
서 론

비만(obesity)이란 건강에 이상을 래할 정도의 지방이 체

내에 과잉 축 된 상태를 말한다. 최근, 우리나라를 비롯한

세계 으로 식습 생활습 등이 서구화 되면서

비만의 유병률이 크게 증가되고 있다. 비만은 에 지를 장

하고 사를 조 하는 지방 조직의 기능을 손상시킴으로써

당뇨, 고 압, 심 계질환 등의 사성 질환을 유발한다

[7,21]. 따라서, 과도한 지방축 을 방하고 치료하기 한 임

상 기 연구가 활발히 이루어지고 있다.

지방세포형성(adipogenesis)은 지방세포로부터 지방세

포로 분화가 일어나면서 세포형태의 변화, 호르몬 민감성의

변화, 유 자 발 의 변화 그리고 단백질 발 의 변화가 복합

으로 작용하는 과정이다[19]. 지방세포형성에서 가장 요

한 핵심조 인자는 CCAAT/enhancer binding protein

(C/EBP)s와 peroxisome proliferator-activated receptor

(PPAR)s로 알려져 있다[18,25,26]. 분화가 시작되면 기 사

인자인 C/EBPβ C/EBPδ가 C/EBPα와 PPARγ의 발 량

을 증가시키며 이는 최종 으로 lipoprotein lipase (LPL), adi-

ponectin, leptin, fatty acid binding protein (FABP) 4와 같은

최종마커(terminal marker)들의 발 을 진시킨다[8]. 최근,

이러한 지방세포형성 과정에 wingless-type MMTV in-

tegration site (WNT)/β-catenin pathway가 연 성이 있음이

보고되었다. WNT/β-catenin pathway는 지방세포형성에서

핵심 사인자들인 PPARγ와 C/EBPα를 조 함으로써 지방

세포형성을 해한다[22,17]. WNT/β-catenin pathway에서

frizzled (FZ), low density lipoprotein receptor-related pro-

tein (LRP) 수용체에 WNT가 결합하게 되면 disheveled (DVL)

의 활성을 유도하고 glycogen synthase kinase (GSK) 3β, ad-

enomatous polyposis coli (APC) AXIN 의 복합체의 억제

를 유도한다[5,10]. 그 결과, β-catenin의 분해가 억제되면서

핵으로의 이동이 증가하게 되고, 이는 T cell factor/Lymphoid

enhancer factor (TCF/LEF)와 결합을 통해 PPARγ, C/EBPα

의 발 을 억제시키는 cyclin D1 (CCND1) 등과 같은 다양한

타겟 유 자들의 발 을 진시킨다[11,13,14,21,26].

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)는 단일염기서열

변이를 의미하는 유 다형성이다[1,29]. 이는 유 다형

성 에서 가장 많이 존재하는 형태이며 약 300 base pair당

하나의 SNP가 존재하는 것으로 보고되었다[1]. 따라서 인간의
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약 30억 개의 염기서열에 1,000만개 정도 존재된다고 추정하

는데 이는 질환에 한 감수성이나 약제에 한 부작용 등에

향을 것으로 생각되고 있다[20]. 환자군과 조군 사이의

유 자형을 비교하면 특정 유 다형성이 질병의 발병여부

와 연 성을 보이는데 이러한 연구를 통하여 질병과 련된

유 자를 발견할 수 있다[2,24,30,31].

Small interfering RNA (siRNA)는 DNA로부터 단백질의

발 까지의 일련의 과정에서 상보 인 서열과의 결합을 통해

특정RNA를 분해함으로써 특정 유 자로부터 단백질의 합성

을 해하는데, 최근에는 특정 유 자 단백질의 기능을 분

석하는 기술로 많은 연구에 사용되고 있다[16,23,28,32]. 본 연

구에서는 β-catenin이 지방세포형성 억제에 요한 역할을 하

고 있음을 증명하기 해 siRNA기법을 이용한 실험을 수행하

다. 한 β-catenin유 자의 로모터 역에 존재하는 단일

염기다형성(SNP)을 분석함으로써 한국인의 β-catenin유 자

다형성과 지질의 연 성에 한 연구를 수행하 다.

