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- Abstract -

Background: UCP3 is a mitochondrial membrane protein expressed selectively in

the skeletal muscle and brown adipose tissue. Since the skeletal muscle is the

main organ determining insulin sensitivity in the body, it was hypothesized that UCP3

overexpression in skeletal muscle cells would improve glucose metabolism.

Methods: An adenovirus-UCP3 was produced by a recombinant DNA method.

OLETF rats were divided into 2 groups. Four rats were injected with the adenovirus-

UCP3 (UCP3 group) and others were injected with the adenovirus (control group)

in the skeletal muscle. The UCP3 group was provided with the same quantity of food

as that consumed by the control group on the previous day. Insulin sensitivity was

evaluated by the euglycemic hyperinsulinemic clamp method. In a separate

experiment, glucose transport and glycogen synthesis we evaluated in C2C12

cells transfected with ether an adenovirus or the adenovirus-UCP3.

Results: The insulin sensitivity improved significantly and the body weight decreased

in the UCP3 group. The glucose transport and glycogen synthesis were higher in

the UCP3-C2C12 skeletal muscle cells at the basal state. After insulin treatment,

glucose transport and glycogen synthesis were also higher in the UCP3-C2C12 cells

but the increments were reduced after treatment with wortmannin, a PI3K inhibitor.
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서 론

Uncoupling protein 은미토콘드리아(UCP, UCP1)

의 내막에 존재하는 단백질로 호흡에 의해 생성된 미

토콘드리아내막과외막사이의전위차를 합성에ATP

이용하지 않고 열로 발산시키는 기능을 가진다 최근.

동물의 갈색지방조직에만 존재하는 와 구조적 유UCP

사성을가진아형인 와 가사람에서도발UCP2 UCP3

현됨이 알려져 큰 관심을 끌고 있는데 는 모든UCP2

조직에 걸쳐 분포하는 반면 는 그 발현이 골격UCP3

근세포와갈색지방조직에만국한된다 와. UCP2 UCP3

는 과 염기서열이 각각 일치한다고UCP1 56%, 57%

보고되어그기능이 과유사하리라생각이되지UCP1

만 아직까지 그 기능은 확실히 밝혀지지 않은 상태이

다 특히 는 체내 에너지 대사와 인슐린 감수성. UCP3

을 결정하는데 있어 가장 중요한 역할을 하는 기관인

골격근에 선택적으로 발현되어 존재하여 에너지 대사

의조절에있어중요한기능을담당하리라 생각되어진

다 의 에너지 대사에 관련된 연구들은 다양한. UCP3

결과를보고하고있는데생쥐에서 를UCP3 knock out

시키더라도 비만해지지 않고 지방산의 대사에 영향을

주지 않았다는 보고가 있었던 반면에1) 최근 를UCP3

골격근에 과발현시킨 형질전환 생쥐에서 먹이 섭취가

증가함에도 불구하고 체중이 감소함이 보고되기도 하

였다2) 한편 고지방식이의투여 기아상태 급격한운. , , ,

동 시 골격근 조직에서의 발현이 증가되는 것UCP3

으로 보아서3 5)˜ 가 지방산대사의 조절에 있어UCP3

중요한 역할을 할 것이라는 주장도 대두되고 있다.

저자들은 골격근이 인슐린작용에 의한 전신적 포도

당 이용률을 결정하는 가장 중요한 기관이라는 점과

가골격근에주로발현된다는점에착안하여골UCP3

격근에서의 과발현이포도당대사를호전시키고UCP3

인슐린 감수성을 증가시킬 것이라는 가설을 세웠다.

이를증명하기위해 비만형당뇨병의모델인 OLETF

백서에서 를 과발현 시켰을 때 체중의 변화와UCP3

인슐린 감수성의 변화를 보고자 하였고 한편 배양된

골격근 세포에 를 과발현 시켰을 때 포도당 수UCP3

송 및 당원합성에 미치는 영향을 알아 보고자 하였다.

