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1. 서 론

간 수용체 동족체-1(liver receptor homolog-1, LRH-1)은 간, 장 및 췌장

등을 포함한 내배엽 기원 유래 조직에서 주로 발현된다. LRH-1은 생식 능

력, 분화 발달 및 세포 증식에 대한 영향과 함께 스테롤 대사 조절에 중요

한 역할을 하며, 스테로이드 생성, 포도당, 담즙산 및 콜레스테롤 대사에 중

추적인 역할을 하는 생물학적인 주요 조절인자이다(1-3). 간에서는

peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1

alpha(PGC-1a) 조절, 미토콘드리아 생합성 및 베타 산화작용을 통하여 지

질 항상성 유지에 관여하는 것으로 알려져 있고, LRH-1이 결핍되었을 때

소포체 스트레스에 의한 지방간 생성이 유도되는 것으로 알려져 있다(4,5).

따라서 금식 시 LRH-1이 결핍되어 있을 때 베타 산화작용에 의해 간에서

중성지방 축적이 더 쉽게 증가한다고 보고되어 있다(6). 금식 시 간에서 과

도하게 축적된 중성지방은 주로 지질 방울(lipid droplet) 내에 저장된다(7).

지질 방울은 지질 저장 및 이용의 균형을 유지하는데 사용되며, 낮은 세포

내 유리 지방산 수준을 조절하므로 영양 스트레스 조건에서 과도한 지방산

으로 인한 지방 독성으로부터 간을 보호하는데 중요한 역할을 한다(8-10).

Cystathionine g-lyase(CTH)는 포유류에서 L-시스테인 및 호모시스테인

을 주 기질로 하여 두 개의 피리독살-5’-인산 의존성 효소인 cystathionine

β-lyase(CBS)와 함께 주요 내인성 황화수소 생성 효소로 알려져 있다

(11-13). CTH는 심혈관계에서 주로 발현되며, 간, 췌장 및 신장에서 주된

황화수소 생성 효소로 알려져 있으며, 노령화, 알츠하이머 환자, 당뇨 및 비

만 등의 질환이 있을 때 감소한다고 보고된 바 있어서 대사적 양면에서 중

요한 효소로 인식되고 있다(14-17).

황화수소는 가스 전달물질로서, 특히 시스테인 잔기를 -SSH로 변환시켜

단백질의 활성을 조절하는 단백질 sulfhydration을 통해 세포 내에서 산화

스트레스, 지방산 산화 및 미토콘드리아 생합성 등을 매개하는 것으로 알려

져 있다(18). 황화수소 생성에 관여하는 효소는 CBS, CTH, 3-mercaptopyruvate

sulfotransferase(3-MST) 및 cysteine aminotransferase(CAT)로 4 가지가 주로
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알려져 있다(19). 현재까지 황화수소에 의해 유도되는 단백질 sulfhydration

표적은 굉장히 소수이며 이러한 표적을 찾는 연구가 활발히 진행되고 있다.

황화수소는 간에서 산화 스트레스를 줄이고, 염증을 억제하는것으로 알려져

있고, 반응성 산소종의 활성을 감소시키고 글루타티온과 항산화 효소를 증

가시켜 산화 스트레스부터 간을 보호함을 알 수 있다(20,21).

따라서 이번 연구는 간에서 LRH-1에 의한 CTH의 조절 기전을 확인하

고, 금식에 의한 황화수소 생성이 간의 중성지방 축적에 미치는 영향을 규

명하고자 한다.
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2. 재료 및 방법

2. 1. 동물 모델:

생후 8 주령의 정상 및 LRH-1 결핍(knock out) C57BL/6 마우스를 각각

5 마리씩 정상 식이 및 24 시간 금식을 진행하였다. 모든 동물실험은 계명

대학교 의과대학 실험동물 윤리위원회의 승인을 통해 수행되었다

(KM-2022-25R1).

2. 2. 헤마톡실린-에오신 염색법:

간 조직을 4–5 μm 두께로 박절하여 60 ℃에서 1 시간 동안 파라핀을 녹

인 후, 건조 오븐에서 3 분간 슬라이드에 고정시켰다. 파라핀을 제거하기

위해 자일렌으로 5 분씩 3 회 담근 후, 100%, 95% 및 90% 에탄올에서 각

각 2 분간 함수 과정을 거쳤다. Mayer’s hematoxylin 용액(H&E, BBC

Biochemical, Mount Vernon, WA, 미국)으로 4 분간 염색한 후, 따뜻한 물

로 2 분간 수세한다. 95% 에탄올로 살짝 흘려준 후 eosin Y 용액(H&E,

BBC Biochemical)으로 7 초간 반응하였다. 물로 수세한 후 90%, 95% 및

100% 에탄올 및 자일렌으로 탈수화 과정을 거친 후 봉입제와 커버 슬라이

드로 고정시켰다.

