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논 문 개 요

국내 비만 유병률은 해마다 증가하고 있으며, 특히 소아청소년기의 비만

은 조기 성인병 발병의 위험성이 높으므로 소아청소년 비만의 예방 및 관리

는 매우 중요하다. 비만의 원인은 에너지 섭취와 소비의 불균형으로 알려져

있으나 에너지 불균형과 관련된 유전자 추적 및 기전 규명 연구는 거의 없

다. 본 연구실에서는 소아비만 코호트를 기반으로 유전체 연구(GWAS)에서

휴지기 대사량(RMR)과 비만(BMI)과의 연관성에 유의적인 상관성을 보이는

유전자 DNAJC6를 도출하였다. DNAJC6 유전자 변이가 신경 퇴행성 질환

(파킨슨병)과 관련이 있고, 전사자리를 공유하는 LEPR promotor와의 유전

자 결손이 소아 비만을 유발시키며, DNAJC6가 암호화한 auxilin이

transferrin, GLUT4 등 endocytosis 기능을 억제한다는 연구가 발표된 바

있다. 그러나 아직까지 DNAJC6의 유전자 발현 차이가 adipogenesis 혹은

thermogenesis에 미치는 영향에 관한 기전 연구가 이루어지지 않고 있다.

따라서 본 연구의 목적은 3T3-L1 지방전구세포에 DNAJC6 유전자를 과발

현(over-expression, Tg+ 군) 혹은 억제(siRNA, Tg- 군)했을 때 지방세포

의 생리학적 기전의 변화를 확인하는 것이다.

DNAJC6 유전자를 과발현 혹은 억제한 3T3-L1 preadipocyte의

adipocyte 분화 과정에서의 생리적 기전을 확인하기 위한 실험 분석을 수행

하였다. 3T3-L1 세포에 DNAJC6 유전자를 과발현하거나 억제할 때 사용되

는 항생제 농도와 transfection reagent 농도를 결정하기 위해 세포생존율

실험을 하였으며, RT-PCR과 western blotting analysis로 DNAJC6 유전자

발현을 확인하였다. 지질 축적 및 세포 핵 손상 정도(DAPI/BODIPY

staining, Oil Red O staining), 지질 분해(TG/free glycerol excretion), 지질

합성 및 분해 관련 인자, adipocytokines 인자, insulin-GLUT4 cascade
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signals 인자(Western blotting analysis), 미토콘드리아 기능(mitochondria

stress test) 등 생리적 기전을 대조군과 비교 분석하였다.

3T3-L1 세포에서 DNAJC6 유전자를 과발현 할 때 분화 8일차에서

DAPI/BODIPY staining과 Oil Red O staining에서 지방구 염색이 되지 않

았고, adipogenesis 인자인 PPARγ , C/EBPα, aP2 발현이 대조군 분화 8일

차 대비 Tg+ 분화 8일차에서 78.18%, 89.76%, 99.52% 유의적으로 감소하였

으며, preadipocyte 인자인 Pref-1 발현이 2.45배 유의적으로 증가하였다. 또

한 lipolysis 인자인 pHSL(Ser563), HSL 발현이 대조군 분화 8일차 대비

Tg+ 분화 8일차에서 73.53%, 88.10% 유의적으로 감소하였으며, 세포 배양

액에서 TG와 free glycerol 농도가 72.19%, 90.84% 감소하였다. 지방 세포

에서 분비하는 아디포사이토카인인 LEPR, leptin, adiponectin 발현이 대조

군 분화 8일차 대비 Tg+ 분화 8일차에 98.55%, 79.83%, 99.94% 유의적으로

감소하였다. 인슐린-GLUT4 신호체계인 insulin receptor β , pIRS(Ser307),

pAkt(Thr308), AS160, GLUT4의 발현이 순차적으로 억제되었다. 세포 내

에너지 결핍 상태에서 Akt의 다른 downstream인 mTOR 활성이 Tg+ 세포

에서 대조군 대비 억제되며 autophagy 인자인 LC3Ⅱ 발현이 유의적으로 증

가하는 조절작용이 있음을 확인하였다. 미토콘드리아 기능 바이오마커인

PGC1α와 UCP1 발현이 대조군 8일차 대비 78.31%, 31.99% 감소하였으며,

미토콘드리아의 산소 소비량과 ATP 생산량이 대조군에 비해 유의적으로

낮았다.

3T3-L1 세포에서 DNAJC6 유전자를 억제 할 때 분화 4일차에서

DAPI/BODIPY staining에서 지방구가 대조군에 비해 강하게 염색되었으

며, Oil Red O staining에서 흡광도 값이 대조군에 비해 1.18배 높았다. 그

리고 분화 8일차에서 leptin, insulin receptor β, GLUT4 발현이 대조군과

유의적인 차이가 나지 않았다. 미토콘드리아 기능 인자인 UCP1 활성도 지
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방세포로의 분화 시에 대조군과 비슷한 발현 양상을 보였다. 그러나 미토콘

드리아의 최대호흡량과 예비호흡용량이 대조군 대비 48.97%, 243.28% 유의

적으로 감소하였다.

결론적으로 DNAJC6 유전자가 과발현된 3T3-L1 세포는 지방 합성과 분

해, 아디포사이토카인 발현, 인슐린-GLUT4 신호체계가 억제되며 미토콘드

리아 증식 및 기능 등이 억제되었다. DNAJC6 유전자가 억제된 3T3-L1 세

포는 대조군에 비하여 분화 중반부에 높은 지방 합성을 보이고, adipocyte

상태에서 정상적인 인슐린-GLUT4 체계를 보이며 UCP1 활성도 대조군과

비슷한 증가 양상을 보였다.

본 연구는 DNAJC6 유전자를 과발현하거나 억제한 3T3-L1 세포로 실험

을 진행하였다. DNAJC6 유전자 억제 효과는 분화 중반부(분화 4일차)부터

증가함에 따라 지방세포의 대사가 빠르게 나타날 것이므로 향후 이를 기준

으로 추가실험이 필요하다. 또한 DNAJC6 유전자 과발현 혹은 억제

transgenic mice를 대상으로 기관 간 상호기전을 규명할 필요가 있다. 그러

나 본 연구는 에너지불균형과 관련된 유전자인 DNAJC6 발현의 차이가 지

방세포의 대사를 조절하는 기전을 확인하였으므로, 향후 에너지 불균형에

따른 비만연구와 관련된 전임상(in vivo) 및 임상(clinics)연구를 위한 기초

자료로 이용될 수 있을 것이다.
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Ⅰ. 서론

1. 비만 발생 후보 유전자

국내 비만 유병률은 2009년 31.3%에서 2019년 33.8%로 약 2.5% 증가하였

으며, 국내 소아청소년의 비만 유병률은 2009년 5.1%에서 2019년 11.1%로

약 6.0% 증가하였다.[1] 비만 유병률은 해마다 증가하고 있으며, 이는 고혈

압이나 고콜레스테롤혈증 등 만성질환 유병률이 전년도와 비슷하거나 증가

하는 양상과 흐름이 유사하다.[2] 국내에서는 비만 예방을 위해 관계부처 합

동 대책 등 다양한 노력을 하고 있지만 지속적으로 증가하는 국내 비만율은

여전히 해결해야 할 문제이다.[3]

소아청소년 비만에 관한 추적 연구 결과 소아청소년 비만의 54.7% 이상이

성인 비만이나 과체중으로 이어졌다.[4] 특히 소아청소년 비만은 정신적 문

제를 일으킬 수 있고 대사 증후군이나 성인병, 인슐린 저항성이 조기에 심

하게 발생한다.[5, 6] 이러한 연구를 토대로 소아청소년 비만은 신체적, 정신

적, 사회적 건강에 악영향을 미치므로 예방과 관리가 요구되며, 소아청소년

비만일지라도 개인의 특성, 환경, 유전 등을 고려한 개인적인 중재가 이루어

져야 비만 예방 및 관리에 효과적일 수 있다.[7]

비만이 되는 요인은 원인을 알 수 없는 특발성 (spontaneous naturally oc

curring), 유전적 요인 (β-3 adrenergic receptor, UCP 1,2,3, PPARγ,, Lepti

n receptor, IRS-1 등), 식이성 요인 (섭취 음식의 에너지 밀도 증가, 음식의

시각적 영향, 달고 짠 음식 섭취, 외식 빈도수 증가), 환경적 요인 (신체활

동 부족, 스트레스로 인한 과식), 호르몬 불균형 등 신경내분비적 원인 (갑

상선기능저하증, 쿠싱증후군, 고인슐린혈증, 시상하부 손상-과식욕, 낮은 기
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초대사율, 자율신경 불균형, 성장호르몬 결핍), 사회 경제적 상태 (식품 회사

의 성장, 나라의 경제력), 약제 섭취 (항정신병제, 항우울제, 경구피임제, 경

구 혈당강하제, 항경련제, 항히스타민제 등) 등이 있으며 관련 기전연구가

다양하게 진행되고 있으며, 일반적으로 대부분 비만환자들은 에너지 섭취와

에너지 소비의 불균형으로 알려져 있다.[8, 9] 최근 인간유전체프로젝트 이

후 향상된 유전체기술의 발달과 함께 글로벌 연구를 통하여 비만후보 유전

자가 인종에 따라 감수성이 다르며 이와 관련된 다양한 유전체 관련 상관성

및 민감성 연구 등 유전적 원인을 이해하는 연구가 이루어지고 있다.[10] 특

히 에너지 소비의 경우 Basal metabolic rate (BMR)을 포함한 Resting Met

abolic Rate (RMR)가 70%를 차지하며 유전성이 강한 인자로 비만의 에너

지 불균형에 관한 유전자 연구로 적절하다.[11] 따라서 본 연구실에서는 기

존에 구축한 소아비만코호트를 활용하여 Genome-wide association studies

(GWAS)기술을 이용해 RMR과 Body Mass Index(BMI) 간 유의적인 상관

성을 보이는 유의적인 유전자로 MAP2K6과 DNAJC6을 도출하였다.[12]

MAP2K6 gene은 in vitro, in vivo, 인체에서 비만과의 관련성을 증명하였

으며 본 연구는 DNAJC6의 in vitro 실험을 디자인한 것이다.[13. 14, 15]

비록 본 실험실의 연구결과인 RMR 관련 유전자 (MAP2K6) 와 에너지 불

균형성 비만과의 관계가 밝혔지만, MAP2K6와 DNAJC6 유전자 기능 및

역할이 매우 다르고 아울러 에너지 불균형에 영향을 주는 유전자와 비만 발

생 간 상관성에 영향을 주는 환경인자 (식생활, 운동 등) 연구는 지속되어야

한다. 따라서 소아에서 도출된 MAP2K6와 DNAJC6 유전자 이외에도 생애

주기별 에너지 불균형에 관련하는 유전자의 탐색 뿐 만 아니라 개인 맞춤형

비만 예방이나 치료를 할 수 있는 연구가 필요하다.
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Figure 1. Domain structures of Hsp70 and Hsp40 family protein.