대상 및 방법

의 제작1. Adenovirus-UCP3

를미국 의대에서기Human UCP3 cDNA Harvard

증받아 를 하는 를제작하였UCP3 encoding adenovirus

다 에서 조각을절단한후. pACCMVpLpA XhoI/ClaI

를 결합하여재조합 를만들었다UCP3 cDNA plasmid .

를함유하는 를 이절단UCP3 DNA plasmid E1 region

된 를 포함하는 세포에adenoviral DNA HEK-293

시킨 후 세포를 녹여 재조합 를transfection UCP3

하는encoding adenovirus 를만들(adenovirus-UCP3)

었다.

2. Euglycemic hyperinsulinemic clamp

주령의 마리의 백서를대상으로하여25 8 OLETF 마4

리는대퇴사두근 비복근(quadriceps muscle), (gastro-

가자미근cnemius muscle), 등의골격(soleus muscle)

근에 adenovirus 2 mL (1×1012 를 주사하여pfu/mL)

대조군으로 하였고 마리는 골격근에4 adenovirus-

UCP3 2 mL (1×1012 를 주사하였다pfu/mL) (UCP3

과발현군 를투여한백서에서먹이섭취가증가). UCP3

하는 경향이 있어 그 전날 대조군이 먹은 양의 먹이만

큼투여하였고 골격근에 를주사한(Fig. 1) adenovirus

Conclusion: Insulin sensitivity was higher in the UCP3-overexpressed OLETF rats in

the in vivo study. UCP3 transfection also increased glucose transport and

glycogen synthesis in the cultured skeletal muscle cells by a PI3K dependent

mechanism (J Kor Diabetes Asso 25:460 468, 2001).˜

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━
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일후에 를시10 euglycemic hyperinsulinemic clamp

행하였다 백서의꼬리에정맥관을삽입한후. OLETF

인슐린(Humulin Regular, Eli-Lilly, Indianapolis, IN,

을USA) 86 로 주입하였고혈청내포도당pmol/kgmin

농도를 분 간격으로 측정을 하여 기저상태의 혈청10

포도당농도를목표로 포도당용액의주입속도를25%

변화시켰다.

골격근 세포의 배양3. C2C12

골격근세포C2C12 (American Type Culture Collec-

를 와tion, Rockville, MD, USA) 10% FCS 2mmol/L

글루타민이 포함된 배지에서 배양을 했다 배DMEM .

양된 세포를 시간 간격으로 신선 배지로 교환하였48

다. 5 의포도당과 혈청을함유한mmol/L 0.5% Earles

를포함된salts MEM 에(minimum essential medium)

서 시간 배양하여 로 분화시켰다18 myotube .

의4. Adenovirus-UCP3 transfection

골격근 세포를 혈청이 포함되지 않은 배지C2C12

에서 adenovirus-UCP3 3×106 pfu/cm2와같이 시간1

동안배양한후 혈청이포함된 배지로바꿔2% MEM

시간동안배양하였고 일간유지한후 과발24 4 UCP3

현 골격근세포를만들어C2C12 세포(UCP3-C2C12 )

실험에 사용하였다.

혈장의 포도당과 인슐린 농도의 측정5.

백서의혈장포도당농도는포도당산화법OLETF

으로측정하였(Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA)

고혈장인슐린농도는 사Linco (Linco Research Inc.,

의 를 이용하여방사면역측정법St. Charles, MO) kit

으로 측정을 하였다(radioimmunoassay) .

포도당 수송의 측정6.

골격근세포와 골격근세포C2C12 UCP3-C2C12

를 기저상태에서또는인슐린 등과같이, wortmannin

시간배양하였고실온에서1 0.5 mol/Lμ 2-deoxy-[H3]D-

glucose (2DG; 0.5 에 분간노출시켰다 세Ci/mL) 10 .μ

포를 에녹여서방사성활동도로포도당0.05N NaOH

수송을 측정하였다.

당원합성의 측정7.

골격근세포와 골격근세포C2C12 UCP3-C2C12
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Fig. 1. Upper panel shows the amount of food intake. UCP3 group (closed circle) were provided by the same amount of

food as that comsumed by control group on the previous day (closed circle). Lower panel shows the body weight

changes between two groups. The body weight was siginificantly decreased in UCP3 group compared to control

group. *: p<0.05 vs control
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를기저상태에서또는인슐린 등과같이, wortmannin

시간배양1 5 와mmol/L glucose 0.5 Ci of D-[U-μ 14C]

가glucose 포함된 배지에서 분간반응시켰다MEM 90 .

