 감소되면 장 상피 세포에 담즙산을 

축적시키고, 장의 형태를 변화시킨다고 보고하였다 (Ferrebee et al., 2018). 

그러나, LKB1ΔIEC 마우스의 소장에서 담즙산이 증가된 것은 주로 소장의 내강에 

축적되었기 때문이며, 장 상피세포를 포함하는 소장 조직에서 담즙산 양에는 

변화가 없었다 (그림 18a). LKB1ΔIEC 마우스에서 FGF15 의 발현량이 감소된 것과 

간에서 CYP7a1 의 발현이 유의하게 증가한 것을 확인하였다 (그림 18b). 따라서, 

장 상피세포의 LKB1 결손은 CYP7a1 과 FGF15 가 매개된 feedback 조절을 

방해함으로써, 담즙산의 합성을 증가시킨다. 
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Figure 15. LKB1ΔIEC mice promoted the secretion of bile acid-related peptide hormones. 

(a) Representative images of IF staining for chromogranin A (red) and quantification of 

enteroendocrine cells per three crypt-villus axis in the SI (n = 3 / group). Bar = 50 μm. (b) The 

heat map of differentially expressed genes (DEGs; fold change ≥ 1.5, p < 0.05) of the gut 

hormones based on RNA-seq data of the SI ileum from LKB1 f/f and LKB1ΔIEC mice. (c) 

mRNA levels of GCG and CCK in the duodenum and ileum (n = 4–5 / group). (d) CCK level 

was measured in serum from portal venous blood (n = 5 / group). (e) The representative image 

of cecum. Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted using 

Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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Figure 16. Bile acid pool size was increased in LKB1ΔIEC mice. Total BA concentration in 

the liver, gallbladder (GB), SI, and total pool (liver + GB + SI) from mice fasted for 4 h (n = 

6–7 / group). BA levels in the portal serum, cecum and colon, and feces (n = 6–9 / group). 

Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted using Student’s t-

test. **p < 0.01. 
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Figure 17. FXR target genes were lowered in the SI ileum of LKB1ΔIEC mice. mRNA 

expression levels of BA receptors (a), FXR target genes (b), and BA transporter (Asbt; i) (c) 

in the SI ileum were measured by qPCR (n = 6 / group). Data are represented as mean ± SEM. 

Statistical analyses were conducted using Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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Figure 18. Increased BA of the SI in LKB1ΔIEC mice primarily accumulated in the SI 

lumen. (a) Total BA concentration in the SI ileum tissue and SI luminal contents (n=4–5 / 

group). (b) Gene expression of enzymes involved in BA synthesis in the liver was assessed (n 

= 3–4 / group). Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted using 

Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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4. LKB1결손은 FXR에 비의존적으로 FGF15/19 의 분비를 감소시킨다. 

LKB1ΔIEC 마우스에서 순환하는 총 담즙산 양이 증가했음에도 불구하고 FXR 하위 

유전자의 발현은 감소하였다. LKB1ΔIEC 마우스에서 FXR 매개 신호 전달 과정이 

작동하는 지 알아보기 위하여 FXR agonist 인 obeticholic acid (OCA)를 

처리하였다. Vehicle (10% DMSO, 90% 해바라기유) 또는 OCA 를 5일간 경구투여 

하였다. OCA 를 투여하였을 때, LKB1ΔIEC 마우스의 소장에서 담즙산 양과 담즙산 

pool 크기가 유의적으로 감소하였고 (그림 19a), 맹장의 크기 또한 감소하였다 

(그림 19b). 또한 소장에서 Shp 와 FGF15 의 발현이 증가되었으며, 간에서 

CYP7a1 과 CYP8b1 의 발현은 감소하였다 (그림 19c). 이를 통하여, LKB1ΔIEC 

마우스에서 OCA 가 FGF15/19 의 생성을 자극하고, 비정상적인 담즙산 생성을 

억제함을 확인하였다. 이러한 결과는 LKB1ΔIEC 마우스에서 FXR 경로는 온전한 

것을 의미한다. LKB1 knock down 이 장 상피세포의 FXR 경로와 FGF15/19 발현에 

직접적으로 영향을 미치는지 알아보기 위하여, 사람 장 상피세포 (i.e., Caco2, 

HT-29 cell line)에 LKB1 siRNA 를 형질주입 (transfection)하였다. siRNA 를 

매개하여 장 상피세포에서 LKB1 knockdown (약 50-70%)시켰을 때 FXR, FGF19, 

Shp의 mRNA 발현에는 영향을 미치지 않았다 (그림 20a). 또한 장 상피세포에서 

LKB1을 결손 시켰음에도 FXR agonist (GW4064)를 처리했을 때, FXR 활성에는 

영향을 미치지 않는 것을 luciferase reporter assay 를 통해 확인하였다 

(그림 20b). 이는 LKB1이 직접적으로 FXR 경로를 조절하지 않는 것을 의미한다. 