2. 3. 중성지방 및 콜레스테롤 측정:

지질 축적을 확인하기 위하여 간 조직 50 mg을 클로로포름(CHCl3)과 메

탄올(MeOH)을 2:1로 혼합한 용액에 넣고 균질화시킨다. 분리된 상층액을

2:1 CHCl3/MeOH용액 2 mL에 혼합하는 과정을 3번 정도 반복한다. 그 뒤
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6–8 mL 정도의 추출물에 질소가스를 주입하여 건조 시켰다. 건조한 후

1:1 CHCl3/MeOH 4 mL과 50 mM LiCl 2 mL을 추가하여 혼합하고 실온에

서 783 × g로 10 분간 원심분리하였다. 아래쪽에 생긴 층 즉, CHCl3층을

다른 튜브로 분리하고 원래 튜브에 CHCl3 2 mL을 추가하고 다시 원심분리

하여 CHCl3층을 분리하는 과정을 3번 반복하였다. 수집한 CHCl3층 용액은

질소를 사용하여 건조한 후 1:1 CHCl3/MeOH 4 mL과 10 mM LiCl 2 mL

을 추가하고 원심분리한 후 과정을 동일하게 2번 반복한다. 건조한 시료에

500 μl CHCl3을 넣어 혼합하였다. 마지막으로, 중성지방과 총 콜레스테롤

키트를 사용하여 중성지방과 콜레스테롤을 측정하였다(아산셋트 중성지방

측정용 시액, 아산셋트 총 콜레스테롤 측정용 시액, 아산제약, 경기도 화성

시, 대한민국). 지질 농도는 사용된 간 조직의 무게로 표준화하였다. 혈청

내 중성지방과 총 콜레스테롤 측정도 조직과 동일한 키트를 사용하여 측정

하였다.

2. 4. 정량 중합효소 연쇄반응 분석:

정상 식이 및 24 시간 금식을 한 8 주령의 정상 및 LRH-1 결핍 마우스의

간 조직에서 RNA를 추출하였다. 추출에는 TriZol reagent(Life

Technologies, Carlsbad, CA, 미국)를 사용하였다. 그 중 1 μg의 RNA를

iScript cDNA 합성키트(Bio-rad, Hercules, CA, 미국)를 사용하여 상보적

DNA(cDNA)로 합성시키고 cDNA에 프라이머와 SYBR green(iQ SYBR

Green Supermix, Bio-rad)를 혼합하여 정량 중합효소 연쇄반응 분석을 진

행하였다. 정량 중합효소 연쇄반응 분석은 CFX96TM(real time system,

Bio-rad)를 사용하여 수행하였다. 분석에 사용된 forward와 reverse 프라이

머는 다음과 같다(표 1).

중합효소 연쇄반응 증폭은 95 ℃에서 3 분, 95 ℃에서 10 초, 55 ℃에서

30 초를 1 회로 하여 총 39 회 증폭시킨 후, 55 ℃에서 5 초 그리고 95 ℃

까지 온도를 증가시켜 녹는 곡선을 그렸다. 결과 값을 분석하여 그래프로



- 5 -

나타내었다.

2. 5. Western Blot 분석:

8 주령의 정상 마우스와 LRH-1 결핍 마우스에 정상 식이 및 24 시간 금

식을 한 후 간 조직을 분리하여 조직 용해 완충제(T-PERTM tissue

protein extraction reagent, Thermo Scientific, Rockford, IL, 미국)를 사용

하여 시료를 준비하였다. 시료의 단백질은 bicinchoninic acid 단백질 정량

키트(BCA, Thermo Scientific)를 사용하여 562 nm에서 흡광도를 측정하여

정량하였으며, 10% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel에서 단백질

을 분리한 후, 0.2 μm nitrocellulose membrane(GE Healthcare, Uppsala, 스

웨덴)으로 옮겨준 후 5% skim milk/TBST(20 mM Tris-HCl, 137 mM

NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.4)에 넣어 실온에서 1 시간 동안 실온에서 유

지시켰다. 그 후 LRH-1 1차 항체(ARP37407_P050, Aviva System Biology,

San Diego, CA, 미국), CTH 1차 항체(sc-365382, Santa Cruz

Biotechnology, Dalla, Texas, 미국), GAPDH 1차 항체(2118, Cell Signaling

Technology, Inc., Danvers, MA, 미국)를 사용하여 16 시간 동안 4 ℃에서

반응시켰다. 2차 항체로는 anti-mouse 또는 anti-rabbit IgG horseradish

peroxidase/TBST(Santa cruz, Paso Robles, CA, 미국)로 1 시간 반응시킨

후 단백질 검출에 사용하였다. pico ECL(Clarity Western ECL Substrate,

Bio-rad) 용액에서 2 분간 발색시켜 단백질을 확인하였다.