100 의 가첨가된용액에서세포를세척L 30% KOHμ

후 녹인 후 알코올로 침전시켜 방사성 활동도를95%

확인하였다.

통계적 분석8.

통계분석은 프로그램SPSS (SPSS Inc., Chicago,

을사용하였고결과는평IL, USA) computer program

균 표준오차로 나타내었다 두 군의 평균의 비교는.

를시행하였고세군의평균의비Mann-Whitney test

교는 를통해비교분석하였다 통Kruskal-Wallis test .

계적 유의성은 로 정의하였다p<0.05 .

결 과

백서에서 과발현에 의한 인슐1. OLETF UCP3

린 감수성의 변화

대조군과같이먹이섭취제한을한 군에서대UCP3

조군에 비해 체중이 통계적으로 유의하게 감소되었다

(Fig. 1). Euglycemic hyperinsulinemic glucose clamp

를 시행하였을때 과발현 백서에서대UCP3 OLETF

조군에 비해 인슐린 감수성이 유의하게 증가하였다

과발현 백서에서혈중포도당(Fig. 2). UCP3 OLETF

농도는 8.43±0.88 였고대조군의혈중포도당mmol/L

농도는 12.54±1.86 로 대조군의포도당농도mmol/L

가 통계적으로유의하게높았다 과발(p<0.05). UCP3

현 백서의혈중인슐린농도는OLETF 85.12±17.62

로대조군의인슐린농도pmol/L (116.61±8.62 pmol/L)

보다 낮았으나 통계적으로 유의하지 않았다.

골격근 세포에서 과발현에 의한2. C2C12 UCP3

포도당 수송과 당원합성의 변화

세포에서 기저상태 포도당 수송은C2C12 1.28±

0.17 였고mol/L/min 100μ 인슐린으로 시간처리nM 2

한후 2.67±0.20 로 증가하였다mol/L/min . UCP3-μ

세포에서는기저상태포도당수송이C2C12 3.89±0.13

로 증가되었고인슐린처리후에도mol/L/min 5.74±μ

0.44 μ 로증가하였다 인슐린을처리한mol/L/min . UCP3-

세포에C2C12 phosphoinositide 3-kinase 억제(PI3K)

제인 을첨가하였을때포도당수송활성이wortmannin
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Fig. 2. When euglycemic hyperinsulinemic clamp was done to control (open

circle) and UCP3 group (closed circle), the insulin sensitivity was

siginificantly higher in UCP3 group. *: p<0.05 vs control
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3.81±0.20 로 감소하였다mol/L/minμ (Fig. 3).

기저상태당원합성은 세포에서C2C12 0.25±0.01

였고인슐린처리후mol/L/min 0.45±0.01μ mol/L/minμ

로증가하였다 세포에서는기저상태당. UCP3-C2C12

원합성이 0.62±0.01 로 증가되었고인슐mol/L/minμ

린 처리후에도 1.26±454 μ 로 증가하였다mol/L/min .

세포에 을첨가하였을때UCP3-C2C12 wortmannin

세포에서당원합성률이UCP3-C2C12 0.80±0.04 μ

로 감소하였다mol/L/min (Fig. 4).
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Fig. 3. The glucose transport was increased in UCP3-overexpressed C2C12 skeletal muscle cells at basal state (upper panel).

After insulin treatment (lower panel), the glucose transport was also increased in UCP3-overexpressed C2C12 skeletal

muscle cells. The increment was diminished after treatment of wortmannin.

*: p<0.05 compared to control. : p<0.05 compared to UCP3✝
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Fig. 4. The glycogen synthesis was increased in UCP3-overexpressed C2C12 skeletal muscle cells at basal state (upper

panel). After insulin treatment (lower panel), the glycogen synthesis was also increased in UCP3-overexpressed

C2C12 skeletal muscle cells. The increment was diminished after treatment of wortmannin.