The type of Hsp40 is divided into the presence or absence of

glycine/phenylalanine (G/F)-rich region, a zinc-finger motif and C-terminal

client-binding domain (CBD).[21]

2. DnaJ family group and DNAJ C6 gene

Heat shock protein은 추위, UV광선, 상처치유, 조직재형성 등 스트레스

동안 발현되는 것으로 알려져 있으며[16], 단백질을 안정화하거나 세포 스트

레스에 의해 손상된 단백질을 다시 접힘으로써 샤페론 기능을 수행한다.[17]

그 중 DnaJ/Hsp40 protein은 기질과의 상호작용을 안정화하여 Hsp70의 A

TPase 활성을 자극해 단백질 번역, 접힘, 풀림, 전이, 분해 등의 기능을 갖

는다.[18] DnaJ protein의 C-말단 영역은 이량체화에 관여하며, 이량체 구조

가 샤페론 활성에 필요하기 때문에 세포 생존에 필수적인 다양한 세포 과정

에 참여한다.[19] DnaJ는 Hsp70 N-terminal에 결합하는 J-domain을 갖고

있으며, Gly/Phe-rich region이나 cysteine 반복 존재에 따라 Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ 유

형으로 분류할 수 있다(Figure 1.).[18, 20, 21] 유형 Ⅰ은 E. coli DnaJ와 유

사하고, 유형 Ⅱ는 포유류 유형이며, 유형 Ⅰ, Ⅱ는 non-native substrates
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Gene
Subject

to Study
Result and Conclusions Reference

DNAJB3 Human Ÿ Decrease expression in obese cases

Ÿ Regulating gene uplift with regular

exercise

[22]

DNAJB9 In vitro Ÿ Gene inhibition : Inhibition of glycolysis

and mitochondria oxidative

phosphorylation in 3T3-L1 cells

[23]

In vivo Ÿ Gene inhibition : leads to obesity

Ÿ Gene overexpression : leads to

improves insulin sensitivity and lowers

plasma glucose levels

Ÿ Gene recrudescence : significant

reduced weight, liver size, and obesity

DNAJC27 Human Ÿ Non-diabetic group :

Increased expression in obese cases

Ÿ Type 2 diabetes group :

No significant difference in expression

[24]

Table 1. Obesity related DnaJ protein.

와 결합해 분자 샤페론 기능을 한다. 유형 Ⅲ은 non-native substrates와 결

합하지 않을 수 있어 그 자체로는 분자 샤페론 기능을 하지 않을 수 있다.

[18] DnaJ protein은 종류에 따라 조직에서 특이적으로 발현되며, 돌연변이

가 발생하면 신경 장애나 일부 비신경장애를 유발한다.[20] DnaJ protein중

비만 발생과 관련 있는 것으로 DNAJB3, DNAJB9, DNAJC27이 있다(Ta

ble 1.).[22, 23, 24]
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DnaJ family에 속하는 DNAJC6 gene은 Hsp40/C6, auxilin, PARK19 등

의 이명이 있다. DNAJC6는 clathrin 매개 endocytosis에서 특이적으로 기

능하는 auxilin을 암호화하고, clathrin uncoating에서 중요한 역할을 하며, c

lathrin으로 둘러싸인 소낭을 분해하기 위한 Hsc70 기능을 지원한다.[25, 27]

DNAJC6는 신경 특이적이며 신경 말단에 풍부하고, 시냅스 소포 재활용 역

할을 할 수 있다.[28, 29] DNAJC6 돌연변이는 소아 파킨슨병이나 간세포

암종의 진행을 촉진한다.[29, 30] 또한 J-Domain에 돌연변이를 가진 Auxilin

은 Hsc70과 정상적 상호작용이 불가능하여 transferrin, GLUT4 등 endocyt

osis 기능을 억제한다는 연구가 발표된 바 있다.[25] DNAJC6 gene 영역

결손과 DNAJC6과 전사자리를 공유하는 LEPR 1p31.3 영역 결손이 7세 아

동에게서 조기 비만이 발생한다는 연구도 있다.[26] 그러나 DNAJC6 gene

의 결핍이나 돌연변이가 비만으로 이어진다는 기전 연구는 없으므로 관련

기전을 연구할 필요가 있다.
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Figure 2. Overview of 3T3-L1 preadipocyte maturation and

expression of adipogenesis protein. [32]

3. 3T3-L1 지방전구세포의 adipogenesis 과정

3-1. Adipogenesis

3T3-L1 지방전구세포는 mouse의 배아에서 파생되었으며, 지방 합성, 지

방 분해, 지방산 산화, browning 과정 연구에 폭넓게 사용되고 있는 세포

모델이다.[31]

3T3-L1 preadipocyte의 100% confluence 이후 cell arrest가 일어나야 지

방세포로 분화를 할 수 있다(Figure 2.). Confluence 과정에서 Pref-1에 의

해 지방 형성으로 가는 과정을 억제한다.[32] 지방 전구세포가 분화하기 전

Cell arrest 상태에서 분화 초기 3-Isobutyl-1-methylxanthine, Dexamethas

one, insulin (MDI) treat 시 Pref-1의 발현은 감소하고 C/EBPβ, C/EBPδ의

발현이 증가하며, 앞서 말한 단백질의 발현이 증가함에 따라 PPARγ와 C/E

BPα의 전사를 유도한다.[32, 33] 분화 후기에는 adipokines, aP2, FAS등 유

전자가 특이적으로 발현하며 세포에 지방구가 생성된다.[34]
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3T3-L1 cells에서 TG가 축적되며, 과도하게 축적될 경우 세포질에서 저

장된 지방구를 표면으로 이동시켜 지방 분해 (lipolysis)를 일으킨다.[35] 지

방 분해는 HSL에 의해 조절되며, HSL은 Protein kinase A (PKA)에 의해

활성화된다.[35] 지방은 인체 내 필수적인 에너지원이므로 에너지 항상성을

위한 적절한 지방 분해 정도를 유지할 필요가 있다.[36, 37]

3-2. Insulin-GLUT cascade system

3T3-L1 cells에 인슐린을 처치하면 지방조직세포막의 포도당 투과성을 증

진시키고, 유입된 포도당은 지방을 합성하는데 사용되어진다(Figure 3.). 인

슐린은 세포막에 있는 insulin receptor α-subunit과 결합해 β-subunit의 ty

rosine kinase domain을 자가인산화하며 활성화시킨다.[38] 인슐린 자극으로

활성화된 자가인산화는 도킹 단백질인 Serine 307 Insulin receptor substrat

e (IRS)의 활성화를 일으켜 Phosphatidylinositol-3-kinase (PI-3K)에 부착

된다.[39] PI-3K는 PIP2, PIP3을 인산화하여 PI3K/PDK1 의존성 인산화를

통해 Threonine 308 Akt를 활성화시킨다.[40, 41] Akt 활성화로 Akt substr

ate 160 (AS160)의 인산화를 촉진하여 Glucose transporter type 4 (GLUT

4)가 endocytosis 작용을 할 수 있도록 세포막과 결합해 포도당을 세포 내

로 운반할 수 있게 된다.[38] 지방세포에서의 인슐린 신호전달이 GLUT4를

원형질막과 융합하는 속도를 증가시키고, 원형질막의 클라트린 기반 세포내

이입 구조에서 GLUT4 축적을 촉진한다.[42] 지방 조직에서 GLUT4가 부족

하면 근육과 간에서 인슐린 저항성을 나타내며, 인슐린 저항성 상태가 되면

지방 조직에 저장된 TG가 유리지방산으로 분해된다.[43]
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Figure 3. Schematic of the Insulin signaling pathway for GLUT4

expression to uptake of glucose. The phosphorylated receptor recruits

and phosphorylates the insulin receptor substrate-1(IRS-1) on tyrosine

residues and activate Akt. AS160 and Rab10 activation plays critical role

in tracking of GLUT4 storage vesicles (GSVs) to the plasma membrane

for influx of glucose.[39, 40, 41, 44]

3-3. Adipocytokines

3T3-L1 cells에서 TG가 축적되거나 분해되면 지방 세포에서 유래한 세포

신호 단백질 사이토카인이 분비되는데, 이는 아디포카인 (adipokine)이라고

불린다.[45] 아디포카인의 분비는 비만, 대사증후군, 당뇨병, 면역 반응과 관

련성이 있기 때문에 에너지 저장에 관련한 질병 발병에 기여한다.[46] 지방

세포에서 지방이 과잉으로 축적되면 전염증성 사이토카인인 렙틴이 분비되

는데, 렙틴은 뇌 시상하부 수용체에 작용하여 식욕을 조절하고, PI3K 경로
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Adipocytokine Inflammatory effect Functions

Leptin Pro-inflammatory

- Partially mimics the action of insulin in the

liver, adipose tissue, and muscle.

- Overcoming insulin resistance, diabetes,

hyperlipidemia, and fatty liver when leptin is

administered in a mouse model that lacks

adipose tissue.

TNF-α Pro-inflammatory

- Fat TNF-α and plasma TNF-α increase in

obesity and insulin resistance.

- However, high production of TNF-α in

accumulated adipose tissue is the cause of

obesity-related insulin resistance.

- Insulin signaling is weakens by TNF-α 

treatment in adipocytes.