2. 6. 일차 간세포 분리:

정상 식이 및 24 시간 금식한 정상 마우스와 LRH-1 결핍 마우스에서 일

차 간세포를 관류법(22)을 사용하여 분리되었다. 먼저 마우스는 이소플로란

(이소플로란, ㈜하나제약, 경기도, 한국)으로 마취 후 개복하여 정맥에 카테

터를 삽입하고 간문맥을 잘라 혈액이 방출되도록 한 후, EBSS(EBSS, ㈜웰
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진, 경산, 한국)와 0.5 mM EGTA를 간에 관류하여 혈액을 제거하였다. 그

후 EBSS와 2 M CaCl2H2O, Liberase(liberase perfusion, Roche

Diagnostics, Indianapolis, IN, 미국)를 주입하여 간 효소를 분해시켰다. 간

을 즉시 10 cm 세포배양 접시에 분리하고 EBSS와 2 M CaCl2H2O로 부드

럽게 풀어준 후, 100 μM 나일론 세포 여과기를 사용하여 세포를 여과시켜

조직 찌꺼기를 제거하여 여과물을 50 × g, 4 ℃에서 1 분간 원심분리하였

다. percoll buffer(GE Healthcare, Uppsala, 스웨덴)에 다시 현탁하고, 100

× g에서 10 분간 원심분리하여 간세포를 분리하였다. 분리된 간세포는

10% FBS, 1% Glutamax, 1%　P/S로 보충된 William’s Medium E(Gibco)

에 부드럽게 재현탁하고 콜라겐으로 코팅된 10 cm 배양 접시에 세포를 배

양하였다.

2. 7. 실시간 세포 대사 분석:

미토콘드리아 호흡 활성과 지방산 산화를 측정하기 위해 Seahorse XF96

분석기(XF96, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 미국)를 사용하여

일차 간세포에서의 농도를 측정하였다. 일차 간세포는 콜라겐 코팅이 된

seahorse microplate(96-well)에 2 × 105로 배양하였다. 세포 내 산소 소모

율(Oxygen consumption rate, OCR) 측정 전날 센서 카트리지에 보정 버퍼

(XF Calibrant, Agilent Technologies)를 넣고 37 ℃의 이산화탄소가 없는

인큐베이터에서 배양한 후 중탄산나트륨 없는 DMEM에서 일차 간세포를

배양하였다. OCR 검사 당일 미토콘드리아 OXPHOS 억제제와 배지를 pH

7.4로 조정하였다. 미토콘드리아 OXPHOS 억제제인 올리고마이신(2

mg/mL) 및 로테논(1 mM)을 각각 추가한 후 기본 OCR을 세 번 측정하고

세 번의 판독을 실시하였다. 올리고마이신 OCR은 안정된 상태를 유지한

후 마지막 세 번의 측정을 평균내서 계산하였다. 결합 호흡은 기본 호흡에

서 백분율 감소로 표현되었다. 지방산 산화(Fatty acid oxidation, FAO) 측

정은 올리고마이신, FCCP, 로테논, 에토목실을 처리하여 측정하였다
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(Seahorse XF　 Long Chain Fatty Acid Oxidation Stress Test Kit,

Agilent Technologies). OCR과 FAO는 단백질 농도에 의해 표준화하고 카

트리지와 seahorse XF96 소프트웨어에 의해 자동으로 계산하고 기록하였

다.

2. 8. RNA-sequencing(RNA-seq):

분석에 필요한 간 조직 샘플은 정상 식이 및 24 시간 금식을 진행한 정상

및 LRH-1 결핍 마우스에서 수집하였다. 간 조직에서 얻은 RNA를 수집하

여 RNA-seq(Macrogen Inc., 서울, 한국) 분석을 실시하였다. 총 RNA 중 1

mg은 Truseq RNA 라이브러리 키트(Illumina, San Diego, CA, 미국)를 사

용하여 cDNA 라이브러리를 구성하기 위해 분석하였다. 프로토콜에는 폴리

A가 선택된 RNA 추출, RNA 단편화, 무작위 헥사머 프라이밍 역전사,

Illumina Hiseq 2000(Illumina, San Diego, CA, 미국)을 사용한 100 nt 쌍의

엔드 시퀀싱이 포함되었으며, agilent technologies의 2100 바이오 분석기를

사용하여 분석하였다.

2. 9. 프로모터 활성 측정:

HEK-293T 세포를 6-well 배양접시에 well당 1.5 × 105개로 배양했다. 세

포에 LipofectamineⓇ2000(Invitrogen, Waltham, MA, 미국)을 이용하여

pcDNA 3.1(100 ng), pcLRH-1(100 ng), pCMB-b-galactosidase(50 ng) 발

현 플라스미드 및 pmCTH 2000(100 ng)을 형질주입 시켰다. 형질주입 24

시간 후, 세포에 100 μM DLPC를 첨가한 다음, 다시 24 시간 배양하였다.

그 후, 세포들을 수거하여 루시퍼라아제 분석법을 시행하였다.

2. 10. 시스테인 농도 측정:
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먼저 정상 식이 및 24 시간 금식을 한 정상 마우스와 LRH-1 결핍 마우스

의 혈액을 분리했다. 그 뒤 25 μL의 혈청과 50 μL의 물을 혼합하여 혈청을

희석 시키고, 희석한 혈청 20 μL와 물 10 μL 그리고 80 μL의 메탄올을 혼

합하여 섞고 10 분간 얼려주었다. 혼합된 샘플을 4 ℃, 14,200 × g에서 10

분간 원심분리 한 후, 분리된 샘플 40 μL와 20 μL 탄산 나트륨(Sodium

carbonate), 20 μL 2% 벤젠카르보닐 클로라이드(BzCl)을 혼합하여주고 20

μL IS(333 μL Working STD + 333 μL 100mM Sodium carbonate + 333

μL BzCl-d5 (2% (v/v)) in acetonitrile) + 1 μL formic acid)를 추가하여 4

℃, 14,200 × g에서 10 분간 원심분리 하였다. 시스테인 측정은

LC-MS(NexeraX2 LC-30AD & LCMS-8050 system, SHIMADZU, Kyoto,

Japan)로 측정하였다.