그러나, LKB1 siRNA 를 처리한 후 배양한 배지에서 FGF19 단백질 양이 유의하게 

감소되는 것을 확인하였다 (그림 20c). western blot 을 통해 LKB1 이 결손되었을 

때 FGF19 단백질 양이 감소된 것을 확인하였으며 (그림 20d), 이는 LKB1 결손이 

세포 자율적 (cell-autonomous)이고, 전사와 관계없는 방식으로 FGF19 단백질 

양을 조절한다는 것을 의미한다. 따라서 LKB1 결손이 FXR 에 비의존적으로 

FGF15/19의 분비를 감소시킨다고 생각된다. 
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Figure 19. OCA stimulates FGF15/19 production and inhibits abnormal BA production 

in LKB1ΔIEC mice. (a-c) Mice were administered vehicle (10% DMSO and 90% sunflower 

oil) or obeticholic acid (OCA, 30 mg/kg) by oral gavage (over 4 consecutive days and 4 h 

before euthanasia) (n = 4–5 / group) and euthanized after fasting for 4 h. (a) BA levels in the 

liver, GB, SI, and (b) cecum weight were measured. (c) mRNA expression levels in the SI 

ileum (left) and liver (right). Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were 

conducted using one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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Figure 20. LKB1 depletion in human IECs decreased FGF19 protein level in an FXR-

independent manner. (a) Caco2 cells were transfected with 10 nM scrambled control or 

LKB1 small interfering RNA (siRNA). Expression levels of LKB1, FXR, FGF19, and Shp 

were measured by qPCR at 48 h after transfection (n = 6 / group). (b) Caco2 cells transfected 

with FXR response element (FXRE) luciferase reporter and control or LKB1 siRNA (10 nM) 

were treated with GW4064 (5 μM) or vehicle at 24 h post-transfection. After 24 h of treatment, 

luciferase activity was measured (n = 6 / group). (c and d) After siRNA (25 nM) transfection 

in HT-29 cells for 48 h, FGF19 protein level was measured with cell culture supernatants using 

ELISA (c, n = 4 / group), and with cell extracts by Western blot analysis (d). Data are 

representative of two independent experiments. Data are represented as mean ± SEM. 

Statistical analyses were conducted using Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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5. LKB1ΔIEC 마우스는 결합 담즙산이 축적되었고, BSH 생성 박테리아가 

감소되었다. 

In vitro 에서 장 상피세포의 LKB1 결손이 FXR 신호 전달에 영향을 주지 않는 

것을 확인하였다. 그러나 LKB1ΔIEC 마우스에서 FXR 타겟 유전자가 유의하게 

감소하였기 때문에 이에 영향을 미치는 요인이 무엇인지 확인하였다. 담즙산은 

FXR agonist 또는 antagonist로써 작용하여 FGF15/19의 생성에 영향을 주기 

때문에 담즙산 조성을 분석하였다. LKB1f/f 마우스 대비하여 LKB1ΔIEC 마우스의 

회장에서 cholic acid (CA), taurocholic acid (TCA), T-MCA, deoxycholic acid 

(DCA)의 양이 높아져 있음을 확인하였다 (그림 21a). LKB1ΔIEC 마우스의 회장에서 

증가된 담즙산은 주로 결합 담즙산이다 (그림 21b). LKB1ΔIEC 마우스의 대변에서 

일차 담즙산은 낮아져 있고, 이차 담즙산은 증가되어 있었다 (그림 21c,d). 