*: p<0.05 compared to control. : p<0.05 compared to UCP3✝
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고 찰

본 연구의 결과 의 골격근 세포내 과발현이UCP3

백서에서인슐린저항성을 호전시키고배양된OLETF

골격근세포에서포도당수송및당원합성을증가시킴

을 알 수 있었다 에 의한 포도당 수송 및 당원. UCP3

합성의증가는 에의해억제되어 에wortmannin PI3K

의존적임을보여주었는데이와같은결과는 Huppertz

등의 포도당 수송에 대한 최근의 연구와 일치하는 것

이다7) 본 연구에서는이에덧붙여 가배양된골. UCP3

격근세포에서당원합성을증가시키고 백서에OLETF

서 인슐린감수성을증가시킴을관찰하였는데이와 같

은 연구결과는 아직까지 보고된 바 없다.

본 연구에서 에 의한 포도당 수송 및 당원합UCP3

성의 증가가 에 의해 억제되었는데 이는wortmannin

가 인슐린 신호전달체계를 활성화시킴을UCP3 PI3K

보여주는소견이다 는 의조절인자와. PI3K 85kDa 110

의 분해인자 로구성된단백질kDa (catalytic subunit)

로 인슐린자극시 인산화가된tyrosine IRS (Insulin

단백질과 결합하여인슐린신호전receptor substrate)

달체계를활성화시킨다8) 가 와 결합되어 활. PI3K IRS

성화되면 를활성화시켜 의PKB/Akt GLUT4 translo-

을 통해포도당수송을증가시키는한편cation , GSK3

를 억제하여당원합성을촉진한다9) 가 어떤 기. UCP3

전으로 를활성화시킬지는앞으로연구되어야할PI3K

과제이나 에의한당대사의호전에대해서는다UCP3

음의 몇 가지 가능성을 생각할 수 있다.

첫번째로 에 의한 미토콘드리아 전위차의 해UCP3

소가 이차적으로 지방산 대사를 촉진하여10) 세포내

long chain acyl CoA 와 와같은지(LCAC) ceramide

방대사산물의감소를유발하여 포도당수송및 당원합

성을증가시켰을가능성을생각할수있다 체내및세.

포내 지방산의 증가는 인슐린저항성의 중요한 원인중

의 하나로 생각되고 있고 이중 특히 의 역할에LCAC

대해 많은 연구가 있었다11) 세포내 지방산 유입의 증.

가에 의해 축적된 세포내 는 포도당 대사에 중LCAC

요한역할을하는 나 의glycogen synthase hexokinase

활성화를억제하는것으로보고되었다12,13) 한편. , LCAC

는세포내중성지방이나 diacylglycerol 의 생성(DAG)

을 증가시켜 를활성화시키며PKC θ 13) 는 인PKC θ

슐린수용체와 와같은인슐린신호전달체계PKB/Akt

를억제할수있다14,15) 는 이. Ceramide sphingomyelin

에분해되어생성되는sphingomyelinase lipid second

로지방산으로부터직접생산되기도하는messenger 데16)

최근의연구에서 와같은인슐린신호전달체PKB/Akt

계를 억제함으로써 지방산에 의한 인슐린저항성을 유

발하는주물질로지목된바있다17) 에 의해 지. UCP3

방산의산화가증가되면세포내 및 가LCAC ceramide

감소하게 될 것이고 이에 따라 인슐린 신호전달체계,

가 활성화할 가능성이 있는데 이에 대해서는 앞으로

더 연구가 필요할 것으로 생각된다.

두번째로 의 증가가 세포내 반응성 산소기UCP3

를 감소시킴으로써 당대사를 활성화 시켰을 가(ROS)

능성을 생각할 수 있겠다 체내에서 생성되는 대부분.

의 는 미토콘드리아에서 전자전달체계를 거친 전ROS

자가 O2와 반응하여 H2 가 되는 과정에서 만들어지O

는데 정상적으로 약 의 산소만이1 5% H˜ 2 가 되지O

못하고 O2
-이 된다 전자전달체계가 어떤 이유에서든.