2. 11. 황화수소 함량 측정:

먼저 정상 식이 및 24 시간 금식을 한 정상 마우스와 LRH-1 결핍 마우스

의 혈액을 분리했다. 간 조직은 PBS로 균질화 한 후, BCA정량법을 이용하

여 450 μg으로 정량하였다. 정량된 단백질에 10 mM L-cystein 10 μL와 2

mM pyridoxal 5’-phospahte 10 μL를 혼합하고 PBS로 총량 250 μL를 맞춰

주었다. 20 초 동안 샘플에 질소가스를 주입해 주고 37 ℃에서 60 분 동안

반응시킨 후, 1% Zinc acetate 250 μL와 10 M NaOH 2.5 μL를 넣어준 후

37 ℃에서 60 분간 황화수소를 잡아준다. 그 후 10% TCA 125 μL, 20 mM

N,N-dimethyl-p-phenylenediamine sulfate 133 μL, 30 mM FeCl3 133 μL

를 추가하여 실온에서 20 분 동안 반응시켰다. 그 후 282 × g, 5 분에서 원

심분리 하고, 샘플은 670 nm에서 흡광도 측정하였다.

혈액에서의 황화수소 농도는 200 μL 혈청을 사용하여 동일한 방법으로 측

정하였다.

2. 12. 통계 분석
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데이터는 GraphPad Prism 5.0(GraphPad Software Inc., San Diego, CA,

미국)를 통해 각각의 자료에서 평균과 표준 오차로 표시하였다. 유의성은

Student’s t–test로 검증하였으며, p 값이 0.05 이하에서 유의하다고 판단하

였다.
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<표 1> 정량 중합효소 연쇄반응 프라이머 리스트

프라이머 염기서열(5’→3’)

L32 sense ACATTTGCCCTGAATGTGGT

antisense ATCCTCTTGCCCTGATCCTT

Lrh-1 sense TGGGAAGGAAGGGACAATCTT
antisense CGAGACTCAGGAGGTTGTTGAA

Srebp-1c sense GGAGCCATGGATTGCACATT

antisense GGCCCGGGAAGTCACTGT

Scd-1 sense CCGGAGACCCCTTAGATCGA
antisense TAGCCTGTAAAAGATTTCTGCAAACC

Fas sense GCTGCGGAAACTTCAGGAAAT

antisense AGAGACGTGTCACTCCTGGACTT

Red sense GCAGCAGGACATCTTGTCAG
antisense CGCTTCAGTTCAGTGTCAGG

Pepck sense CCACAGCTGCTGCAGAACA

antisense GAAGGGTCGCATGGCAAA

Pgc-1a sense AACAAGCACTTCGGTCATCCCTG
antisense TTACTGAAGTCGCCATCCCTTAG

Ppara sense AGAGCCCCATCTGTCCTCTC

antisense ACTGGTAGTCTGCAAAACCAAA

Cpt1a sense CTCCGCCTGAGCCATGAAG
antisense CACCAGTGATGATGCCATTCT

Cpt1b sense GCACACCAGGCAGTAGCTTT

antisense CAGGAGTTGATTCCAGACAGGTA

Cpt2 sense CAGCACAGCATCGTACCCA
antisense TCCCAATGCCGTTCTCAAAAT

Cth sense TTCCTGCCTAGTTTCCAGCAT

antisense GGAAGTCCTGCTTAAATGTGGTG

Cbs sense GGGACAAGGATCGAGTCTGGA
antisense AGCACTGTGTGATAATGTGGG

Mpst sense TCACAGCCGCTGAAGTTACTG

antisense CAGCATGTGGTCGTAGGGG

CBS: cystathionin b-lyase; Cpt-1a: carnitine palmitoyltransferase1a; Cpt-1β:
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carnitine palmitoyltransferase1β; Cpt-2: carnitine palmitoyltransferase2; Fas:

fatty acid synthase; L32: ribosomal protein L32; MPST: mercaptopyruvate

sulfurtransferase; Pepck1: phosphoenolpyruvate carboxykinase1; Pgc-1a:

peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1 alpha; Ppara:

peroxisome proliferator activated receptor a; Red: HMG-CoA reductase;

Scd-1: stearoyl-CoA desaturase 1; Srebp-1c: sterol regulatory

element-binding protein-1c.
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3. 성 적

3. 1. 금식 시 지질 생성 유전자 발현 감소 :

LRH-1의 활성을 확인하기 위해 24 시간 동안 정상 식이 및 금식을 한 마

우스로부터 간 조직을 분리한 후 LRH-1의 유전자 발현을 확인한 결과,

LRH-1이 결핍된 것을 확인하였다(그림 1).