이러한 결과는 장 상피세포의 LKB1 결손이 담즙산 pool 크기를 증가시키고, 

담즙산 조성을 바꾼다는 것을 보여준다. 다음으로, 장내 미생물이 담즙산 

조성에 영향을 미치는지를 확인하기 위하여 소장의 장내 미생물 조성을 

확인하였다. LKB1ΔIEC 마우스와 그들의 대조군 littermate 를 코하우징 

하였음에도, Akkermansia 가 높아져 있었다 (그림 22a). LKB1ΔIEC 마우스에서 

OTU수는 유의적인 차이가 없었으나, Shannon index 가 LKB1f/f 마우스 대비하여 

유의적으로 감소하였다 (그림 22b). Beta diversity 를 통하여 LKB1f/f마우스와 

LKB1ΔIEC 마우스 사이의 박테리아 조성이 유의하게 차이나는 것을 확인하였다 

(그림 22c). 16S rRNA 프로파일을 기반으로 한 PICRUSt (Phylogenetic 

investigation of communities by reconstruction of unobserved states) 예측 

분석을 통하여 장내 미생물의 functional capacity 를 확인하였다. LKB1ΔIEC 

마우스에서 BSH와 일차 담즙산을 생성하는 데 관여하는 유전자의 양이 유의하게 

감소되었다 (그림 23a). 이와 관련하여 LKB1ΔIEC 마우스에서 기존 보고되었던 BSH 

활성을 갖는 Lactococcus, Streptococcus, Bifidobacterium, Enterococcus, 

Staphylococcus, Blautia 등의 미생물 속 (genera)의 양이 유의하게 

감소하였으며 (Dong et al., 2015; Song et al., 2019), 또한 Lactobacillus의 

양도 감소하는 경향을 보였다 (그림 23b). 또한, LKB1ΔIEC 마우스의 장 

내용물에서 BSH 활성이 유의하게 감소하였다 (그림 23c). 그러므로, LKB1ΔIEC 
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마우스에서 BSH 생성 박테리아의 감소가 담즙산 대사를 변화시키고, 특히 FXR 

antagonist로 작용하는 T-MCA 의 축적을 이끌었을 것으로 생각된다.  
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Figure 21. LKB1ΔIEC mice exhibited altered SI and fecal BA composition. (a) BA profile 

of the SI and (b) the levels of conjugated, primary, and secondary BAs (n = 7 / group). (c) BA 

profile of the feces and (d) the levels of conjugated, primary, and secondary BA (n = 5–7 / 

group. Data are representative of two independent experiments. Data are represented as mean 

± SEM. Statistical analyses were conducted using Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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Figure 22. Microbiota composition in the SI of LKB1f/f and LKB1ΔIEC mice housed in 

two different cages. (a-c) 16S rDNA sequencing in the SI of LKB1f/f and LKB1ΔIEC mice 

housed in two different cages (n = 5 / group) was performed. (a) Relative abundance of OTUs 

at family levels. (b) Observed OTUs and the Shannon diversity index were determined. (c) 

PCoA of weighted UniFrac distances was conducted. Data are representative of two 

independent experiments and represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted 

using Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01.   
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Figure 23. LKB1ΔIEC mice had increased levels of conjugated BAs and reduced BSH-

producing bacteria in the SI. (a-c) 16S rDNA sequencing in the SI of LKB1f/f and LKB1ΔIEC 

mice housed in two different cages (n = 5 / group) was performed. (a) Relative abundance of 

genes involved in primary BA biosynthesis (ko00120) and bile salt hydrolase (BSH; k01442) 

were estimated by Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of 

Unobserved States (PICRUSt) prediction analysis. (b) Relative abundance of BSH-producing 

genera was calculated. (c) The BSH activity of SI content was examined using an agar plate 

assay. The size of white precipitate halos was measured (n = 6 / group). Data are representative 

of two independent experiments and represented as mean ± SEM. Statistical analyses were 

conducted using Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01.   
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6. 장 상피세포의 LKB1 결손은 레티놀 대사를 저해하며, 이는 FGF15/19 

생성에 영향을 미친다. 