Resistin Pro-inflammatory
- High plasma concentrations in insulin

resistant obese mice.

PAI-1 Pro-inflammatory

- Increased in abdominal visceral fat when

obese.

- Associated with type 2 diabetes and

hypertriglyceridemia-expressed in adipocytes.

Adiponectin Anti-inflammatory

- Decreased expression level when obese.

- Inhibition of adipocyte differentiation through

COX-2 pathway.

- Up-regulation of PPARγ expression in

3T3-L1 cells.[47]

Table 2. Types and functions of adipocytokines secreted by

adipocytes. [49]

및 전염증성 사이토카인의 생성을 향상시킨다.[46, 47] 아디포넥틴은 지방조

직에서 발현 분비되는 식욕억제 호르몬으로 항염증성 아디포카인으로 AMP

K 신호 전달 및 PPARγ의 활성화를 통해 지방산 산화와 포도당 흡수를 촉

진하는 등 체지방조절에 중요한 역할을 한다. 비만이 되면 혈중 아디포넥틴

이 감소하여 체지방감소는 아디포넥틴량을 증가시킨다.[48] 또한 지방이 축

적되면서 TNF-α, IL-6 등 염증성 사이토카인을 분비하여 지질 대사 기능

장애에 기여한다.[46] 지방세포에서 지방이 과잉으로 축적되면 항염증성 아

디포카인은 감소하고 전염증성 아디포카인은 증가한다.[46, 49] (Table 2.)
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4. 미토콘드리아 기능

미토콘드리아는 유기물 에너지 자원을 전자전달계의 산화적 인산화과정을

통해 생명활동에 필요한 ATP를 생성하는 역할을 수행하는 중요한 기관이

며 세포의 종류와 기능에 따라 크기와 수는 다양하다. 또한 자체 DNA 및

RNA를 가지고 있어서 세포질유전에도 관여한다. 비만세포는 두 종류가 있

으며 brown adipose tissue (BAT)와 white adipose tissue (WAT)이다. BA

T의 미토콘드리아 역할은 non-shivering thermogenesis로 잘 알려져 있으

나 WAT은 에너지 저장의 역할 외 미토콘드리아의 역할은 매우 제한적이

다. WAT는 저온 및 베타-아드레너직 향상제 공급상황에서 BAT로 전환되

며 미토콘드리아활성이 동반된다. WAT 미토콘드리아는 타 조직에 존재하

는 미토콘드리아와 유사하게 ATP의 주요 공급원 역할을 하며, 세포 분화,

지방생성, 지방분해, 지방산 산화 등 지방세포의 생물학적 과정에 관여한다.

WAT 미토콘드리아 생합성은 adipogenesis에 결정적인 유전자인 PPARγ 

및 관련 agonists 들로 유도할 수 있으므로 지방산 합성, 지방산의 에스터화

(중성지방 합성), 관련 사이토카인분비 기능, 인슐린 민감성, 인슐린 신호 연

계 GLUT4 합성 등 모든 과정이 WAT 미토콘드리아의 기능 활성에 영향을

준다고 할 수 있다.[50]

제2형 당뇨환자, 비만 등 대사성질환에서의 비만세포의 미토콘드리아 기

능손상 밀접한 관계가 있는데 비만세포의 미토콘드리아 기능손상이 비만세

포증식억제, 인슐린저항성, 지질대사 및 산화반응 이상, thermogenesis 이상

등을 야기하기 때문이다.[51] 따라서 본 연구에서는 협의적 의미인 WAT

미토콘드리아 기능을 분석하기보다 전체적인 인체 생리적 조절 및 에너지

항상성에 기여하는 영향력 및 관련된 기전을 보고자한다.
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5. 연구목적

DNAJC6 gene은 파킨슨병 등 신경 퇴행성 질환 연관성 연구가 이루어지

고 있으나[51], 소아비만의 RMR, BMI나 포도당 수송, deletion 시 소아의

조기 비만 유발 등에 관여함에도 비만이나 thermogenesis에 대한 기전연구

가 이루어지지 않고 있다. 그리고 3T3-L1 지방전구세포에서 DNAJC6 gen

e을 과발현 시 지방 생성을 억제했다는 연구 결과가 있으나 knock out 또는

knock down case에서 지방 생성을 유도하는지 여부를 확인하지 않았다.[27]

따라서 DNAJC6 gene을 억제했을 때 지질합성 및 억제, 인슐린 신호전달,

염증 등 기전을 연구할 필요성이 있다.

본 연구의 목적은 3T3-L1 지방전구세포에서 DNAJC6 gene을 과발현 혹

은 억제하였을 때지방 합성 및 분해, 염증반응 (아디포사이토카인 발현), 인

슐린-GLUT4 신호전달 체계, 미토콘드리아의 에너지대사 기능 (thermogene

sis 포함)등 지방세포의 생리학적 메커니즘에 미치는 영향을 확인하는 것이

다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 3T3-L1 세포배양 및 분화

세포는 마우스 배아 3T3-L1 (ATCC, Manassas, VA, USA)를 분양받아

사용하였다. preadipocytes를 10% bovine calf serum (BCS) (Thermo

Fisher Scientific, 26170043, USA), 1% penicillin/streptomycin (P/S)

(Welgene, LS202-02, Korea)이 함유된 Dulbeco’s Modified Eagle Medium

(DMEM) (Welgene, LM001-05, Korea)으로 37℃, 5% CO2에서 배양하였다.

Post-confluent 이후 (Day 0), cells를 10% fetal bovine serum (FBS)

(Capricorn Scientific GmbH, Ebscorfergrund, Germany), 1% P/S이 함유된

DMEM에 0.5mM 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA), 1µM dexamethasone (Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA), 10µg/mL insulin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)을 첨

가하여 differentiation을 유도하며 48시간 배양하고, 10% FBS, 1% P/S이

함유된 DMEM에 10µg/mL insulin을 첨가하여 differentiation을 유지하며

48시간동안 배양하였다 (Day 2). 성숙 시에는 48시간마다 10% FBS, 1%

P/S이 함유된 DMEM으로 교체하였다 (Days 4-8); 위 과정을 통해

preadipocytes가 WAT cells와 유사한 세포인 지방이 축적된 adipocytes로

분화된다(Figure 4.).

Figure 4. 3T3-L1 cell culture procedure.
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2. 세포독성평가 (Cell viability assay)

세포독성평가는 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide (MTT) (Duchefa, Haarlem, Netherlands) 용액을 사용하여 측정하

였다. 3T3-L1 cells를 96 well plate에 5.0×104 cells/100µL plating해 72시간

동안 배양시킨 다음, 형질 주입을 하고 24시간 이후 실험하였다. 배지를 제

거하고 MTT를 dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, St.Louis,

MO, USA)에 용해시켜 제조한 0.5mg/mL MTT solution을 well당 100µL씩

넣어 2시간동안 incubator에서 반응시켰다. MTT solution을 제거하고

DMSO를 well당 100µL씩 넣어 30분동안 shaker한 후 spectrometer

(Thermofisher, Waltham, MA, USA) 기기로 570nm, 630nm 흡광도를 측정

하였다. 계산은 570nm-630nm한 값을 사용하였고, Control 군을 100%로 계

산했을 때의 %를 확인하였다.

3. 형질주입 (Transfection)

3-1. 과발현 (Overexpression)

Lipofectamine™3000 Reagent (Invitrogen, Waltham, MA, USA)를 사용

하여 3T3-L1 cell의 DNAJC6 gene (Dnajc6 Mouse Tagged ORF Clone;

ORIGENE, Rockville, MD, USA)을 과발현하였다. 3T3-L1 cell 배양 후 형

질주입 효율을 높이기 위해 serum free DMEM으로 1hour fasting 하였다.

1시간 후, Opti-MEM (Thermofisher, Waltham, MA, USA), DNAJC6

gene DNA 2,500ng, P3000 reagent, lipofectamine 3000 reagent를 혼합하여
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DNA master mix를 제조하고 15분간 상온에서 반응시켰다. DNA master

mix를 6 well plate에 250µL, 96 well plate에 10µL 분주한 후 4시간동안

incubator에서 반응시켰다. 이후 항생제 G418 (Thermofisher, Waltham,

MA, USA)을 500µg/mL 농도로 희석한 10% BCS, 1% P/S DMEM을 지급

하고 24시간 배양한 후 실험을 진행하였다.

3-2. 억제 (Inhibition)

siRNA Reagent System (santacruz, Dallas, TX, USA)을 사용하여

3T3-L1 cell의 DNAJC6 gene (siDNAJC6; santacruz, Dallas, TX, USA)의

발현을 억제하였다. Transfection 45분 전 solution A (siDNAJC6 duplex +

siRNA Transfection Medium (santacruz, Dallas, TX, USA))와 solution B

(siRNA Transfection Reagent (santacruz, Dallas, TX, USA) + siRNA

Transfection Medium)을 각각 제조하고 하나로 합친 후 실온에서 45분간

반응시킨다. 3T3-L1 cell 배양 후 배지를 제거하고 serum free DMEM으로

cell을 세척한 후 solution AB 200µL (10µL)와 siRNA Transfection

Medium 800µL (40µL)을 6 well plate (96 well plate)에 지급하고 5시간동

안 incubator에서 반응시켰다. 이후 10% BCS, 1% P/S DMEM을 지급하고

24시간 배양한 후 실험을 진행하였다.

4. DAPI/BODIPY staining

DAPI/BODIPY staining을 통해 세포 내 핵과 지방을 염색하여 핵 손상

정도와 지방 형성을 확인하였다. 세포의 배지를 제거하고 1X PBS
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(Welgene, Gyeongsan, Korea)로 2번 세척한 후 4% paraformaldehyde로 1

시간동안 세포를 고정시켰다. 고정이 끝나면 고정액을 제거하고 1X PBS로

shaker 위에서 5분간 3번 세척한 후 1X PBS에 1:2000으로 희석한 BODIPY

를 세포에 지급하여 15분간 shaker 위에서 세포 내 지방을 염색시켰다.