다음으로 지질 생성 유전자인 sterol regulatory element-binding

protein-1c(SREBP-1c)를 살펴본 결과, 발현이 증가되지 않았다. 또한

SREBP-1c의 표적 유전자로 알려진 fatty acid synthase(FAS), HMG-CoA

reductase(RED)와 stearoyl-CoA desaturase 1(SCD-1)의 발현 또한 감소되

는 것을 보아, 지질 생성 유전자들은 LRH-1이 소실된 간 조직에서의 지질

축적에 큰 영향을 끼치지 못했다(그림 2).

포도당 신생합성 유전자인 phosphoenolpyruvate carboxykinase1

(PEPCK1)과 PGC-1a를 살펴본 결과 발현이 증가하였으며, 금식이 잘된 것

을 확인하였다(그림 3).

3. 2. 금식 시 간 조직에서의 지질 축적 증가:

지질 축적의 유무를 확인하기 위해 24 시간 동안 정상 식이 및 금식을 한

마우스로부터 간 조직을 분리한 후 조직학적 형태와 중성지방, 콜레스테롤

함량의 차이를 비교해 보았다(그림 4, 5 및 6).

먼저 실험군 마우스의 지질 축적 유무를 확인하기 위해 각각의 간 조직을

헤마톡실린-에오신 염색을 진행하여 조직학적 형태를 비교한 결과, 금식

한 LRH-1 결핍 마우스에서 지질 축적이 더 잘 된 것을 확인하였다(그림

4).

또한 마우스의 간 조직에서 중성지방과 콜레스테롤 수치를 측정해 본 결
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과, 금식 한 LRH-1 결핍 마우스에서 수치가 더 증가되어 있는 것을 확인

할 수 있었다(그림 5).

다음으로 지질이 간에서 분비가 되는지 확인하기 위해서 마우스의 혈청에

서 중성지방과 콜레스테롤 수치를 측정해 본 결과, 간에서 분비가 되지 않

아 수치 차이가 없음을 확인하였다(그림 6).

3. 3. 금식 시 지방산 산화에 따른 지질 축적 증가:

지질 축적이 지질 생성 유전자에 의한 것이 아님을 확인하였기 때문에 지

질축적이 지방산 산화에 의한 것인지 확인하였다(그림 7 및 8).

먼저 지방산 산화 유전자인 peroxisome proliferator activated receptor

a(PPARa), carnitine palmitoyltransferase 1a(CPT1a), carnitine

palmitoyltransferase 1b(CPT1b), carnitine palmitoyltransferase 2(CPT2)에

서 금식 시 증가하였고, LRH-1 결핍 마우스에서는 발현이 감소하는 것을

확인하였다(그림 7).

그에 따라 세포 내 산소 소모율을 직접적으로 측정할 수 있는 seahorse로

미토콘드리아 활성을 측정하였을 때, 금식 시 LRH-1 결핍 마우스에서 감

소하는 것을 확인하였고, 지방산 산화를 측정하였을 때도 감소하는 것을 확

인하였다(그림 8).

3. 4. LRH-1에 의한 CTH 발현의 증가:

LRH-1의 새로운 타겟을 찾기 위해서 RNA-sequencing 분석을 하였을 때

황화수소 생성에 관여하는 3 가지 인자 중 CTH의 발현이 금식 시 증가하

였으며, LRH-1 결핍 마우스에서 유의하게 감소하는 것을 확인하였다. 마우

스 간 조직에서 RNA를 추출하여 황화수소 조절에 관여하는 3 가지 인자인

CTH, CBS, mercaptopyruvate sulfurtransferase(MPST)를 측정하였을 때

RNA 염기서열 분석 결과와 동일하게 금식 시 CTH만 유의하게 증가하였
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으며, CBS와 MPST에서는 차이가 없음을 확인하였다. 단백질 발현량에서

도 유전자 발현량과 동일하게 CTH 발현량이 금식 시 증가하는 것을 확인

하였다(그림 9).

3. 5. LRH-1의 CTH 프로모터 활성 조절:

새로운 표적 유전자를 밝혀내기 위해 기존에 밝혀진 마우스 LRH-1 전장

유전체 ChIP-seq analysis 데이터를 분석한 결과, CTH 프로모터 내에

LRH-1이 결합 부위가 있음을 확인하였다. 실제로 CTH 프로모터에서

LRH-1 결합 염기서열인 AGGTCA를 분석해본 결과 결합하는 4 개의 부분

이 존재함을 확인하였다(그림 10).

CTH 프로모터에서 4 가지 LRE를 찾았고, 그 중 LRE2 부위에서 마우스,

사람, 쥐에서 종간의 동족체가 일치함을 확인하였고, CTH 프로모터 활성을

측정한 결과 LRH-1에 의해 프로모터의 활성이 유의하게 증가하는 것을 확

인하였다(그림 11).