레티노산은 FXR 과 이종 이합체를 형성하는 (He et al., 2013) 레티노이드 X 

수용체 (retinoid X receptor, RXR)에 결합함으로써 FGF15/19의 발현을 조절한다 

(Schmidt et al., 2010). KEGG 경로 enrichment 분석을 통해 LKB1f/f마우스와 

LKB1ΔIEC 마우스의 소장에서 differentially expressed genes (DEGs)를 

확인하였으며, 레티놀 대사에서 유의한 차이를 나타냈다 (그림 24). 또한, 

레티놀을 레티노산으로 생 합성하는 데 관여하는 유전자 (Adh1, Adh6a, Rdh7, 

Aldh1a1, and Aldh1a3)가 LKB1ΔIEC 마우스에서 유의하게 감소되어 있었다 

(그림 25a). 액체 크로마토그래피-질량분석기 (LC-MS/MS)로 소장과 간에서 

레티놀과 레티노산의 양을 정량하였다. LKB1f/f 마우스와 LKB1ΔIEC 마우스의 

소장에서 레티놀과 atRA 의 양에는 차이가 없었으며, 간에서 atRA 의 양에는 

차이가 없었으나, LKB1ΔIEC 마우스의 간에서 레티놀의 양은 유의하게 증가되었다 

(그림 25b). 이러한 결과는 LKB1ΔIEC 마우스에서 레티놀 대사의 변화를 나타내는 

증거를 제공한다. LKB1ΔIEC 마우스의 공장(jejunum)과 회장에서 레티날을 

레티노산으로 전환하는 데 중요한 역할을 하는 알데히드 탈수소효소 (Aldehyde 

dehydrogenases, ALDH)가 낮아져 있는 것을 확인하였다 (그림 26, 27) (Vasiliou 

et al., 2000). 비타민 A를 투여하였을 때 LKB1ΔIEC 마우스의 회장 조직에서 9-

cis retinoic acid (9cRA)가 유의적으로 감소되었으며 (그림 28a), 이는 LKB1ΔIEC 

마우스의 회장에서 레티노산의 생합성이 감소되어 있음을 의미한다. 또한, 

비타민 A를 투여하였을 때 LKB1f/f 마우스에서 FGF15 의 발현이 증가하였으나, 

LKB1ΔIEC 마우스에서는 FGF15의 발현에 차이가 없었다 (그림 28b). 반면, LKB1ΔIEC 

마우스에서 높게 발현되어 있던 간의 CYP7a1의 발현이 비타민 A를 투여함으로써 

감소되었다(그림 28b). 이전에 연구에서 비타민 A를 투여하면 CYP7a1 의 발현이 

감소된다고 보고하였다(Schmidt et al., 2010). 따라서 비타민 A 를 투여한 

LKB1ΔIEC 마우스에서 CYP7a1 의 발현이 감소된 것은 장의 FXR-FGF15/19 신호 전달 

경로의 활성에 의한 것이 아니라, 추가적으로 투여한 비타민 A 매커니즘에 의한 

것으로 추정된다. 또한 장 오가노이드를 사용하여 LKB1 이 결손된 장 

상피세포에서 레티놀과 레티노 산이 FGF15 의 발현을 자극하는 지 알아보았다. 
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LKB1f/f 마우스 장 오가노이드 대비하여 LKB1ΔIEC 마우스의 장 오가노이드에서 

레티노산의 생합성과 관련된 유전자의 발현이 낮아진 것을 확인하였다 

(그림 29a). LKB1f/f 마우스의 소장 오가노이드에 레티놀, 9cRA, atRA 를 

처리하였을 때 FGF15 의 발현이 증가하였으나, LKB1ΔIEC 마우스의 소장 

오가노이드에서는 atRA 를 처리하였을 때에만 FGF15 의 발현이 증가하였다 

(그림 29b). 이러한 결과는 LKB1ΔIEC 마우스에서 레티놀을 레티노산으로 전환하는 

과정의 장애가 FGF15/19 신호 전달을 방해하는 근본적인 매커니즘일 가능성을 

제시한다. 
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Figure 24. The top 20 most enriched KEGG pathways. The top 20 most enriched KEGG 

pathways of DEGs based on RNA-seq data of the SI ileum from LKB1f/f and LKB1ΔIEC mice 

(n = 3 / group). 

  



４９ 

 

Figure 25. LKB1ΔIEC mice showed impaired retinol conversion to retinoic acids in the SI. 

(a) The partial scheme of retinol metabolism focuses on retinoic acid (RA) synthesis from 

retinol. DEGs along the pathway are shown in the boxes. Blue and red colors indicate 

downregulation and upregulation in the SI ileum from LKB1ΔIEC mice compared with LKB1f/f 

mice, respectively. The numbers in brackets indicate fold change in RNA-seq (n = 3 / group). 

(b) Quantification of retinol and all-trans retinoic acid (atRA) in the whole SI and liver of 

LKB1f/f and LKB1ΔIEC mice was conducted using LC-MS/MS (n = 6 / group). Data are 

represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted using Student’s t-test. **p < 

0.01 compared with the control mice of the same treatment group. 
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Figure 26. Gating strategy. Gating strategy and aldehyde dehydrogenase (ALDH) activity in 

IECs from mice in the presence of the ALDH inhibitor DEAB (diethylaminobenzaldehyde). 

  



５１ 

 

Figure 27. Aldehyde dehydrogenase (ALDH) activity decreased in the jejunum and ileum 

of LKB1ΔIEC mice. Aldehyde dehydrogenase (ALDH) activity in IECs was detected using the 

Aldefluor assay and measured by flow cytometry (n = 4 / group. Data are represented as mean 

± SEM. Statistical analyses were conducted using Student’s t-test. *p < 0.05; compared with 

the control mice of the same treatment group. 
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Figure 28. Quantification of Retinoid and change of FXR target gene expressions in 

LKB1ΔIEC after Vitamin A administration. (a and b) LKB1f/f and LKB1ΔIEC mice were orally 

treated with vehicle or 100 mg/kg retinyl palmitate (Vit A) for 16 h. (a) Quantities of retinol 

and RAs, including atRA, 9-cis RA (9cRA), and 13-cis RA (13cRA), were measured in ileum 

tissues using LC-MS/MS (n = 5 / group). (b) Gene expression of FGF15 in the ileum and 

CYP7a1 in the liver was measured (n = 5–6 / group). Data are representative of two 

independent experiments. Data are represented as mean ± SEM. Statistical analyses were 

conducted using Student’s t-test. *p < 0.05; **p < 0.01 compared with the control mice of the 

same treatment group. #p < 0.05; ##p < 0.01 compared with the vehicle of the same genotype. 
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Figure 29. LKB1ΔIEC mice expressed a lower level of genes related to RA biosynthesis. (a) 

mRNA expression levels of enzymes associated with retinol metabolism and Rarb, a gene 

positively regulated by RA, in the SI organoids were measured by qPCR (n = 5–6 / group). (b) 

SI organoids from LKB1f/f and LKB1ΔIEC mice were treated with DMSO, retinol, 9cRA, or 

atRA for 3 days. Fgf15 expression was measured by qPCR (n = 7 / group). Data are 

representative of two independent experiments. Data are represented as mean ± SEM. 