BODIPY 염색이 끝나면 BODIPY 용액을 제거하고 1X PBS로 shaker 위에

서 5분간 3번 세척한 후 1X PBS에 1:5000으로 희석한 DAPI를 세포에 지급

하여 30분간 shaker 위에서 세포 핵을 염색시켰다. DAPI 염색이 끝나면

DAPI 용액을 제거하고 1X PBS로 shaker 위에서 5분간 3번 세척한 후

fluorescent mounting medium (Vector Laboratories, Newark, CA, USA)로

wet mount를 만들고 4℃에서 overnight한다. 위의 모든 과정은 암실에서

진행한다. Mounting 용액에 굳으면 Confocal Laser Scanning Microscope

(Carl Zeiss, Overkohen, Germany)를 통해 염색을 확인하였다.

5. Oil Red O staining

세포 내 지방 합성 정도를 측정하기 위해 Oil Red O (Sigma-Aldrich,

St.Louis, MO, USA) 로 염색하였다. 실험 전 isopropanol에 Oil Red O를

희석하여 0.5% stock solution을 제조한다. 세포의 배지를 제거하고 1X

PBS로 2번 세척한 후 4% paraformaldehyde로 1시간동안 세포를 고정시켰

다. 고정하면서 Oil red O stock solution과 1X PBS를 4:6으로 섞어 Oil red

O working solution을 만들고 0.22µm filter unit (Millipore, Burlington, VT,

USA)으로 filtering한다. 고정이 끝나면 고정액을 제거하고 1X PBS로 2번

세척한 후 Oil red O working solution을 세포에 1mL씩 분주하여 1시간동

안 세포 내 지방을 염색시켰다. 이후 Oil Red O working solution을 제거하



- 16 -

고 1X PBS로 shaker 위에서 5분간 3번 세척한 후 20배율에서 현미경으로

염색 정도를 관찰하고 사진 촬영하였다. 염색된 Oil Red O를 추출하기 위해

1X PBS를 제거하고 100% isopropanol을 1mL 분주한 후 shaker 위에서 10

분간 추출하였다. 추출이 끝나면 e-tube에 옮겨 담아 spindown으로 불순물

을 제거하고 상층액만 96 well plate에 100µL씩 분주하여 spectrometer 기기

로 492nm 흡광도를 측정하였다.

6. Free glycerol 및 triglyceride 측정

세포의 지방 분해 정도를 측정하기 위해 세포 medium에서 free glycerol

및 triglyceride를 측정하였다.

6-1. Free glycerol 측정

Free glycerol은 Free Glycerol Reagent (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,

USA)를 사용해 측정하였다. Free glycerol reagent를 e-tube에 320µL 넣고

3차 증류수, standard, sample을 각각 40µL씩 넣고 vortex한다. 37℃에서 5

분간 반응시키고 96 well plate에 100µL씩 분주한 후 spectrometer 기기로

540nm 흡광도를 측정하였다. 계산식은 Table 3.와 같다.

Free glycerol =

sample 흡광도 – blank 흡광도

× 0.26mg × 100 / dL

standard 흡광도 – blank 흡광도

Table 3. Calculation formula of free glycerol.
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6-2. Triglyceride 측정

Triglyceride는 중성지방 측정용시액 (ASAN PHARM.CO.,LTD., Seoul,

Korea)을 사용해 측정하였다. 표준시약용해액을 e-tube에 750µL 넣고,

sample을 5µL씩 넣은 후 vortex한다. 37℃에서 10분간 반응시키고 96 well

plate에 100µL씩 분주한 후 spectrometer 기기로 550nm 흡광도를 측정하였

다. Triglyceride 농도는 triglyceride standard curve 추세선을 작성하여 계

산하였다.

7. RT-PCR

DNAJC6 gene의 발현 정도를 확인하기 위해 역전사효소 PCR (Reverse

transcription polymerase chain reaction; RT-PCR)을 진행하였다. Cell 배

지를 제거하고 1X PBS로 세척한 후 TRIzol reagent (Invitrogen, Waltham,

MA, USA)를 사용하여 cell을 긁어모은 후 chloroform 200µL를 추가하여

vortex하였다. 13,000rpm에서 10분간 원심분리하였고, 투명한 상층액만 새로

운 e-tube에 옮겨 담은 후 동량의 isopropanol을 넣어 가볍게 섞어주었다.

실온에서 10분간 방치하고 13,000rpm에서 10분간 원심분리한 후 용액을 제

거해 RNA pellet만 tube에 남게 한다. RNA pellet을 75% ethanol로 2번 세

척하고 13,000rpm에서 10분간 원심분리한 후 용액을 제거해 ethaol을 깔끔

히 제거한다. Rnase free water로 pellet을 완전히 녹이고 65℃에서 10분간

가열한 후 Nanodrop spectrophotometer (Thermofisher, Waltham, MA,

USA)를 이용하여 정량하였다.
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ReverTra Ace™ qPCR RT Kit (toyobo, Osaka, Japan)를 사용해 cDNA를

합성하였다. 5X RT, enzyme, primer, RNase free water로 1X RNA master

mix를 제조하고, sample RNA 500ng과 RNase free water를 혼합하여

cDNA를 합성하였다. cDNA 합성 시 37℃ 15분, 98℃ 5분으로 가열하고

4℃에서 유지하였다. AccuPower PCR PreMix (Bioneer, K-2016, Korea)를

사용해 primer set를 제조하였다. AccuPower PCR PreMix PCR tube에 제

조한 Primer set 19µL와 합성한 cDNA 1µL를 up and down mixing한다.

사용한 primer (GenoTech Corp., Daejeon, Korea)의 sequencing과 cycle은

Table 4.과 같다. Agarose gel 2%로 45분간 100V에서 전기영동

(Mupid-2plus; Takara, Shiga, Japan)하였고, Chemidoc Imaging System

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 통해 발현 정도를 측정하였다.

Gene Primer

DNAJC6

Forward: GTG TAC GGT GGG AGG TCT AT

Reverse: CCG CCT TTC ACC ATG TCA AA

Cycle: 94℃ 15mins → (94℃ 15sec → 59.8℃ 20sec

→ 72℃ 20sec)×40cycles →72℃ 10mins → 4℃ ∞

GAPDH

Forward: CGT GCC GCC TGG AGA AAC C

Reverse: TGG AAG AGT GGG AGT TGC TGT TG

Cycle: 94℃ 15mins → (94℃ 15sec → 62.7℃ 20sec

→ 72℃ 20sec)×40cycles →72℃ 10mins → 4℃ ∞

Table 4. Primer sequencing and cycle by RT-PCR.

8. Western blotting analysis

1X Trypsin-EDTA Solution (Welgene, LS015-01, Korea)를 사용하여

cell을 떼어내고, 13,000rpm에서 10분간 centrifuge하여 cell pellet을 모았다.
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Cell pellet에 protease inhibitor (GenDEPOT, Katy, TX, USA),

phosphatase inhibitor (GenDEPOT, Katy, TX, USA), lysis buffer (CST,

Danvers, MA, USA)를 mixing하여 ice에서 10분씩 3번 vortex하였고,

13,000rpm에서 10분간 centrifuge하고 상층액만 e-tube에 옮겨 protein을 추

출하였다.

Western blot sample은 bradford assay로 정량하였고, Lasemmli sample

buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)와 2-mercaptoethanol

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)로 mixing하여 제조하였다.

SDS-PAGE gel을 제조하여 120V에서 90분간 전기영동 하였고, 280mA에

서 90분간 nitrocellulose membrane (GE healthcare, 10600003, USA)과 poly

vinylidene fluoride membrane (GE healthcare, 10600023, USA)으로 protein

을 transfer하였다. Membrane은 1X Tris-buffered saline with 0.1%

Tween-20 (TBST)에 녹인 3% BSA에서 1시간동안 blocking하였다. 1차 항

체를 3% BSA에 1:500~1:2000으로 희석하였고, membrane에 4℃에서 16시

간 반응시켰다. 반응이 끝나면 1차 항체를 제거하고 TBST로 10분씩 3번

세척하였으며, 2차 항체를 3% BSA에 1:5000으로 희석해 상온에서 1시간동

안 반응시켰다. 사용한 항체는 Table 5.에 제시되어있다. ECL substrate

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에 3분간 반응시킨 후 Chemidoc Imaging

System을 통해 감광하였으며, Image lab software (Bio-Rad, Laboratories,

USA)를 이용하여 분석하였다.
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Table 5. 1st antibodies and 2nd antibodies used in western blotting

assay.

1st antibody Company Cat. #

DNAJC6 Invitrogen PA5-26981

Pref-1 santa cruz sc-376755

PPARγ CST* 2435

C/EBPα CST 8178

aP2 santa cruz sc-271529

pHSL (Ser563) CST 4139

HSL CST 4107

LEPR abcam ab5593

Leptin biolegend 675002

Adiponectin CST 2789

Insulin receptor β CST 3025

pIRS1 (Ser307) CST 2381

IRS1 CST 2382

pAkt (Thr308) CST 9275

Akt CST 9272

AS160 CST 2670

GLUT4 CST 2213

mTOR CST 2972

LC3 A/B CST 12741

UCP1 CST 14670

PGC1α Boster M00236

GAPDH EnoGene E11-12057

Vinculin CST 4650

2nd antibody Company Cat. #

anti-mouse CellNest CNG004-0005

anti-rabbit CellNest CNG005-0005

* CST; Cell Signaling Technology
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9. Mitochondrial function test

9-1. 산소소비량을 활용한 미토콘드리아 스트레스 측정 원리

세포의 미토콘드리아 활성과 산소소비량 분석을 위해 Seahorse XF Cell

mito Stress Test Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 사

용하여 live cell의 바이오에너지의 개별 변화를 실시간으로 측정하였고, 기

초호흡, 최대호흡 등 미토콘드리아 호흡을 포함한 산소소모율 (Oxygen

Consumption Rate; OCR) 및 ATP 생성률 등 관련 test 항목을 측정하였다

(Figure 5. & Table 6.).

9-2. 실험 방법

실험을 위해 cell을 XF Cell Culture Microplate에 5.0×104 cells/100µL

seeding하였다. Mito stress 측정 24시간 전에 카트리지의 utility plate에 3

차 증류수를 1mL씩 넣고, XF calibrant 용액을 50mL tube에 넣어 37℃

non-CO2 incubator에 예열 및 hydration 하였다. XF analyzer는 실험 시작

최소 4시간 전에 켜두어 예열시켰다.