3. 6. LRH-1에 의한 황화수소 생성 조절 :

황화수소를 생성하는 주요인자인 CTH가 만들어 지기 위해서는 먼저

cystein이 생성되어야 하기 때문에 CTH에서 생성되는 cystein을 메타볼로

믹스를 통해 분석한 결과, 금식 시 cystein이 증가하고 LRH-1이 결핍되면

감소하는 것을 확인하였다(그림 12).

CTH가 황화수소 생성에 중요한 인자이므로 금식 시 간에서 황화수소 생

성능을 측정하였을 때 LRH-1 결핍 마우스에서 감소하는 것을 확인하였고,

황화수소가 간에서 분비되므로 혈청에서 측정하였을 때 마찬가지로 감소하

는 것을 확인하였다(그림 13).
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그림 1. 금식 시 간에서 liver receptor homolog-1(LRH-1)의 증가. ** p <

0.01, *** p < 0.001, 정상 식이 시 정상 마우스와 비교. ### p <

0.001, 금식 시 정상 마우스와 비교. WT: wild type; LKO:

liver-specific knockout.
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그림 2. 간 조직에서 지질 생성 유전자의 발현 변화. 정량 중합효소 연쇄

반응으로 Srebp-1c(A), Scd-1(B), Fas(C)와 Red(D)의 유전자 발

현을 확인하였음. * p < 0.05, ** p < 0.01, 정상 식이 시 정상 마

우스와 비교. # p < 0.05, 금식 시 정상 마우스와 비교. Fas: fatty

acid synthase; Red: HMG-CoA reductase; Scd-1: stearoyl-CoA

desaturase 1; Srebp-1c: sterol regulatory element-binding

protein-1c.
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그림 3. 간 조직에서 포도당 신생 합성 유전자의 발현 변화. ** p < 0.01,

정상 식이 시 정상 마우스와 비교. # p < 0.05, 금식 시 정상 마우

스와 비교. Pepck1: phosphoenolpyruvate carboxykinase1; Pgc-1a:

peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator-1 alpha.
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그림 4. 금식에 의한 LRH-1 유전자 결핍 마우스의 간 조직 내 지질 축적

의 증가. 마우스의 간 조직을 분리하여 헤마톡실린-에오신 염색함

(scale bar = 30 mm, 60 mm).
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그림 5. 간 조직에서 중성지방(A)과 콜레스테롤(B)의 함량 변화. ** p <

0.01, *** p < 0.001, 정상 식이 시 정상 마우스와 비교. ## p <

0.01, 금식 시 정상 마우스와 비교.
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그림 6. 혈청에서 중성지방(A)과 콜레스테롤(B)의 함량 변화. # p < 0.05,
## p < 0.01, 금식 시 정상 마우스와 비교.
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그림 7. 간 조직에서 지방산 산화 유전자의 발현 변화. Ppara(A),

Cpt-1a(B), Cpt-1b(C)와 Cpt-2(D)의 유전자 발현을 확인하였음. *

p < 0.05, 정상 식이 시 정상 마우스와 비교. # p < 0.05, ### p <

0.001, 금식 시 정상 마우스와 비교. Cpt-1a: carnitine

palmitoyltransferase 1a; Cpt-1β: carnitine palmitoyltransferase 1β; Cpt-2:

carnitine palmitoyltransferase 2; Ppara: peroxisome proliferator activated

receptor a.
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그림 8. 일차 간세포에서 미토콘드리아 기능과 지방산 산화 발현 변화. 산

소 소모율(oxygen consumption rate, OCR) 발현 차이 측정(A),

지방산 산화(fatty acid oxidation, FAO) 발현 차이 측정(B).
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그림 9. 금식 시 간에서 cystathionin g-lyase(CTH)의 발현 변화.

RNA-seqeuncing 분석(A), 정량 중합효소 연쇄반응으로 CTH(B),

CBS(C)및 MPST(D)분석, CTH(E, F)단백질 반현 측정. ** p <

0.01, *** p < 0.001, 정상 식이 시 정상 마우스와 비교. ### p <

0.001, 금식 시 정상 마우스와 비교. CBS: cystathionin b-lyase;

MPST: mercaptopyruvate sulfurtransferase.
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그림 10. CTH 프로모터에서 LRH-1 부착부위 추정. ChIP-sequencing 분

석을 통한 CTH 프로모터에서 LRH-1 결합 추정 부위 확인(A),

CTH 프로모터 시퀀스에서 LRH-1의 바인딩 시퀀스인

AGGTCA 확인(B).
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그림 11. LRH-1에 의한 CTH의 활성 검증. CTH 프로모터에서 4군데의

LRE 결합 부위(A), 마우스, 사람, 쥐의 CTH 프로모터 시퀀스에서

동일한 LRE 결합 부위(B) 및 인간 신장유래 세포인 HEK-293T

세포에서 LRH-1에 의한 CTH 프로모터 활성(C). ** p < 0.01.

pcDNA와 pcLRH-1의 활성 비교.
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그림 12. 금식 시 간 조직과 혈청의 황화수소 함량 변화. 혈청에서 시스테