지 원활히활동을하지못하는경우에는 semiquinone

같은 물질이 축적되면서 O2
- 생산이 증가하며 동시에

에농축된intermembrane space H+ ion ( H△μ + 도증)

가하게된다 가 를통해이러한. UCP3 proton leak △μ

H+를 줄이게 되면 결국 전자전달계에서의 전자의 흐

름을 원활히 하여 의 생성이 감소하게 될 것으로ROS

생각된다18) 국내에서도김등은 를골격근세포. UCP3

에 시켰을때 의생성이감소됨을보transfection ROS

고하였고19) 본 교실에서도 배양된 혈관내피세포에,

를 시켰을때 의생산이감소UCP2 transfection ROS

함을 관찰한 바 있다20) 또한 세포내 산화스트레스는.

인슐린 자극에 의한 과 의 세포내 분획을IRS-1 PI3K

변화시켜 인슐린저항성을 유발한다는 보고가 있고21),

이외에도 산화스트레스가 인슐린 신호전달체계를 억

제하는 를증가시킨다는보고serine/threonine kinase

도 있다22).

한편 의증가가세포내 를고갈시킴으UCP3 ATP 로써

5 AMP-activated protein kinase 를활성화시(AMPK)

키고 이에 의해 포도당 수송이 증가할 가능성을 생각할

수 있겠다 는 세포내 연료의 증감에 민감하게. AMPK
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반응하는 단백질로 의 비율에 영향을 받는AMP/ATP

데 주로 스트레스나 근육 수축 저산소증 등과 같은,

를 많이 소모하는 상황에서 와는 독립ATP PI3K 적인

경로로 포도당 수송을 증가시킨다23) 그러나. 실제 배양

된골격근세포에 자극제인AMPK 5-aminoimidazole-

4-carboxamide ribonucleoside 를처리했을(AICAR)

때 당원분해가증가된다는보고가있고24) 본 교실에서

도배양된골격근 세포에 를처리하였을때 당AICAR

원합성이감소됨을관찰하여 미발표자료 에의( ) UCP3

한 당원합성의 증가는 이와는 다른 기전에 의할 것으

로 생각된다.

백서를 대상으로 한 생체내 실험에서OLETF

를 백서의 골격근에 과발현 시켰을 경UCP3 OLETF

우 인슐린저항성이 호전되었는데 이는 세포배양실험

에서증명된인슐린감수성의증가가생체내에서도 적

용이됨을직접적으로증명한것이다 가과발현. UCP3

된 백서에서 대조군에 비해 먹이섭취가 증가OLETF

하였는데 먹이 섭취를 대조군과 같은 양으로 제한을

하였을때유의한 체중이감소함을관찰하였고인슐린

감수성이 호전되었다 결과에 제시되지는 않았으나 먹.

이양을대조군과같이제한하지않았을경우에는UCP3

과발현군에서오히려체중의증가가있어최근에보고

된 과발현형질전환생쥐에서의먹이섭취가증UCP3

가하였지만 체중은 감소하였다는 결과와는2) 다소 차

이를 보이고 있다 이는 아마도 과발현 형질전. UCP3

환 생쥐에서 골격근에 발현되는 의 양에 비해UCP3

본 연구에서외부에서투여한 의양이상대적으UCP3

로 적었기 때문일 것으로 추정된다.

본연구의제한점으로는 를adenovirus-UCP3 OLETF

백서의골격근에주사한후 의과발현의정도를UCP3

확인하지않았다는점과 골격근와C2C12 adenovirus-

를같이배양하였을때 의적절성을UCP3 transfection

확인하지않았다는점이다 그러므로향후 백. OLETF

서의골격근에서 를주사후adenovirus-UCP3 UCP3

발현정도와 세포에서mRNA C2C12 -galactosidaseβ

를함유하는 와배양후 염색을( -gal) adenovirus -galβ

하거나공초점현미경 을이용(confocal microscope)

하여 의적절성을확인하는실험이진행되transfection

어야 할 것으로 생각된다.