Statistical analyses were conducted using Student’s t-test and one-way ANOVA with Tukey’s 

post-hoc test. *p < 0.05; **p < 0.01 compared with the control mice of the same treatment 

group 
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7. 고지방식이를 투여한 LKB1ΔIEC 마우스에서 당내성이 개선되고, 에너지 

소비가 증가하였다. 

담즙산은 콜레스테롤로부터 합성되고 지질 흡수를 촉진시키기 때문에 (Staels 

and Fonseca, 2009), FXR, FGF15/19, CYP7a1의 변이는 혈중 지질을 바꾼다 (Li 

et al., 2011; Xu et al., 2016; Zhang et al., 2017). LKB1ΔIEC 마우스에서 

순환하는 담즙산의 양이 증가했음에도 (그림 12), LKB1f/f 마우스와 LKB1ΔIEC 

마우스의 혈청 내 free fatty acids (FFA), triglyceride (TG), total 

cholesterol (TC)의 양과 대변의 FFA 양에는 차이가 없었다 (그림 30a,b). 

올리브 오일을 투여한 후에도 혈청과 소장의 TG 양에 차이가 없었으며 

(그림 30c), 이는 식후 지방 흡수에는 LKB1이 관여하지 않음을 나타낸다. 이전 

연구들은 장내 FXR 신호가 전신 대사에 관여할 수 있다고 보고하였는데 (Fang 

et al., 2015; Li et al., 2013), 이와 같은 사실을 확인하기 위해 장의 LKB1을 

결손시켰을 때 숙주의 대사에 어떤 영향을 미치는지 알아보았다. LKB1f/f 

마우스와 LKB1ΔIEC 마우스에 고지방식이를 투여하였을 때, 몸무게 변화와 식이 

섭취량은 유사하였으나 (그림 31a,b), 고지방식이를 섭취한 LKB1ΔIEC 마우스에서 

소장의 담즙산 pool 과 총 담즙산 pool 이 증가하였다 (그림 32a). 또한 

고지방식이를 섭취한 LKB1ΔIEC 마우스는 LKB1f/f 마우스와 대비하여 소장에서 

FGF15의 발현이 감소하였고, 간에서 CYP7a1 의 발현이 증가하였다 (그림 32b). 

고지방식이를 섭취한 LKB1ΔIEC 마우스에서 BSH 생성 박테리아가 감소하는 경향을 

보였다 (그림 33). 고지방식이 LKB1ΔIEC 마우스는 당내성 검사 (GTT)에서 LKB1f/f 

마우스보다 더 빠르게 체내 혈당을 조절하였으나, 인슐린 민감성 (ITT)은 

유사하였다 (그림 34). 대사 분석을 통하여 명 주기 (light cycle)에는 

고지방식이를 한 LKB1ΔIEC 마우스에서 에너지, 산소 및 이산화탄소 소비량이 

증가하였으며, 이는 LKB1ΔIEC 마우스에서 휴식 대사량이 증가하였음을 보여준다. 

하지만 암 주기 (dark cycle)에는 LKB1f/f 마우스와 차이가 없는 것을 확인하였다 

(그림 35a-c). 종합적으로, 장의 LKB1 결손은 고지방식이로 인해 유발된 당 

내성을 개선시키고 에너지 소비를 증가시킨다. 
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Figure 30. Lipid profiles were not affected by intestinal LKB1 deletion. (a) Serum levels 

of free fatty acids, triglyceride, and total cholesterol were assessed in 8 weeks of mice using 

colorimetric assay kits (n = 4–6 / group). (b) Levels of free fatty acids in feces were measured 

(n = 5 / group). (c) Triglyceride concentrations in the SI and serum were measured at 4 h after 

oral gavage of olive oil (10 μl / g of body weight) (n = 3 / group). Data are represented as mean 

± SEM. Statistical analyses were conducted using Student’s t-test. 
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Figure 31. Comparison of body weight and food intake between LKB1f/f and LKB1ΔIEC 

which fed a high-fat diet. (a) Body weights of LKB1f/f (n = 9) and LKB1ΔIEC (n = 11) mice 

fed a high-fat diet (HFD) for 6 weeks. (b) Daily food intake for HFD-fed LKB1f/f (n = 5) and 

LKB1ΔIEC (n = 7) mice during Weeks 1 to 6. Data are representative of two independent 

experiments and represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted using 