인 농도 측정(A), 간 조직에서 황화수소 함량 측정(B) 및 혈청에

서 황화수소 농도 측정(C). * p < 0.05, 정상 식이 시 정상 마우스

와 비교. # p < 0.05, 금식 시 정상 마우스와 비교.
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그림 13. LRH-1 결핍에 따른 지질 축적 과정 모식도. LRH-1이 결핍되면

CTH의 발현이 감소하고, 황화수소 생성이 감소함으로서 단백질

의 시스테인 잔기에 sulfhydration이 일어나지 않아 지방산 산화

가 억제되면서 간세포 내에서 지방산 베타 산화의 감소에 따르는

지방산 분해가 줄어들게 됨으로서 중성지방의 축적을 증가시킴.
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4. 고 찰

이번 연구에서는 간에서 LRH-1에 의한 CTH의 조절 기전을 규명하고 금식

에 의한 황화수소 생성이 간의 중성지방 축적에 미치는 영향을 규명하고자

하였다.

간은 에너지 항상성과 관련하여 생리학적으로 중요한 역할을 하는 동시에

주요 해독 조직이기도 하다. 유해 물질, 약물, 환경 독소 및 내독소에 대한

항상성을 조절할 수 있고, 이와 관련하여 황화수소를 생성하고 제거하는 가

장 중요한 조절기관으로 알려져 있다(23-25). 간에서 LRH-1은 PGC-1a의

조절을 통해 미토콘드리아 생성 및 지방산 산화에 관여하며, 지질 항상성에

중요한 역할을 한다. 하지만, LRH-1이 간에서 결핍되면 소포체 스트레스에

의해 유발된 지방간의 양상을 보여 중성지방 축적에 중요한 역할을 한다는

것이 알려져 있다(26-28). 이번 연구에서는 생리학적으로 빠른 지질축적을

유도하기 위해 정상 및 LRH-1의 간 특이적 결핍 마우스를 정상 식이, 24 시

간 동안 금식을 실시하였다. 그 후 중성지방의 축적을 확인해 본 결과, 이전

에 보고된 바(6)와 같이 금식에 의한 중성지방 축적이 야기되었고, LRH-1

결핍 마우스의 간에서 더욱 축적되는 것을 확인하였다. 하지만, 내재적 지질

생성 유전자들의 발현을 측정해 보았을 때 유전자들의 발현이 감소하는 것을

볼 수 있었고, 지질 축적의 원인이 내재적인 지질 생성이 아닌 다른 원인에

기인할 것임을 예상하였다(29). 또 다른 생리학적인 간 내 지질 축적의 원인

으로 지방 조직으로부터 유입되어 축적된 지방산 산화의 감소를 예상하여,

지방산 산화와 관련한 유전자들의 발현을 측정하였다. 그 결과, 금식을 한

LRH-1 결핍 마우스의 간에서 지방산 산화와 관련한 유전자의 발현량이 감

소된 것을 확인하였다. 그에 따라 마우스의 간세포 내 산소 소모량을 측정한

결과, 미토콘드리아의 기능 감소와 함께 지방산 산화작용이 감소한 것을 확

인할 수 있었다. 따라서 간 내 지질 축적이 지방산 산화에 기인한 것임을 알

수 있었고, 지방산 산화를 매개 할 수 있는 물질을 찾아보았다.

황화수소는 생체조직 내에서 세포 보호, 염증 및 세포사멸에 관여하며, 간
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지질 및 포도당 대사, 산화 스트레스, 미토콘드리아 생합성 등의 작용을 통하

여 간 섬유화, 간경화, 간 보호 및 간독성 조절 완화와 같은 과정에 영향을

미치는 것으로 알려져 있다(30-33). 황화수소는 CBS, CTH 및 MPST 세 가

지 효소에 의해 생성되는 것으로 알려져 있고, CTH는 L-시스테인 및 호모

시스테인을 기질로 하여 황화수소를 생성하는 효소이다(11-13,34,35). 위 결

과에 따라 황화수소가 지방산 산화를 매개 할 것이라 추정되었고, LRH-1의

새로운 표적을 찾기 위해 황화수소 생성에 관여하는 세 가지 효소를 RNA-

염기서열분석을 통해 확인해 보았다. 그 결과 CTH의 발현량이 금식 시 정상

마우스에서 증가하고, LRH-1이 결핍된 마우스에서 감소하는 반면, CBS와

MPST의 발현량에서는 차이가 없음을 확인하였다. 따라서 LRH-1의 새로운

타겟이 CTH일 것으로 판단하였다.

그러므로, LRH-1이 CTH 프로모터에 결합하였을 때 발현을 증가시키는지

확인하기 위해 HEK-293T 세포에 형질주입을 시켜 확인하였다. LRH-1 플

라스미드 및 DLPC에 의해 CTH 프로모터 활성이 증가하는 것을 통해서

CTH가 LRH-1의 직접적인 표적임을 확인하였다.

마지막으로, LRH-1이 황화수소 생성에 미치는 영향을 확인하기 위해 CTH

에 의해 황화수소가 생성될 때 만들어지는 시스테인의 농도를 측정하였다.