실험 당일 utility plate에 담겨 있던 3차 증류수를 제거하고 XF calibrant

용액을 well당 1mL씩 넣어 37℃ non-CO2 incubation하였다. 카트리지에 넣

을 drug compound룰 용해하였다(Table 7.). Drug가 채워진 sensor

cartridge와 utility plate를 37℃ non-CO2에서 incubation 하였다. CO2

incubation에 있는 XF Cell Culture Plate를 꺼내서 XF Running Media로 2

회 세척 후 well당 XF Running Media를 525µL 넣고 30~60분간 37℃

non-CO2에서 incubation 하였다. XF analyzer software에서 실험 디자인을
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(A)

(B)

Figure 5. Agilent Seahorse XF Cell Mito Stress Test assay

parameters and kinetic profile(A), and Electron Transport Chain

(B). [53] Oligomycin inhibits ATP synthase (complex Ⅴ), and impacts

or decrease electron flow through the Electron Transport Chain (ETC),

resulting a reduction in mitochondrial respiration or OCR. FCCP is an

uncoupling agent that collapses the proton gradient and disrupts the

mitochondrial membrane potential, and electron flow through the ETC is

uninhibited, and consumption by complexⅣ reaches the maximum.

Rotenone inhibits complex Ⅰ, and antimycin A inhibits complexⅢ.

This combination shuts down mitochondrial respiration and enables the

calculation of nonmitochondrial respiration.
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Parameter Value Equation

Non-mitochondrial

Oxygen Consumption

Minimum rate measurement after Rotenone / antimycin

A injection

Basal Respiration
(Last rate measurement before first injection)

- (Non-Mitochondrial Respiration)

Maximal Respiration
(Maximum rate measurement after FCCP injection)

- (Non-Mitochondrial Respiration)

H+ (Proton) Leak
(Maximum rate measurement after Oligomycin injection)

- (Non-Mitochondrial Respiration)

ATP Production
(Last rate measurement before Oligomycin injection) -

(Minimum rate measurement after Oligomycin injection)

Spare Respiratory

Capacity
(Maximal Respiration) - (Basal Respiration)

Coupling Effeciency (ATP Production Rate) / Basal Respiration Rate) × 100

Table 6. Seahorse XF Cell Mito Stress Test Parameter Equations.

[53]

하고, drug가 채워진 sensor cartridge와 utility plate를 XF analyzer 트레이

위에 놓고 15분간 calibration 하였다. Calibration이 종료되면 utility plate를

cell culture plate로 교체하고 equlibration 과정 후 각 구간별로 3분 mix, 2

분 wait, 3분 measure을 3번 반복하여 OCR을 측정하였다. 미토콘드리아 기

능을 측정하고 각 구간별 계산은 Table 7., Figure 5.에 따라 계산하였다. 측

정이 끝난 후 trypsin-EDTA로 세포를 모으고 세포 수를 측정하여

normalization을 진행하였다.
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Stock solutions

Volume of assay medium Stock concentration

Oligomycin 630 µL 100 µM

FCCP 720 µL 100 µM

Rot/AA 540 µL 50 µM

Compound preparation for loading to XFe24 sensor cartridges

Final well

(µM)

Stock solution

volume (µL)

Media Volume

(µL)
Port (µM)

Volume added

to prot (µL)

Port A

Oligomycin
1.5 360 2,640 8X, 15 75

Port B

FCCP
0.5 135 2,865 9X, 5 75

Port C

Rot/AA
0.5 300 2,700 10X, 5 75

Table 7. Stock solutions and Compound preparation for loading to

XFe24 sensor cartridges.

10. Statistical analysis

본 연구의 모든 실험은 최소 3반복 수행하였고, Statistical Package for

the Social Science software ver 25.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) 통계

프로그램을 통해 분석하였다. 모든 결과는 mean±SD로 나타내었다. Sample

간 차이는 독립표본 T검정 (independent two sample t-test)과 일원배치분

산분석 (one-way ANOVA)을 통해 유의성을 확인하였고, 일원배치 분산분

석에서 사후 평가 도구로 Duncan’s multiple range test를 사용하였다. 모든

통계 분석은 p<.05 수준에서 유의성을 검증하였다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. DNAJ C6 transfection의 안전성 확인 (세포 생존율)

3T3-L1 preadipocyte 세포를 이용한 DNAJC6 transfection과정에서 사

용하는 항생제와 형질감염시약의 독성효과 및 처치농도를 결정하기 위하여

세포생존율을 기반으로 독성 및 안전성 테스트를 시행하였다(Figure 6.).

실험에 사용한 DNAJC6 DNA vector에는 항생제가 있어 실험 중 항생제

를 투여하여 vector가 삽입된 세포를 선택적으로 배양할 수 있다. 3T3-L1

대조군 세포와 DNAJC6 transfection (Tg+) 세포에서 항생제 시약인 G418

항생제를 처치한 결과 500µg/mL의 농도 에서 각 86.22±7.77%, 74.50±8.35%

의 세포 생존율을 보이는 것으로 확인되었다. 반면 Tg- 세포 (siRNA 처치

한 DNAJC6 knock down 효과)에서 siRNA Transfection reagent의 농도가

세포생존율에 미치는 영향에는 큰 차이가 없었다.

세포 생존율 검사 결과를 바탕으로 DNAJC6 transfection 시 과발현 실험

에 사용할 항생제 농도는 75% 생존 정도를 보이는 500µg/mL, siRNA 실험

에 사용할 siRNA Transfection reagent 농도는 8µL/mL로 결정하였다.
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Figure 6. Cell viability of 3T3-L1 preadipocyte after various

levels of antibiotics and reagents used in the transfection process

were treated to decide the concentration for safety. Data were

assessed by one-way ANOVA with Duncan’s test (* p<.05, ** p<.01,

*** p<.001). Superscript letters (a, b, c, d, e, and f) indicate significant

differences between groups at p<.05.
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2. DNAJ C6 gene overexpression 및 inhibition 확인

DNAJC6 transfection을 확인하기 위하여 분화 0일째, 8일째에 RT-PCR

과 분화 0일째, 4일째, 8일째에 western blotting을 수행하였다(Figure 7.).

Tg+ 세포에서 DNAJC6의 mRNA 및 단백질 발현 preadipocyte (분화 0일

째)와 adipocyte (분화 8일째) 모두 대조군에 비해 1.38배, 1.78배 증가하였

다(Figure 7-A & -B.). 단, preadipocyte 대비 adipocyte에서 Tg+ 세포의

DNAJC6 단백질 발현이 유의적으로 낮고, Tg- 세포의 DNAJC6 단백질

발현이 대조군 대비 유의적인 차이가 없어 siRNA시 inhibition 효율을 확인

하기 위해 분화 4일째를 추가 실험하였다. 그 결과 분화 4일째에 DNAJC6

발현이 Tg- 세포에서 대조군에 비해 약 65.47% 감소하였으며, Tg+ 세포에

서 대조군에 비해 약 1.37배 증가하였다(Figure 7-C.).
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(A) (B)

(C)

Figure 7. Expression of DNAJC6 overexpression and inhibition

compared to the control. (A) mRNA expression of DNAJC6. (B)

Protein expression of DNAJC6. (C) Protein expression of DNAJC6 at

day 4. Data were assessed by one-way ANOVA with Duncan’s test

(* p<.05, ** p<.01, *** p<.001). Superscript letters (a, b, and c)

indicate significant differences between groups at p<.05.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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3. DAPI/BODIPY staining

Transfection 후 지방세포에서의 지질 축적과정에서의 세포 핵 손상과 지

질 축적 정도를 확인하기 위해 DAPI/BODIPY staining을 수행하였다

(Figure 8). DAPI 염색 시 세포 핵의 손상은 핵의 모양이 원형을 유지하지

않거나, 여러 개로 쪼개져 있거나, 핵 주변이 파랗게 번져있는 모습일 때 핵

손상이 보인다고 판단하였다.[54] 대조군은 분화 0일, 4일, 8일 모두 핵 손상

을 보이지 않고, 분화 8일째에 세포핵 주위에 지질이 형성되었다. Tg- 세포

는 분화 0, 4일, 8일 모두 핵 손상을 보이지 않았으며 4일째에 대조군에 비

해 BODIPY 염색이 강하게 된 것을 확인하였다. 8일째에 세포핵 주위에 지

질이 형성되었으나 대조군과 큰 차이가 보이지 않았다. 반면 Tg+ 세포는

분화 0일, 4일째에 핵 손상이 보이며, 분화 8일째에 세포핵 주위에 지질 방

울이 형성되지 않았다.
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(A) (B)

(C)

Figure 8. Differentiation of DAPI/BODIPI staining on 0-day (A),

4-days (B), and 8-days (C). The scale of the picture is 20X.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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4. 지방구 형성 (Oil Red O 염색)

지방세포에서 DNAJC6 transfection이 지방구 형성에 어떠한 영향을 미치

는지 확인하기 위하여 Oil Red O 염색으로 지방구를 염색하였다. 염색 후

현미경으로 관찰하였을 때 대조군, Tg- 세포는 분화 8일에 지방구가 형성

되며 붉게 염색된 지방구를 확인하였으나 Tg+ 세포는 분화 8일에 염색된

지방구를 확인할 수 없었다(Figure 9-A.). 염색된 지방구를 isopropanol로

추출하여 492nm에서 흡광도를 측정한 결과 대조군과 Tg- 세포는 분화 0일

차에 비해 흡광도 값이 분화 4일차에서 약 2.41배, 2.29배, 분화 8일차에서

약 3.59배, 3.82배로 증가하였다. Tg+ 세포 또한 0일차 대비 분화 4, 8일차

에서 약 1.10배, 1.34배 증가하였으나 대조군 세포의 분화 4, 8일차 흡광도

값보다 약 42.09, 52.88% 정도 낮았다(Figure 9-B.). 결론적으로 DNAJC6의

과발현은 지방구 형성을 억제하는 반면, DNAJC6의 억제는 지방구 형성 과

정이 정상적으로 진행되는 것을 확인하였다.
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(A)

(B)

Figure 9. Oil Red O staining of Control, Tg-, and Tg+ cells at

0, 4, and 8 days. (A) Pictures of Oil Red O staining. (B) OD value

of Oil Red O staining. Data were assessed by one-way ANOVA

with Duncan’s test (* p<.05, ** p<.01, *** p<.001). Superscript

alphabet letters indicate significant differences between groups at

p<.05.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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5. 지방합성 (Adipogenesis) 및 지방분해 (Lipolysis) 관련

단백질 발현

지방세포의 지방합성에 어떠한 영향을 미쳤는지 확인하기 위하여 지방합

성 관련 단백질 발현 정도를 확인하였다(Figure 10.). 지방전구세포 마커

(Preadipocyte marker)로 알려져 있는[32] Pref-1은 대조군 분화 8일째에 0

일째보다 약 34.37% 감소하였으나 Tg+ 세포는 분화 8일째에 0일째보다 8.9

배 증가하여 DNAJC6 과발현은 adipogenesis 과정을 억제하며

preadipocyte 상태를 유지하는 것을 확인하였다. 이는 대조군 세포에서 분화

8일째에 지방 합성 (adipogenesis) 관련 마커인 PPARγ, C/EBPα, aP2가 각

각 3.4배, 12.3배, 411배 증가하였으나 Tg+ 세포에서는 변화가 없었음을 확

인하였다.(Figure 10-A.)