재료 방법

세포 배양 시약

실험에 사용된 3T3-L1 지방세포(preadipocyte)는 ATCC

(American type culture collection, Manassas, VA, USA)에서

구입하여 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)에

10% calf serum, 100 μg/ml streptomycin, 100 units/ml pen-

icillin과 함께 37oC, 5% CO2 배양기에서 배양하 다. 세포 배

양에 사용된 모든 제품은 Life Technologies Inc. (Gibco,

Grand Island, NY, USA)에서 구입하여 사용하 고, 다른 시약

들은 Sigma사(St. Louis, MO, USA)에서 구입하 다.

Adipogenesis 유도

3T3-L1 세포는phosphate buffered saline (PBS) 용액으로

씻어 후, 1~2×105 cells/ml를 6 well-plate에서 세포 도가

100%가 될 때까지 배양하 다. 2일 후(day0), 10% fetal bovine

serum (FBS)이 첨가된 DMEM에 1 mg/ml insulin, 0.25 mM

dexamethasone 그리고 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine

이 처리된 분화 유도 배지(differentiation-induction medium)

로 교체하여 48시간 처리하 다. 그 후 2일 간격으로 10% FBS

가 첨가된 새 배지에 1 mg/ml insulin이 처리된 분화 유지

배지(differentiation-maintenance medium)로 교체되었다.

si-RNA transfection

세포 도가 100%로 배양이 되고 2일 후, 3T3-L1 세포를 1

시간 동안 serum-free medium에 배양하고 lipofectamine

RNAiMAX transfection reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA)를 사용하여 β-catenin, LRP6, DVL2 siRNA control

siRNA (Santa Cruz, CA, USA)를 각각 60 nM의 농도로

transfection하 다. 6시간 후, 분화 유도 배지로 교환하여 지

방세포의 분화를 유도하 다. 분화 유도 6일에 real-time

RT-PCR과 Western blotting에 필요한 total RNA와 단백질

을 추출하 다.

Total RNA 추출

Total RNA는 acid-phenol 추출법을 이용한 RNeasy kit

(Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 제시된 편람에 따라

분리 정제되었다. 추출된 total RNA는 분 도계를 이용하

여 optical density (OD) 값을 측정하고 역 사(reverse tran-

scription)반응을 진행할 때까지 -80oC에 보 하 다.

Real-Time polymerase chain reaction (PCR)

1 μg의 total RNA는 cDNA Reverse Transcription Kit

(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA)를 이용하여

역 사 하 다. Real-time PCR은 StepOne Real-Time PCR

System (Applied Biosystems)장비를 사용하여 진행하 다.

PCR은 다음의 조성으로 최종 반응 부피를 20 μl로 동일 샘

을 triplicate로 비하여 수행 하 다. TaqMan gene ex-

pression master mix, 250 nM 의TaqMan Probe, 2 μM의 각

primer 그리고 2 μl의 cDNA를 정조성으로 혼합한 반응용액

을 효소를 활성화시키기 해 95oC에서 10분간 반응시킨 후

95oC에서 15 , 60oC에서 1분의 과정으로 40 싸이클을 진행

하 다. Real-Time PCR에 사용된 primer는 Applied

Biosystems 사의 assay on demand gene expression 제품을

구매하여 사용하 다. Endogenous control는 18S rRNA를 사

용하 다[8]. 각 샘 에 한 표 유 자의 mRNA수 은 충

분히 발 된 18S rRNA에 의해 표 화되었고, 표 화 된 샘

의 값은 지방세포(preadipocyte) (day0)의 값을 기 으로

comparative Ct method에 의해 비교 되었다[15].