Student’s t-test and two-way ANOVA with Bonferroni’s post-hoc test. 
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Figure 32. Bile acid pool size and FXR target gene expression were retained in LKB1ΔIEC 

mice under high-fat diet conditions. (a) BA concentration in the liver, GB, SI, and total pool 

(liver + GB + SI) (n = 4 / group). (b) mRNA expression levels in the SI ileum (left) and liver 

(right) (n = 3–4 / group). Data are representative of two independent experiments and 

represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted using Student’s t-test. *p < 

0.05; **p < 0.01. 
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Figure 33. LKB1ΔIEC mice on a high-fat diet reduced BSH-producing bacteria in the 

cecum. Quantification of BSH-producing bacteria 16s rDNA gene copies in the cecal contents 

by qPCR (n = 8–11 / group). Data are representative of two independent experiments and 

represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted using Student’s t-test. *p < 

0.05; **p < 0.01. 
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Figure 34. LKB1ΔIEC mice on a high-fat diet exhibited improved glucose intolerance. 

Glucose tolerance test (GTT) and insulin tolerance test (ITT) were performed on mice fed an 

HFD for 6 and 8 weeks, respectively (n = 8 / group). Data are representative of two 

independent experiments and represented as mean ± SEM. Statistical analyses were conducted 

using two-way ANOVA with Bonferroni’s post-hoc test. *p < 0.05; **p < 0.01. 
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Figure 35. LKB1ΔIEC mice on a high-fat diet exhibited improved increased energy 

expenditure. (a and b) Energy expenditure, and (c) O2 consumption and CO2 production rate 

were measured by the comprehensive laboratory animal monitoring system (CLAMS) after 7 

weeks of HFD feeding. Bar graphs indicate the average value during the light and dark cycle 

(n = 7–8 / group). Data are representative of two independent experiments and represented as 

mean ± SEM. Statistical analyses were conducted using Student’s t-test and two-way ANOVA 

with Bonferroni’s post-hoc test. *p < 0.05. 
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고찰 

본 연구에서 장 상피세포에서 LKB1 이 결손 되었을 때, FGF15/19의 생성이 

감소되었고 그 결과 간에서 CYP7a1의 발현과 담즙산 pool이 증가되었다. LKB1의 

결손은 FXR 과 관계없이 직접적으로 FGF15/19 의 분비를 감소시켰다. LKB1ΔIEC 

마우스에서 FGF15/19가 감소한 것은 BSH 생성 박테리아의 감소, T-MCA의 증가, 

레티놀 대사 장애에 의해 나타난 것으로 생각된다. 이를 통하여, 장 상피 

세포의 LKB1 signaling은 담즙산 대사를 통하여 숙주의 항상성을 유지하는데 

필수적일 것으로 사료된다. 

장 상피세포의 LKB1 은 분비 계열 세포의 분화와 성숙에 영향을 미친다. 최근 

발표된 연구에서 LKB1이 결손되면, pyruvate dehydrogenase kinase 4가 증가되고 

이는 분비 계열 세포 형성에 필수적인 Atoh1 의 발현을 증가시킨다고 보고되었다 

(Gao et al., 2020). 본 연구에서 Atoh1 의 하위 유전자인 Gfi1 와 Spdef 의 

발현이 증가하는 것을 확인하였는데, 이 유전자는 직접적으로 파네스 세포와 

술잔세포 같은 분비계열의 세포로 분화하는 데 영향을 주는 것으로 알려져 있다 

(Gregorieff et al., 2009; Shroyer et al., 2005). 장관 전층 (whole intestinal 

tract)에서 술잔세포의 과형성이 관찰되었고, 장 크립트의 파네스 세포에서는 

세포의 크기 증가와 더불어 mucin 을 함유하는 형태학적 이상이 관찰되었다. 

이전 연구에 따르면, 이러한 세포를 ‘intermediate’ 술잔, 파네스 세포라고 

하였고 (Jackson et al., 2020; Shorning et al., 2009), Spdef의 과발현은 

직접적으로 술잔/파네스 세포의 전구 세포를 술잔 세포로 분화하게끔 유도하고 

파네스 세포의 감소를 유발한다고 보고되었다 (Noah et al., 2010). 이를 통해 

LKB1ΔIEC 마우스에서의 분비계열 세포의 비 정상적인 형태를 설명할 수 있다. 