지방 분해 마커인 HSL, pHSL(Ser563)은 대조군에서 분화 0일째보다 분

화 8일째에 4.0배, 26배 증가하였으나 Tg+ 세포에서는 유의적인 변화가 없

었다(Figure 10-B.). 위의 결과 Tg+ 세포에서 지방 합성과 지방 분해가 일

어나지 않았음과 동시에 분화 8일째에 지방 전구 세포를 유지하고 있음을

나타낸다.
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(A)

(B)

Figure 10. Protein expression related to adipogenesis (A) and

lipolysis (B) in the control and Tg+ groups. Data were assessed by

one-way ANOVA with Duncan’s test (* p<.05, ** p<.01, *** p<.001).

Superscript letters (a, b, and c) indicate significant differences between

groups at p<.05.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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6. Tg- & Tg+ 세포에서의 TG 및 free glycerol 분비

대조군 대비 Tg- 및 Tg+ 지방세포에서의 지방구의 분해를 확인하기 위

해 cell medium 내 triglycerides (TG), free glycerol 농도를 측정하였다

(Figure 11.). 대조군은 분화가 진행될수록 분화 0일차에 비해 분화 8일차가

TG 4.72배, free glycerol 24.91배 증가하고, Tg-군도 분화가 진행될수록 분

화 0일차에 비해 분화 8일차가 TG 5.58배, free glycerol 52.73배 증가하였

다. 그러나 Tg+ 세포의 medium은 TG 1.48배, triglyceride 2.66배 증가해

증가 폭이 대조군이나 Tg- 세포보다 작다. 또한 Tg+ 세포 분화 8일차에

분비된 TG와 free glycerol은 대조군 대비 약 72.19%, 90.84% 낮은 농도를

가졌다. 위의 결과 Tg+ 세포에서는 분화 시에도 지방 합성과 분해가 이루

어지지 않는 것으로 보인다.
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(A)

(B)

Figure 11. TG (A) & free glycerol (B) concentration in medium

cultured with control, Tg-, and Tg+ cells at 0, 2, 4, 6, and 8

days. Data were assessed by one-way ANOVA with Duncan’s test

(* p<.05, ** p<.01, *** p<.001). Superscript letters (a, b, and c)

indicate significant differences between groups at p<.05.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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7. 비만세포 관련 사이토카인 (Adipocytokines) 발현

DNAJC6 과발현이 지방세포에서 지방구 형성에 비례하여 분비하면서

지방세포와 기타 세포 간 신호전달의 활성에 기여하는 adipocytokines인

leptin 및 adiponectin 등의 발현에 미치는 영향을 확인하였다(Figure 12.).

LEPR 및 leptin 발현은 대조군 분화 8일차에 비하여 Tg+ 세포 분화 8일차

에 각각 98.56%, 79.83% 감소하였고, 이는 DNAJC6 과발현이 지방 세포의

지방구형성 저하로 leptin 분비를 감소시켰다고 볼 수 있다. 아울러 leptin

receptor 발현에도 영향을 미치지 못하는 preadipocytes와 유사한 상태이었

다. Tg+ 세포에서는 항염증인자 역할을 하는 adiponectin 혹은

leptin/adiponectin ratio의 유의적인 변화도 없었다.
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Figure 12. Adipocytokine factors protein expression of control

and Tg+ cells. Data were assessed by one-way ANOVA with

Duncan’s test (* p<.05, ** p<.01, *** p<.001). Superscript letters (a

and b) indicate significant differences between groups at p<.05.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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8. Insulin –GLUT4 신호체계

8-1. DNAJ C6 과발현의 영향

지방세포에서 DNAJC6 과발현이 insulin signals에 따른 포도당 전달체

(GLUT4)합성 등 insulin-GLUT4 cascade 체계에 미치는 영향을 확인하기

위하여 관련 단백질 발현 정도를 확인하였다.(Figure 13.) Insulin receptor

β 발현은 대조군 분화 0일차보다 분화 8일차에서 3.3배 높았으나 Tg+ 세포

는 유의한 차이가 없었다. IRS1은 대조군 분화 8일차에서 분화 0일차보다

감소된 경향을 보이나 pIRS1(Ser307)이 증가하면서 활성이 증가함을 확인하

였다. 그러나 Tg+ 세포는 분화 후 IRS1 활성에 유의적인 차이가 있지 않았

다. IRS의 downstream인 Akt와 pAkt (Thr308)의 ratio는 대조군 분화 0일

차보다 분화 8일차에서 3.3배 높았으나 Tg+ 세포는 분화 0, 8일차끼리 유의

한 차이가 없었다. Akt의 downstream인 AS160 과 GLUT4 발현량도 대조

군 분화 8일차에서 각각 2.0배, 9.8배 높았으며 Tg+ 세포는 분화 0, 8일차에

서는 유의한 차이가 없었다(Figure 13-A).

배지 내 glucose 양에 따라 GLUT4 발현에 차이가 있는지 확인하기 위해

분화과정에서 배지에 포도당 공급을 2배 (9,000mg/L)로 증가하였다. 배지에

포도당을 2배 증가했을 때 기존 (4,500mg/L)과 비교 시 GLUT4 발현량이

대조군은 유의적으로 증가하였으나 Tg+ 세포는 유의적인 차이가 없었다

(Figure 13-B). 이는 Tg+ 세포에서 배지의 포도당량이 증가하여도 지방세

포로의 유입단백질인 GLUT4 합성을 위한 인슐린 신호 체계가 정상적으로

작동하지 않은 것을 알 수 있다.
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(A)

(B)

Figure 13. Protein expression related to the insulin cascade

signals for GLUT4 synthesis. Data were assessed by one-way

ANOVA with Duncan’s test (* p<.05, ** p<.01, *** p<.001).

Superscript letters (a, b, and c) indicate significant differences between

groups at p<.05.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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8-2. DNAJ C6 억제시 Leptin-인슐린-GLUT4 체계

지방세포에서 DNAJC6 gene을 siRNA transfection (Tg- cells)시

adipokine과 insulin signals에 미치는 영향을 확인하기 위하여 Figure 12.,

13.에서 유의한 인자인 Leptin, insulin receptor β, GLUT4의 발현량을 재확

인하였다(Figure 14.). Adipocyte에서 Tg- 세포의 각 protein level은 대조군

과 유의한 차이가 없었으며, Tg+ 세포에 비해 leptin, insulin receptor β,

GLUT4의 발현량이 3.5배, 4.2배, 8.0배 증가하여 DNAJC6 과발현보다 정산

적인 인슐린-GLUT4 체계를 유지하였다.

8-3. DNAJ C6 과발현 혹은 억제시 Autophagy

Akt의 다른 downstream인 mTOR 체계는 preadipocyte와 adipocyte 모

두 대조군보다 Tg+ 세포에서 약 51.42%, 21.39% 낮았다(Figure 15.).

mTOR의 발현이 억제되면 autophagy가 일어난다는 보고가 있으므로

DNAJC6 과발현 시 (Tg+) autophagy factor인 LC3(I의 II 전환)의 발현을

확인하였다.[55] Preadipocyte가 adipocyte가 될 때 대조군과 Tg- 세포에서

LC3 Ⅱ/Ⅰ 발현량이 약 52.99%, 76.73% 감소하였으나 Tg+ 세포에서는 약

1.51배 증가하였다. 결론적으로 Tg+ 세포에서 insulin signals 억제로 포도

당 유입이 이루어지지 않으며, 세포 내 에너지 결핍 상태에서 mTOR 활성

이 억제되며 autophagy가 증가하는 조절작용이 있음을 알 수 있다.
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Figure 14. Protein expression related to insulin-GLUT4 system

in Tg- and Tg+ cells compared to the control. Data were

assessed by one-way ANOVA with Duncan’s test (* p<.05, ** p<.01,

*** p<.001). Superscript letters (a, b, c and d) indicate significant

differences between groups at p<.05.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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Figure 15. Protein expression related to autophagy in Tg- and

Tg+ cells compared to the control. Data were assessed by

one-way ANOVA with Duncan’s test (* p<.05, ** p<.01, *** p<.001).