이상의결과로골격근세포에 과발현을시켰UCP3

을 때 포도당 수송 및 당원합성이 증가됨으로써 인슐

린감수성이호전됨을관찰하였다 한편 억제제. , PI3K

를 처리했을 때 에 의한 포도당 수송 및 당원생UCP3

성의 증가가 상쇄되는 것으로 보아 에 의한 효UCP3

과는 인슐린 신호전달체계 중 에 일부 의존함을PI3K

알 수 있었다 결론적으로 본 연구의 결과는 가. UCP3

향후 인슐린감수성을 촉진시키는새로운치료제로사

용될 가능성을 시사하고 있다 그러나 아직 가. UCP3

어떤 기전에 의해 인슐린 신호전달체계를 활성화하는

지는밝혀져있지 않은 상태로 앞으로 이에대한 연구

가 수행되어야 할 것이다.

요 약

연구배경: Uncoupling protein 는미토콘드리(UCP)

아의 내막에위치하는 단백질로세포내의과다한에너

지를 열로 발산시키는 기능을 가진다 최근 동물의 갈.

색지방조직에만 존재하는 와 유사성을 가진 아형UCP

들 이 사람에게도 존재함이 알려져 큰 관심(UCP2,3)

을 끌고 있는데 이중 는 그 발현이 골격근세포UCP3

와 갈색지방조직에만 국한된다 본 연구에서는. UCP3

가 체내 인슐린 감수성을 결정하는데 가장 중요한 조

직인 골격근에 국한되어 발현되는 점에 착안하여

를 골격근세포에 과발현시켰을 때 포도당 대사UCP3

에 어떠한 영향이 나타나는 지를 조사하였다.

방법: 주령의 마리의 백서를대상으로25 8 OLETF

하여 마리는 골격근에4 adenovirus 2 mL (1×1012

를 주사하여대조군으로하였고 마리는골격pfu/mL) 4

근에재조합법으로제작된 adenovirus-UCP3 2mL (1

×1012 를주사하였다pfu/mL) 과발현군(UCP3 ). UCP3

를 투여한백서에서먹이섭취가증가하는경향이있어

그 전날 대조군이 먹은 양의 먹이만큼 투여하였다 골.

격근에 를주사한 일후에adenovirus 10 euglycemic

를시행하였다hyperinsulinemic clamp . Adenovirus-

를 골격근 세포에 시켜UCP3 C2C12 transfection

를만들고 골격근세포와UCP3-C2C12 C2C12 UCP3-

골격근 세포에서 포도당 수송 및 당원합성을C2C12

측정하였다.
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결과: 과발현 에서체중이감소하는UCP3 OLETF

경향을보였고인슐린감수성이증가하였다 세. C2C12

포에서기저상태포도당수송은1.28±0.17 mol/L/minμ

였고 100 인슐린으로 시간처리한후nM 2 2.67±0.20

로증가하였다 세포에서는mol/L/min . UCP3-C2C12μ

기저상태포도당수송이 3.89±0.13 로증mol/L/minμ

가되었고인슐린처리후 5.74±0.44 로증mol/L/minμ

가하였다 인슐린을 처리한 세포에. UCP3-C2C12

억제제인 을첨가하였을때포도당PI3K wortmannin

수송활성이 3.81±0.20 로 감소하였다 기mol/L/min .μ

저상태 당원합성은 세포에서C2C12 0.25±0.01 μ

였고인슐린처리후mol/L/min 0.45±0.01mol/L/min

로증가하였다 세포에서는기저상태당. UCP3-C2C12

원합성이 0.62±0.01 였고인슐린처리후mol/L/minμ

로 증가하였다1.26±454 mol/L/min . UCP3-C2C12μ

세포에 wort 을 첨가하였을 때 당원합성율이mannin

0.80±0.04 로 감소하였다mol/L/min .μ

결론: 과발현이 백서에서인슐린감UCP3 OLETF

수성을증가시켰고골격근세포에서 포도당수송및 당

원합성을 증가시켰다 을 첨가하였을 때. Wortmannin

포도당 수송 및 당원합성이 감소함으로 보아 이 과정

이 인슐린 신호전달체계인 에 일부 의존함을 알PI3K

수 있었다.
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