본 연구에서 우선적으로 LKB1ΔIEC 마우스에서의 담즙산 대사에 초점을 

맞추었는데, 이는 SIRT1 과 AMPK가 각각 LKB1의 상위, 하위 단계에 존재하며, 

장에 존재하는 SIRT1과 AMPK가 담즙산의 항상성을 조절한다는 것이 기존에 보고 

되어있기 때문이다 (Kazgan et al., 2014; Lien et al., 2014). 장의 SIRT1 을 

결손 시킨 마우스는 담즙산 합성과 CYP7a1의 발현이 증가되어 있고, 담즙산 
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pool 크기는 변하지 않았으나 대변으로 배출되는 담즙산의 양은 증가되어 있다 

(Kazgan et al., 2014). 저자들은 장에서 SIRT1 결손이 hepatocyte nuclear 

factor-1 (HNF-1) 신호 전달 경로를 손상시키고 FXR, Asbt 와 같은 하위 

유전자의 발현을 감소시킨다고 보고하였다 (Kazgan et al., 2014). 본 연구를 

통해 LKB1 결손이 이러한 유전자의 발현에는 영향을 미치지 않는다는 것을 

확인하였으며, 이는 LKB1 이 HNF-1 신호 전달 경로에 영향을 미치지 않는 것을 

의미한다. LKB1ΔIEC 마우스에서 담즙산 pool이 증가하였지만, 대변으로 배출되는 

담즙산의 양은 변하지 않았다. 이러한 결과는 GF 마우스에서 담즙산 pool 이 

증가하였으나, 대변으로 배출되는 담즙산의 양이 감소하였다는 이전 연구 

결과와 일치한다 (Sayin et al., 2013). 또한 마우스에 BSH 활성을 갖는 

프로바이오틱스 (probiotics)를 투여하였을 때, 담즙산 배출량이 증가되었다고 

보고되었다 (Degirolamo et al., 2014). 따라서, LKB1ΔIEC 마우스에서 대변으로 

배출되는 담즙산 양의 변화 없이 소장에서 담즙산 pool 이 증가한 것은 회장 

말단의 Asbt 에 의해 재흡수되는 결합 담즙산이 증가되었기 때문이라고 추정된다 

(Chiang, 2013). 

In vitro 실험에서 LKB1 의 발현을 억제하였을 때, FXR 에 비의존적으로 

FGF15/19 의 단백질 발현이 유의적으로 감소되는 것을 확인하였다. 이전 

연구에서 공초점 현미경을 이용한 면역 형광법과 면역 침강법 (co-

immunoprecipitation)을 통해 Diet1 이 FGF15/19 단백질과 직접적으로 

상호작용하는 것을 확인하였고, 이는 Diet1 이 FXR 과 관계없이 

posttranslational modification 을 통해 단백질 수준에서 FGF15/19 의 양을 

조절한다는 것을 증명하였다 (Vergnes et al., 2013). 그러므로, LKB1 또한 

posttranslational modification 을 통해 FGF15/19 의 양을 조절할 수 있을 

것으로 추정한다. 

In vivo 에서 FXR 타겟 유전자가 크게 감소하였는데, 이는 간접적으로 

FGF15/19의 발현을 저해하는 다른 요소들이 있음을 시사한다. 이러한 결과는 

LKB1ΔIEC 마우스 소장의 T-MCA 가 증가하여 FXR 의 활성화를 억제한 것으로 

추측된다. LKB1ΔIEC 마우스에서 BSH 생성 박테리아의 감소, 미생물의 다양성 

(microbial diversity)과 군집 (community) 변화를 유발하였고, 이는 코하우징 
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하였음에도 개선되지 않았다. 이러한 특정 박테리아의 과증식과 변화된 조성은 

LKB1ΔIEC 마우스의 특징적인 장내 환경 (defensin, mucin, bile acid)에 기인한 

것으로 생각한다 (Menendez et al., 2010; Ridlon et al., 2014; Wu et al., 

2018). 예를 들어, 높은 농도의 CA와 DCA는 막의 완전성 (membrane integrity)을 

교란시킴으로 Bifidobacterium 과 Lactobacillus 의 성장을 저해한다고 알려져 

있다 (Kurdi et al., 2006). 따라서, LKB1ΔIEC 마우스 소장에서 증가된 CA와 

DCA가 이러한 박테리아의 abundance 를 감소시켰을 것으로 생각된다. 

장 상피세포의 LKB1의 결손은 불완전한 레티놀 대사를 유발하였으며, 또한 

RXR 을 통해서 FXR 의 하위 유전자의 발현에 영향을 미칠 수 있다는 것을 

확인하였다. LKB1ΔIEC 마우스에 비타민 A 를 처리하였을 때 9cRA 와 FGF15 가 

감소된 것은 LKB1 이 결손됨으로써, 비타민 A 에서 생물학적 활성을 갖는 

대사물질 (i.e., RA)로 합성되는 과정이 저해되었다는 것을 의미한다. 이처럼 

LKB1 이 레티놀 대사를 조절하는 역할을 한다는 것은 본 연구를 통해 처음 

규명되었다. 이전 연구의 DEG 기반 전사체 분석 (transcriptome analysis)을 

통해 LKB1 결손 유무에 따라 RXR 매개 신호 전달 경로 관련 유전자들이 

유의적으로 변화되어 있는 것을 확인하였다 (Gan et al., 2010). 본 실험에서 

레티노산에 의해 활성화되는 RXR 매개 경로에 대한 LKB1 의 잠재적인 기능을 

규명하였다.  