Superscript letters (a, b, c and d) indicate significant differences

between groups at p<.05.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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9. Mitochondrial function

9-1. PGC-1α와 UCP1 발현

DNAJC6 gene은 인체의 휴지기대사량(RMR)의 저하가 소아비만을 야기

한다는 사전 코호트 연구 결과로 도출된 유전자인 만큼 생체에너지를 생성

하는 미토콘드리아의 기능을 확인하고자 하였다. PGC1α는 미토콘드리아 수

를 증가시키는 master regulator이며 PGC1α 발현으로 유도되는 UCP1은

thermogenesis 마커로 미토콘드리아의 정상적인 기능을 대표하는 단백질이

다.[56, 57]

대조군의 PGC1α발현은 분화 0일차보다 분화 8일차에서 약 4배정도 유의

하게 높았으나, Tg+ 세포는 유의한 차이가 없었다(Figure 16.). PGC1α의 발

현패턴과 유사하게 대조군과 Tg- 세포는 분화 0일차보다 분화 8일차에서

UCP1 발현이 각각 1.3배, 1.5배 증가하였으나, Tg+ 세포는 유의한 차이가

없었다. 위의 결과 DNAJC6 gene을 3T3-L1 세포에 overexpression

transfection 시 미토콘드리아 수가 증가가 억제되며, 이는 미토콘드리아

thermogenesis marker인 UCP1 발현에도 영향을 미치는 것으로 보인다.
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Figure 16. Protein expression related to mitochondrial function

factors in the control, Tg-, and Tg+ cells. Data were assessed by

one-way ANOVA with Duncan’s test (* p<.05, ** p<.01, *** p<.001).

Superscript letters (a and b) indicate significant differences between

groups at p<.05.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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9-2. 산소소비량 및 ATP 생성

3T3-L1은 adipocyte로 분화됨에 따라 PPARγ, PGC1α의 발현으로 미토콘

드리아 생합성이 유도 되어진다.[58] 미토콘드리아는 세포 내로 유입된 에너

지 자원을 전자전달계의 산화적인산화 과정을 통해 생명활동에 필요한

ATP를 생성하는데[59], 위 실험결과 Tg+ 세포에서 insulin-GLUT4 신호체

계가 억제되어 세포 내 포도당 유입이 잘 이루어지지 않음을 확인할 수 있

었다. 따라서 3T3-L1 세포에서 DNAJC6을 과발현하거나 억제했을 때의 산

소소비량을 측정하여 미토콘드리아의 대사경로 변화를 확인하고 DNAJC6

의 발현이 미토콘드리아 기능에 어떠한 영향을 미치는지 확인하였다(Figure

17.).

분화 0일차에서 OCR graph는 Tg+ 세포의 최대 호흡량이 높으나 그래프

모양에는 큰 차이가 없었다. 분화 8일차에서 OCR graph는 각 그룹별 그래

프 모양에 차이가 있어 미토콘드리아의 기능을 Table 6.을 참고하여 매개변

수 값을 구하였다(Figure 18.).

분화가 끝난 adipocyte에서 대조군의 최대 호흡량은 198pmol/min으로 기

저호흡량인 143pmol/min보다 약 1.8배 증가하였다. Tg- 세포의 최대 호흡

량은 101pmol/min으로 기저호흡량인 179pmol/min보다 약 43.53% 감소하였

으며, Tg+ 세포의 최대 호흡량은 50pmol/min으로 기저호흡량인

23pmol/min보다 약 2.19배 증가하였다. 그리고 Tg+ 세포는 최대호흡량이나

기저호흡량이 대조군과 Tg- 세포보다 유의적으로 낮았다. Cho. E et al,

2017에서 미토콘드리아에 결함이 있을 때 미토콘드리아의 호흡을 보완하기

위해 최대 용량으로 산소 호흡을 한다는 연구 결과를 발표하였다.[60] 위 결

과 Tg+ 세포는 이미 최대 용량으로 산소 호흡을 하고 있다는 것을 보여주

며, 미토콘드리아의 호흡을 보완하고 있는 것을 알 수 있다. 최대호흡량과
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기저호흡량 수준으로 확인할 수 있는 예비호흡용량은 Tg- 세포가 –

78pmol/min으로 대조군 (58pmol/min)이나 Tg+ 세포 (27pmol/min)보다 유

의적으로 낮은 것을 확인할 수 있었다. 미토콘드리아 대사는 세포 기능과

관련된 생체 에너지 수준을 유지하기 위해 스트레스 조건에 지속적으로 적

응해야 하는데, 스트레스 수준이 증가하면 미토콘드리아의 예비호흡용량이

낮은 수준을 보인다는 연구 결과가 있다.[61] 위 결과 Tg- 세포에서 세포

내 지방 합성 및 축적으로 인해 스트레스 수준이 증가해 미토콘드리아의 예

비호흡용량 기능에 영향을 미친 것으로 확인된다.

ATP 생성은 대조군이 85pmol/min, Tg- 세포가 110pmol/min, Tg+ 세포

가 18pmol/min으로 Tg- 세포에서 대조군, Tg+ 세포에 비해 각 1.29배,

6.01배 유의적으로 높았다. 양성자 누출은 대조군이 58pmol/min, Tg- 세포

가 68pmol/min, Tg+ 세포가 4pmol/min으로 Tg+ 세포에서 대조군, Tg- 세

포에 비해 약 92.74%, 93.82% 낮았다. Coupling effciency는 ATP 합성을 유

도되는데 사용되는 산소 비율로, 대조군 60%, Tg- 세포 62%, Tg+ 세포

82%로 Tg+ 세포가 대조군과 Tg- 세포에 비해 1.36배, 1.32배 유의적으로

증가하였다. 이는 Tg+ 세포에서 ATP 생산이 제대로 이루어지고 있지 않으

며, figure 16.에서 UCP1 발현량도 감소하였으므로 기초대사율의 저하로 산

소 소비의 감소가 나타난 것으로 보인다. 또한 세포 증식과 분화는 산화적

인산화와 미토콘드리아 커플링 효율을 증가시키는데[62], Tg+ 세포는 커플

링 효율이 높으나 산소 호흡량이 낮으므로 세포 증식이나 분화가 제대로 되

지 않았음을 나타낸다.
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(A)

(B)

Figure 17. OCR graphs normalized by cell numbers of

preadipocyte (A) and adipocyte (B) according to time-differences

in the control, Tg-, and Tg+ cells.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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Figure 18. Oxygen consumption, ATP production and

supplementary data came from Seahorse XF cell Mito Stess test

in the control, Tg-, and Tg+ cells. Basal respiration is the oxygen

consumption that meets the cellular ATP damand. Maximum respiration is the

oxygen used to oxidize the substrate to solve metabolic problems rapidly.

Spare respiratory capacity indicates the ability of cells to respond to energy

demand and how close they are to their theoretical maximum. ATP

production is produced in mitochondria, which contributes to cells’ energy

needs. Proton leak is the amount of oxygen respiration induced while

inhibiting ATP synthesis. Coupling efficiency is the respiratory rate used in

ATP synthesis. Data were assessed by one-way ANOVA with Duncan’s test

(* p<.05, ** p<.01, *** p<.001) or t-test (* p<.05, ** p<.01, *** p<.001).

Superscript letters (a, b, and c) indicate significant differences between groups

at p<.05.

TgC; Control group, Tg-; DNAJC6 inhibition group, Tg+; DNAJC6 overexpression group
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Ⅳ. 요약 및 결론

국내 비만 유병률은 해마다 증가하고 있으며, 특히 소아청소년기의 비만

은 성인비만, 당뇨, 고혈압, 대사증후군 등 조기 성인병 발병(early-onset)

의 위험성이 높으므로 소아청소년비만의 예방 및 관리는 매우 중요하다. 비

만의 원인은 에너지 섭취와 소비의 불균형으로 알려져 있으나 국내외 관련

연구는 매우 부족하고 에너지 불균형과 관련된 유전자 추적 및 기전 규명

연구는 거의 없다.

본 연구실에서는 소아비만코호트를 활용한 GWAS 기술을 이용하여 RMR

과 BMI간 유의적인 상관성을 보이는 유전자 MAP2K6과 DNAJC6를 도출

하였다. 비만 발생과 관련 있는 DnaJ protein가 있으며, DNAJC6가 암호화

한 auxilin이 transferrin, GLUT4 등 endocytosis 기능을 억제한다는 연구가

발표된 바 있으나 비만이나 thermogenesis에 대한 기전 연구가 이루어지지

않고 있다. 따라서 본 연구의 목적은 3T3-L1 지방전구세포에서 DNAJC6

유전자를 과발현(over-expression, Tg+군) 혹은 억제(siRNA, Tg-군)하였을

때 지방합성 및 분해 관련 단백질 발현, 아디포사이토카인 발현, 인슐린

-GLUT4 신호전달 체계, 미토콘드리아 기능(thermogenesis 포함) 등을 확인

함으로써 DNAJC6 유전자가 지방세포의 생리적 기전에 미치는 영향을 확

인하는 것이다. 연구 목적에 따른 세부항목 별 실험결과는 다음과 같다.

1) DNAJC6 유전자를 transfection하는 과정에서 사용하는 G418 항생제

와 transfection reagent 농도가 3T3-L1 세포독성에 미치는 영향을 실험한

결과 생존율 75% 수준을 보이며 독성이 없는 농도인 G418 500µg/mL,

transfection reagent 8µL/mL로 결정하였다. 또한 DNAJC6의 과발현 및 억
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제 transfection 실험은 mRNA(PCR) 및 단백질(western blotting) 수준에서

각각 검증하였다. 대조군과 비교한 DNAJC6 발현 수준은 Tg- 세포에서 감

소하였고, Tg+ 세포에서 증가하였으나 Tg+ 세포는 분화 8일째까지 발현상

태가 유지된 반면, Tg- 세포에서는 분화 4일차까지 억제 효과가 나타났다.

2) 대조군 대비 Tg+ 혹은 Tg- 지방세포에서의 지질 축적과정에서 핵 손

상 및 세포 손상 여부를 확인하기 위하여 DAPI/BODIPY 염색실험을 진행

하였다. Tg- 세포는 분화 4일차에서 대조군보다 축적된 지방구를 확인할

수 있었고, Tg+ 세포는 분화 0-4일 차에 세포 핵 손상이 보이며 분화 8일

차에서 지방구를 확인할 수 없었다. Oil Red O 염색으로 지방구형성 정도를

확인한 결과 Tg+ 세포는 대조군이나 Tg- 세포보다 지방구 형성이 억제되

는 것을 확인하였다.