단백질 추출 Western blotting

분화된 세포들을 cell scraper로 수거한 뒤 ice-cold RIPA buf-

fer를 사용하여 용해시켰다. 용해된 세포들은 4℃에서 14,000

rpm으로 20분 동안 원심분리 한 후, 단백질이 포함된 상등액을

취하 다. 단백질은 BCA를 이용한 protein assay kit (Pierce,

Rockford, IL, USA)을 통해 정량 하 다. 50 μg의 단백질을

10% SDS-polyacrylamide gel에 기 동(electrophoresis) 한

후, 150 mA로 1시간 동안 nitrocellulose membrane에 기

동 하 다. 이후 membrane을 상온에서 2시간 동안 PBS로 만

들어진 5% skim milk로 blocking하고 4℃에서 1:1,000으로 희

석된 1차 항체를 overnight으로 반응 시켰다. Horseradish

peroxidase가 붙어있는 anti-rabbit 2차 항체와 1시간 동안 상

온에서 반응 시킨 후, ECL kit (Pierce, Rockford, IL, USA)를

이용하여 확인하 다. Anti-PPARγ, anti-β-Actin, anti-rabbit

2차 항체 는 Cell signaling (Beverly, MA, USA), anti-C/EBPα
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는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA), anti-β 

catenin은 BD Transduction Laboratories (Lexington, KY,

USA)에서 구입하여 사용하 다. Anti-β-Actin 항체는 각 인

에 동일 량의 단백질이 load되었는지 확인하기 하여 endog-

enous control로 사용되었다.

인간피험자 모집

연구 상이 되는 인간피험자들은 연세 학교 세 란스 병

원(Seoul, Korea)에서 모집되었으며 연구계획은 상기 병원의

기 윤리 원회로부터 승인되었다. 피험자 가운데 심 계

질환 약물이나 고지 증 약물을 투약 하는 자는 본 연구 상

에서 제외하 다. 본 연구는 서면 동의서를 얻은 총 290명을

상으로 하 고, 성비는 체 으로 남성 152명, 여성 138명

이었다(Table 1).

SNP 발굴 분석

Haploview 로그램의 HapMap data release 22 를 사용하

여 아시아 인종(CHB+JPT, 국인과 일본인)의 SNP와 linkage

disequilibrium을 확인하 다. QIAamp® DNA blood mini

kit (Qiagen. Hilden, Germany)을 이용하여 상자의 말

액으로부터 genomic DNA를 추출하 다. 각 SNP에 하여

제작 되어진 primer와 probe를 Applied Biosystems사로부터

구입하여 사용하 다. 20 ng의 Genomic DNA을 TaqMan®

Genotyping Master mix (Applied Biosystems), 900 nM pri-

mer와 200 nM probe에 잘 혼합하여 최종부피를 10 μl로 맞춘

후, StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems) 장

비를 사용하여 Genotyping을 진행하 다. 효소의 활성을

하여 50°C에서 1 분, 95°C에서 10 분 반응 후 95°C에서 15

, 60°C에서 1분의 과정으로 40 싸이클을 진행하 다. 데이터

는 SDS 2.1 software (Applied Biosystems)를 사용하여 분석하

다[6].

Statistical analysis

모든 실험결과는 평균(mean)±표 오차(S.E)로 나타내었고,

SPSS ver. 18.0 로그램(SPSS, Chicago, IL, USA)을 이용하여

Table 1. General characteristics of study subjects

Variables n Mean±SE

Age (yr) 290 54.22±0.77

Sex (male:female) 290 152:138

Systolic blood pressure (mmHg) 290 120.52±0.81

Diastolic blood pressure (mmHg) 290 75.37±0.63

Total cholesterol (mg/dl) 290 184.51±1.69

LDL-cholesterol (mg/dl) 290 115.34±1.67

HDL-cholesterol (mg/dl) 290 54.42±0.74

Glucose (mg/dl) 290 92.13±0.84

Triglyceride (mg/dl) 290 127.26±4.51

통계 유의성을 분석하 다. si-RNA transfection된 세포 군

과 조군, 두군 사이의 비교에 한 통계의 유의성은 un-

paired t-test에 의해 검증되었다. β-catenin유 자 다형성에

따른 인체 표 형의 연 성 분석은 피험자들의 연령과 성별을

보정한ANCOVA 분석법에 따라 수행되었다. 통계 유의성

검정은 p-value<0.05로 하 다.