최근 연구에서, 고지방식이를 투여한 AMPK ΔIEC  마우스와 대조군 마우스의 당 

내성, 에너지 소비를 비교하였을 때 차이가 없는 것을 확인하였다 (Olivier et 

al., 2021). 따라서, LKB1ΔIEC 마우스에서 대사 개선이 나타난 것은 AMPK 와 

관련이 없을 것이라고 추측된다. 최근 논문에서 FXR signaling, 담즙산 pool 

크기가 대사 변화 (metabolic change)에 영향을 줄 수 있다고 보고되었다. FXR 

agonist를 처리한 마우스는 고지방식이로 유도된 비만에 더 취약하며, 담즙산 

pool 크기와 에너지소비가 감소된 것을 확인하였다 (Watanabe et al., 2011). 

반면, 마우스에 intestinal FXR inhibitor 를 처리한 마우스와 CYP7a1 을 과 

발현시킨 transgenic 마우스에서는 담즙산 pool 과 에너지 소비가 증가하였으며, 

고지방식이로 유도한 비만에 저항성을 갖는 것을 확인하였다 (Jiang et al., 

2015; Li et al., 2010). 따라서 LKB1ΔIEC 마우스의 대사 개선 효과는 담즙산 
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pool 의 증가에서 기인한 것으로 생각한다. 그러나 담즙산 pool 크기가 

증가했음에도 불구하고 8 주간 고지방식이를 먹였을 때, LKB1f/f 마우스와 

비교하여 체중에서는 유의한 차이를 보이지 않았다. 이는 LKB1이 에너지 대사를 

조절하기 때문에 담즙산 이외에 다른 요인이 LKB1ΔIEC 마우스의 비만을 

유발하는데 영향을 미쳤을 것으로 생각된다. 

본 연구를 통해 장내 LKB1 이 FGF15/19 signaling 을 통해서 담즙산 합성과 

항상성을 조절한다는 것을 규명하였다. 또한, LKB1 이 레티노산 대사를 조절하는 

역할을 할 수 있을 것으로 사료된다. LKB1, AMPK, SIRT1은 대사 장애와 관련 

있는 유전자이며, 이후 연구를 통해 담즙산 항상성을 유지하기 위한 상호작용에 

대해 더 규명해야 할 것이다. 
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결론 

본 연구를 통해 장내 LKB1 이 FGF15/19 signaling 을 통해서 담즙산 합성과 

항상성을 조절한다는 것을 규명하였다. LKB1 결손이 FXR 에 비의존적으로 

FGF15/19의 분비를 직접 감소시켰다. BSH 생성 박테리아의 감소로 인하여 T-

MCA의 증가된 것과 레티놀 대사 장애로 인한 FGF15/19 의 생성이 저해된 것을 

확인하였다. LKB1, AMPK, SIRT1 은 대사 장애와 관련 있는 잠재성 높은 후보 

유전자이기 때문에 이후 연구를 통해 담즙산 항상성을 유지하기 위한 기전 

규명의 필요성이 높다고 할 수 있다. 

 

(Image was created with BioRender.com) 
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영문 요약 

Liver kinase B1 (LKB1) is a master upstream protein kinase involved in nutrient sensing, and 

glucose and lipid metabolism in many tissues; however, its role in nutrient absorption in 

intestinal epithelial cells (IECs) remains unclear. We thus generated mice with IEC-specific 

deletion of LKB1 (LKB1ΔIEC). LKB1 deletion resulted in abnormal differentiation of secretory 

cell lineages. Unexpectedly, bile acid (BA) pool size increased substantially in LKB1ΔIEC mice. 

A significant reduction of the farnesoid X receptor (FXR) target genes including fibroblast 

growth factor 15/19 (FGF15/19), which is known to inhibit BA synthesis, was found in the 

small intestine (SI) ileum of these mice. We observed that LKB1 depletion reduced FGF15/19 

in human IECs in vitro. Additionally, a lower abundance of bile salt hydrolase-producing 

bacteria and elevated levels of FXR antagonist (i.e., T-βMCA) were detected in the SI of 

LKB1ΔIEC mice. Moreover, LKB1ΔIEC mice showed impaired retinol conversion to retinoic 

acids (RA) in the SI ileum; therefore, vitamin A treatment failed to induce FGF15 production. 

Thus, LKB1ΔIEC mice fed with high-fat diet showed improved glucose tolerance and increased 

energy expenditure. Overall, LKB1 in IECs manages BA homeostasis by controlling 

FGF15/19 production. 
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