3) 지방합성(PPARγ, C/EBPα, aP2) 관련 단백질발현(western blotting)의

차이를 확인한 결과, 대조군에 비하여 adipocyte Tg+ 세포에서 지방합성 관

련 단백질발현이 유의적으로 감소하였다. 아울러 지방전구세포 마커인

Pref-1은 adipocyte Tg+ 세포에서도 유의적으로 유지되어 preadipocyte 상

태인 것을 알 수 있었다. 반면 지방분해(HSL) 관련 단백질발현도 감소한 것

은 HSL이 작용할 지방구의 형성이 없기 때문이다. 배지의 TG 농도는 Tg-

세포가 분화 4일차에서 control 군보다 증가하였으나 Tg+ 세포에서는 분화

가 진행되는 동안 감소하였다. 배지의 free glycerol 농도 또한 Tg- 세포가

분화가 진행되는 동안 대조군보다 높은 수준을, Tg+ 세포는 대조군보다 낮

은 수준을 보였다.

4) 대조군 대비 Tg+ 세포에서의 아디포사이토카인(leptin, LEPR,
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adiponectin)발현을 비교하였고, 그 결과 Tg+ 세포 분화 8일차에서 아디포

사이토카인 발현이 유의적으로 감소하였다. 이는 3) 결과에서 도출한 Tg+

세포의 지방구 형성 억제로 아디포사이토카인 분비를 감소시켰다고 볼 수

있다.

5) DNAJC6 과발현(Tg+ 세포) 시 Insulin- GLUT4 신호체계와 관련된

단백질 발현(insulin receptor β, IRS1, Akt, AS160, GLUT4)은 연쇄적으로

모두 억제되었다. Tg+ 세포의 배양액에 glucose를 2배로 증가시켰을 경우에

도 GLUT4 단백질 발현은 증가하지 않아서 insulin influx에 문제를 야기하

는 것으로 보인다. 반면 DNAJC6 억제(Tg- 세포)시 대조군과 유의한 차이

가 없으며, Tg+ 세포보다 유의적으로 높은 발현량을 보이며 정상적인 인슐

린-GLUT4 체계를 유지하였다.

6) Insulin-GLUT4 신호체계 중 중요한 대사물인 Akt의 다른 경로인

mTOR 체계와 autophagy 발현을 확인한 결과 Tg+ 세포 내 포도당 유입이

억제된 상태에서 mTOR 활성 억제와 동시에 LC3Ⅱ 발현 증가로 Tg+ 세포

의 autophagy 조절작용을 확인하였다.

7) 지방세포의 미토콘드리아 기능을 확인하기 위하여 mitochondria-stress

test를 실험한 결과, Tg+ 세포에서 PGC1α와 UCP1의 발현이 분화 8일차에

서 대조군에 비해 억제되었으며, UCP1은 대조군과 Tg- 세포에서 분화 0일

차보다 8일 차일 때 유의하게 증가하였다. 산소소비량 측정 결과, 대조군 대

비 Tg+ 세포에서 기저호흡량, 최대호흡량, ATP 생성, 양성자 누출이 감소

하였으며, Tg- 세포에서 기저호흡량, ATP 생성이 증가하고 최대호흡량, 예

비호흡량이 감소한 것을 확인하였다. 대조군과 Tg-세포에 비하여 DNAJC6
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과발현 세포는 지방구를 형성하지 못함으로써 미토콘드리아에서 ATP생성

을 위한 산소소비량, 에너지 형성(ATP) 및 theromogenesis 과정 등이 매우

미비하였다.

결론적으로 DNAJC6 유전자가 과발현된 3T3-L1 세포는 지방 합성과 분

해, 아디포사이토카인 발현, 인슐린-GLUT4 신호체계가 억제되며 미토콘드

리아 증식 및 기능 등이 억제되었다. DNAJC6 유전자를 억제하였을 때는

대조군에 비하여 분화 중반부에 높은 지방 합성을 보이고, adipocyte 상태에

서 정상적인 인슐린-GLUT4 체계를 보이며 UCP1 활성도 대조군과 비슷한

증가 양상을 보였다. 단, DNAJC6 유전자 억제 효과는 분화 중반부(분화 4

일차)부터 증가함에 따라 지방세포의 대사가 빠르게 나타날 것이므로 향후

이를 기준으로 추가실험이 필요하다. 또한 DNAJC6 유전자 과발현 혹은 억

제 transgenic mice를 대상으로 기관 간 상호기전을 규명할 필요가 있다.

그러나 본 연구는 에너지불균형과 관련된 유전자인 DNAJC6 발현의 차

이가 지방세포의 대사를 조절하는 기전을 확인하였으므로, 향후 에너지 불

균형에 따른 비만연구와 관련된 전임상(in vivo) 및 임상(clinics)연구를 위

한 기초자료로 이용될 수 있을 것이다.
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ABSTRACT

Effects of DNAJC6 overexpression and inhibition

on lipid metabolism and insulin signaling in 3T3-L1

cells.

Dajeong Son

Department of Food & Nutrition

Graduate School of

Sungshin Women’s University

The prevalence of obesity in Korea is increasing every year. In

particular, obesity in children and adolescents is at high risk of

developing early-onset adult diseases, so prevention and management of

obesity are essential. The cause of obesity is known as an imbalance in

energy intake and consumption, but few studies have been conducted on

gene tracking and mechanism identification related to energy imbalance.

In this lab, we derive gene DNAJC6 that shows a significant correlation

between resting metabolic rate(RMR) and obesity(BMI) in genomic

studies(GWAS) based on childhood obesity cohort. Studies have been

published that DNAJC6 gene mutation is related to neurodegenerative

diseases(Parkinson’s disease), gene deficits with LEPR promoters that

share transcription sites cause childhood obesity, and auxilin encoded by
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DNAJC6 inhibits endocytosis functions such as transferrin and GLUT4.

However, no mechanical studies have been conducted on the effect of

gene expression differences in DNAJC6 on adipogenesis or

thermogenesis. Therefore, this study aims to confirm the change in the

physiological mechanism of adipocytes when the DNAJC6 gene is

overexpressed(Tg+) or inhibited(Tg-) in 3T3-L1 preadipocyte cells.

The experiment conducted an experimental analysis to confirm the

physiological mechanism in the adipocyte differentiation process of

3T3-L1 preadipocyte in which DNAJC6 was overexpressed or inhibited.

Cell survival rates were confirmed to determine the antibiotic and

transfection reagent concentration in 3T3-L1 cells was confirmed when

DNAJC6 was overexpressed and inhibited, and DNAJC6 gene

expression was confirmed at the level of mRNA and protein.

Physiological mechanisms such as lipid accumulation and cell nuclear

damage(DAPI/BODIPY staining, Oil Red O staining), lipid

degradation(TG/free glycerol extraction), adipogenesis and lipolysis,

adipocytokines, insulin-GLUT4 signals related protein expression(western

blotting analysis), mitochondrial function(mitochondria stress test) were

compared and analyzed with the control group.

When the DNAJC6 gene was overexpressed in 3T3-L1 cells, lipid

staining was not stained in DAPI/BODIPY staining and Oil Red O

staining at day 8 of differentiation, and the expression of PPARγ, C/EBP

α, and aP2 of the adipogenesis factors was significantly reduced by

78.18%, 89.76%, and 99.52% on the day 8 of Tg+ compared to day 8 of

control. Futhermore, Pref-1 expression of the preadipocyte factor was
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significantly increased by 2.45times. in addition, the expression of

pHSL(Ser563) and HSL of lipolysis factors was significantly reduced by

73.53% and 88.10% on day 8 of Tg+ compared to day 8 of control, and

TG and free glycerol concentrations in cell culture medium were

decreased by 72.19% and 90.84%. The expression of LEPR, leptin, and

adiponectin of adipocytokines was significantly reduced by 98.55%,

79.83%, and 99.94% on day 8 of Tg+ compared to day 8 of control. The

expression of insulin-GLUT4 signaling systems(insulin receptor β,

pIRS1(Ser307), pAkt(Thr308), AS160, and GLUT4) was sequentially

suppressed. In the state of intracellular energy deficiency, it was

confirmed that the mTOR activity, another downstream of Akt, was

suppressed on the Tg+ cells compared to the control, and there was a

regulatory action that significantly increased the expression of LC3Ⅱ, an

autophagy factor. The expression of PGC1α and UCP1, which are

mitochondrial functional biomarkers, decreased 78.31% and 31.99% on day

8 of Tg+ compared to day 8 of control, and the oxygen consumption and

ATP production of mitochondria were significantly lower than of the

control group.

When inhibiting the DNAJC6 gene in 3T3-L1 cells, adipocytes were

stained strongly in DAPI/BODIPY staining at day 4 of differentiation,

and absorbance values in Oil Red O staining were 1.18 times higher

than the control. And on day 8 of differentiation, there was no

significant difference in leptin, insulin receptor β, and GLUT4 expression

compared to the control. The UCP1 activity also showed a similar

expression to the control group when differentiated into adipocytes.
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However, mitochondria’s maximal respiratory and spare respiratory

capacity was significantly reduced by 48.97% and 243.28% compared to

the control group.

In conclusion, overexpression of the DNAJC6 gene in 3T3-L1 cells

inhibited glucose inflow into 3T3-L1 cells, inhibiting adipogenesis and

degradation, adipocytokines expression, insulin-GLUT4 signaling system,

and mitochondrial proliferation and function at day 8 of differentiation.

Inhibition of the DNAJC6 gene showed higher adipogenesis than the

control group in the middle of differentiation. In addition, Tg- on day 8

of differentiation, the normal insulin-GLUT4 system was shown, and the

UCP1 activity was similar to the control group.

This study experimented with 3T3-L1 cells that overexpressed or

inhibited the DNAJC6 gene. As the DNAJC6 gene inhibition effect

increases from the middle of differentiation(day 4 of differentiation), the

metabolism of fat cells will appear quickly, so additional experiments are

needed based on this in the future. In addition, it is necessary to identify

inter-organizational mechanisms targeting DNAJC6 gene overexpression

or inhibition transgenics. However, since this study identified the

mechanism by which differences in DNAJC6 gene expression, a gene

related to energy imbalance, control the metabolism of fat cells, it can be

used as basic data for in vivo and clinical studies related to obesity

studies.
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