결과 고찰

si-RNA 기법을 이용한 지방축 련 유 자후보 도출

본 연구에서는 si-RNA를 이용하여 지방세포 분화와 련

된 유 자들의 기능을 분석함으로써 지방축 련 유 자

후보들을 도출하고자 하 다. si-RNA기법은 double strand

RNA가 상보 mRNA를 분해하여 단백질을 합성하는 과정

을 간섭하는 상이다. 이는 특정 단백질의 발 을 억제하

고 그 기능을 분석하기 하여 최근에 많은 연구에 사용하

고 있다[16,23,28,32]. 따라서 지방세포형성을 억제한다고 알

려져 있는 WNT/β-catenin pathway의 주요 molecule들을

siRNA방법을 사용하여 knock-down 한 후, 3T3-L1 세포가

분화될 때 지방세포형성의 주요 인자들에 미치는 향을 확

인하고자 하 다.

WNT/β-catenin pathway의 주요 인자인 β-catenin은 지방

세포형성의 주요 인자들인 PPARγ와 CEBPα의 발 을 해

하는 지방세포형성 억제조 자(anti-adipogenic regulator)로

알려져 있다[17,22]. siRNA를 통해 β-catenin을 knock-down

한 후, 세포로부터 mRNA를 분리한 뒤 cDNA를 합성하여 re-

al-time PCR실험을 수행하 다. 그 결과, 지방세포형성의 핵

심인자인PPARγ, CEBPα의 mRNA발 들이 증가하는 것을

확인할 수 있었다(Fig. 1B, and 1C). 특히 CEBPα의 mRNA발

량이 유의하게 증가하 다. Western blotting을 통해 살펴

본 단백질의 발 양상 한 mRNA와 같이 확연하게 증가함을

확인할 수 있었다(Fig. 1E, 1F, 1H, and 1I). 이러한 결과는 이미

보고된 바와 같이 β-catenin이 adipogenesis를 억제하는 기능

을 가짐을 제시한다.

다음으로, WNT/β-catenin pathway에 포함된 여러 인자들

β-catenin의 상 에 치한 인자들이 지방세포형성을 조

하는지 여부를 살펴보았다. LRP6는 WNT/β-catenin path-

way에서 β-catenin의 상 에 치하여 FZ와 함께 WNT와 결

합하는 것으로 알려져 있다[5]. LRP6 유 자가 결손 된 마우스

의 배아세포에 지방형성을 유도하여 분석한 결과 LRP6가 지

방형성을 억제한다는 사실이 보고된바 있다[11]. 본 연구에서

LRP6를 siRNA로 knock-down한 결과, 지방세포형성의 핵심

인자인 PPARγ와 CEBPα의 발 이 증가되었으나 유의 효

과는 보이지 않았다(Fig. 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, and 2G). 이러한

결과는 LRP6가 adipogenesis의 조 에 있어서 미약한 향을

주지만 그 효과가 뚜렷하지 못 함을 제시한다.
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DVL2는 GSK3β, AXIN, CK1 복합체를 degradation시킴으

로써 β-catenin의 안정화를 유도한다고 알려져 있다[22]. 이

의 연구에서 지방세포형성을 억제하는 물질을 3T3-L1세포에

처리하 을 때 DVL2와 β-catenin 발 의 증가에 따른 지방세

포형성의 억제 기작을 확인한 바 있다[12]. 그러나siRNA를 이

용한 DVL2의 knock down은 지방세포형성의 주요 인자들의

mRNA 단백질의 발 에 거의 향을 주지 않았다(Fig. 3).

siRNA를 이용한 knock-down 실험결과를 종합 으로 분

석하여 보면, β-catenin, LRP6, DVL2의 순서 로 지방세포

형성의 핵심인자인 PPARγ와 CEBPα의 발 에 미치는 효

과가 강하게 나타났다. 따라서 가장 뚜렷한 효과를 보인 β

-catenin이 인체에서의 지방축 과 어떤 연 성을 가지는지

살펴보았다.

한국인의 β-catenin유 자 다형성과 지방과의 연 성

특정 유 자의 mRNA 발 정도는 로모터에 존재하는

functional SNP에 의해 향을 받을 수 있다. β-catenin의 로

모터에 존재하는 SNP가 지방과 상 성이 있는지 살펴보

기 해 한국인 290명의 유 자형(genotype) 분석을 수행하

다. 비만의 발생 기 은 여러 유 자의 복합 인 상호작용에

의해서 이루어지며, 식습 과 환경 인 요소 그리고 유 인

향에 의해 향을 받는다[27]. 이러한 비만과 한 임상지

Fig. 1. Effects of β-catenin siRNA on the expressions of major adipogenic transcription factors in 3T3-L1 cells. The effects of β-catenin

siRNA on the mRNA levels of β-catenin (A), PPARγ (B), and C/EBPα (C). The results are mean and standard error of

triplicate experiments. The effects of β-catenin siRNA on the protein levels of β-catenin (D), PPARγ (E), and CEBPα (F).

Densitometry data of western blot were also shown (G, H, and I). *p<0.05, ***p<0.001
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표로서 지질 농도가 표 인 표지인자로써 사용되어 진

다[3,9].

β-catenin의 promoter 부 에 치한 4개의 SNPs 에 하여

한국인 290명의 genotype 분석을 실시하 고 체 상군 에

서 유 자형의 분포는 Hardy Weinberg equilibrium을 따르는

것으로 확인되었다(Table 2). 한국인의 β-catenin유 자 단일

염기다형성과 성지방 농도와의 연 성을 분석해본 결

과 4개의 tagging SNPs 에서 transcription ( 사) 개시 지

으로부터 -10,288 치에 존재하는 C>T polymorphism인

rs7630377 이 유의하게 성지방 농도와 특이 으로 연

성이 있음을 확인할 수 있었다 (Table 3). -10,288C>T유 자

형에 따른 성지방의 평균 농도는 CC 동형집합체 에서

130.41 mg/dl, CT 이형집합체에서 129.11 mg/dl, TT 동형집

합체에서는 84.86 mg/dl으로 측정되어 rare T allele homo-

zygote에서 다른 유 자형에 비해 성지방농도가 유의

으로 낮음이 찰되었다. 성별과 연령을 보정한 ANCOVA

분석 결과 recessive model에서 p-value가 0.037의 유의한 수

으로 성지방 농도와 연 성이 있음을 확인할 수 있

었다. 동일한 조건과 방법으로 콜 스테롤 농도와의 연

성 분석을 해보았으나 유의 으로 향을 미치는 결과를

확인할 수 없었다(Table 4). 따라서 290명의 한국인을 상으

로 한 β-catenin유 자의 SNPs는 비만의 표지인자인

성지방의 농도에 유의 으로 향을 미치지만 콜 스테

롤농도 에는 향을 미치지 못하는 것으로 나타났다. β

Fig. 2. Effects of LRP6 siRNA on the expressions of major adipogenic transcription factors in 3T3-L1 cells. The effects of LRP6

siRNA on the mRNA levels of LRP6 (A), PPARγ (B), and C/EBPα (C). The results are mean and standard error of triplicate

experiments. The effects LRP6 siRNA on the protein levels of PPARγ (D), and CEBPα (E). Densitometry data of western

blot were also shown (F, G). **p<0.01
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-catenin을 knock out (KO)한 마우스군 과 조군 사이의 간

성지방 농도를 비교한 결과 KO 마우스 군에서의 간 성지

방 농도가 조군 보다 높게 보고된 바 있다[4]. 이상의 결과를

종합하여 볼 때, β-catenin은 지방세포의 in vitro adipogenesis

Fig. 3. Effects of DVL2 siRNA on the expressions of major adipogenic transcription factors in 3T3-L1 cells. The effects of DVL2

siRNA on the mRNA levels of DVL2 (A), PPARγ (B), and C/EBPα (C). The results are mean and standard error of triplicate

experiments. The effects DVL2 siRNA on the protein levels of PPARγ (D), and CEBPα (E). Densitometry data of western

blot were also shown (F, G). **p<0.01

Table 2. SNPs of β-catenin used for genotyping

SNP Position
Location relative
to transcription

start site

Nucleotide
change

Location relative to p
terminus of
chromosome

Minora

allele
frequency

HWEb

p-value

rs7630377 Promoter -10,288 C>T 41,230,654 0.279 0.318

rs9859392 Promoter -6,426 C>G 41,234,516 0.201 0.318

rs9870255 Promoter -4,361 G>C 41,236,581 0.199 0.318

rs3864004 Promoter -765 G>A 41,240,177 0.201 0.318
a Minor allele frequencies were obtained from the genotyping of the Korean subjects recruited in this study
b Hardy Weinberg equilibrium
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뿐만 아니라 인체 내 에서의 성지방 농도에서 유의

인 연 성이 있음이 발견되었다.
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록：β-catenin 유 자의 3T3-L1 지방세포 인체에서의 지방축 연 성 연구

배성민1․이해용1․채수안2․오동진3․박석원4․윤유식1*

(1 앙 학교 의과 학 미생물학교실, 2소아과학교실, 3내과학교실, 4방사선종양학과)

비만은 성지방이 체내에 과잉으로 축 되어 지방 본래의 에 지 장과 사조 의 기능을 정상 으로 하지

못하는 상태를 말한다. 본 연구진은 siRNA 방법을 이용하여 Wingless-type MMTV integration site (WNT)/β

-catenin pathway에 의한 지방축 조 에서 요한 역할을 하는 유 자를 확인하고자 하 다. WNT/β-catenin

pathway에 속한 유 자 β-catenin을 siRNA기법을 통하여 knock down 한 후 adipogenesis의 핵심 조 자인

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)γ, CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP)α의 mRNA와

단백질 발 변화를 확인해 보았다. 그 결과 β-catenin유 자의 knock down에 의하여 PPARγ, CEBPα의 유 자

단백질 발 이 유의하게 증가함을 확인하 다. WNT/β-catenin pathway에서 β-catenin의 상 조 자인

LRP6와 DVL2의 knock down에 의한 adipogenesis 조 유무를 분석하 으나 유의 인 향을 미치지 못하는

것으로 발견되었다. 이는 β-catenin이 상 조 자들의 향을 받기 보다는 독립 인 기작으로 PPARγ, CEBPα

의 mRNA, 단백질 발 의 조 함으로써 adipogenesis의 negative regulator의 기능을 하는 것으로 단된다.

한 290명의 한국인을 상으로 비만의 표 인 표지인자인 성지방 농도와 콜 스테롤 농도에 한

β-catenin 유 자의 단일염기다형성(SNP)과의 연 성을 통계 분석해보았다. 그 결과 로모터 부분에 치한 4종

류의 SNP 에서 transcription개시 지 으로부터 -10,288 치에 존재하는 C>T polymorphism인 rs7630377이 유

의하게 성지방 농도와 연 성이 있음을 확인할 수 있었다. 본 연구의 결과는 β-catenin이 세포 수 에서

뿐 아니라 인체에서도 지방축 에 유의 인 향을 미치고 있음을 제시하고 있다.