그 결과, 시스테인의 농도가 금식한 정상 마우스의 혈청에서 증가하였고,

LRH-1 결핍 마우스에서는 감소하였다. 이는 CTH의 발현량과 같은 양상을

보였다. 이에 따라, LRH-1에 의해 CTH의 발현이 조절되면 시스테인의 농도

가 조절되는 것을 알 수 있었고, 황화수소 생성에도 영향을 미칠 것이라 예

상하였다. 이 결과를 바탕으로 마우스의 간 조직과 혈액에서 황화수소 함량

을 측정해 보았을 때 금식을 한 정상 마우스에서 황화수소 생성이 증가하고,

LRH-1 결핍 마우스에서 황화수소 생성이 감소하였다.

결론적으로 이번 연구는 LRH-1에 의해 CTH가 증가하면 황화수소를 증가

시켜 표적 단백질의 sulfhydration을 유도하고 그에 따라 지방산 산화가 증가

하므로 중성지방 축적이 억제되는 것을 규명하였다. 그러므로 LRH-1이

CTH의 발현을 조절하여 황화수소 생성을 조절함으로써 지방산 산화와 간

내 지방축적 정도를 조절하는 것으로 생각된다.
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5. 요 약

지질 축적을 유도하기 위해 정상 마우스 및 LRH-1 결핍 마우스에 24 시

간 금식을 시킨 결과, LRH-1 결핍 마우스에서 간 조직 내 지질 축적이 더

욱 증가하였다. 지질 생성 유전자들의 발현이 감소하므로, 이러한 지질 축

적이 지방산 산화와 관련이 있을 것으로 보고, 24 시간 금식한 마우스의 일

차 간세포에서 세포 내 산소 소모량을 측정한 결과, 미토콘드리아의 기능이

감소하였고, 지방산 산화도 감소하였다. LRH-1 RNA-Seq 결과에서 CTH

가 유의하게 증가하였고, CTH의 mRNA 발현 또한 증가되었다. LRH-1

ChIP-Seq 결과에서 CTH 프로모터에 LRH-1이 결합하는 것을 확인하였고,

LRH-1이 CTH 프로모터에 결합하여 활성이 증가되는 것을 확인하였다.

CTH가 황화수소 생성 효소이므로 간과 혈청에서 황화수소 생성을 확인하

였을 때 LRH-1이 결핍되면 황화수소의 생성이 감소하였고, 혈액에서의 시

스테인의 농도도 마찬가지로 감소하였다. 따라서 이 연구를 통해 LRH-1이

CTH를 매개로 한 황화수소 발현을 조절함으로써 지방산 산화를 증가시켜

간 내 지방 축적을 개선 할 수 있을 것이라는 것을 증명하였다.
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(Abstract)

Liver receptor homolog-1 (LRH-1) is a widely expressed transcription

factor belonging to the family of orphan nuclear receptors. It plays a

crucial role in bile acid synthesis and cholesterol reverse transport in the

liver and pancreas. Hydrogen sulfide involved in cell protection,

inflammation, vascular function, nerve function and mitochondrial function,

is generated through areverse sulfur reaction catalyzed by enzymes like

cystathione g-layse (CTH), cystathione b-synthase, and 3-mecaptopyruvate

sulfur transferase. However, the regulatory mechanism governing CTH

expression remains unknown. This study aimed to investigate how LHR-1

controls CTH expression and the impact of hydrogen sulfide on the hepatic
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accumulation of neutral fat. CTH expression was significantly increased by

24-hour fasting in normal mice. To assess hydrogen sulfide activity, mice

were measured for hydrogen sulfide production under non-fasting or

24-hour fasting conditions, and it was confirmed that hydrogen sulfide

production was significantly reduced in LRH-1 LKO mice than in WT

mice. In conclusion, this study supports the notion that CTH is a target

gene for LRH-1 and that LRH-1 deficiency leads to reduced hydrogen

sulfide production by downregulating CTH expression. This decrease in

hydrogen sulfide production impairs fatty acid oxidation, resulting in the

accelerated accumulation of triglycerides in the liver.
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간에서 Liver receptor homolog-1에 의한

Cystathionine g-lyase 조절 기전

박 수 영

계명대학교 대학원

의학과 생리학 전공

(지도교수 임 승 순)

(초록)

Liver receptor homolog-1(LRH-1)은 고아핵수용체 계열의 전사인자로 주로

간, 췌장 그리고 난소에서 많이 발현되고, 담즙산 합성과 콜레스테롤 역수송

에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있으며, 특히 간에서는 포도당, 담즙

산 및 미토콘드리아 대사의 조절자로 알려져 있다. 황화수소는 가장 최근에

발견된 신경전달물질로 세포 보호, 염증, 혈관 기능, 신경 기능, 미토콘드리아

기능, 에너지대사 및 노화에서 중요한 역할을 한다. 황화수소는 cystein,

cystathionine, homocysteine 경로의 효소 중 cystathionine g-layse(CTH),

cystathionine b-synthase와 3-mecaptopyruvate sulfurtransferase에 의해 촉

매되는 반응에서 역 황화 경로를 통하여 생성된다. CTH는 주로 간, 혈관계

및 췌장에서 발현된다고 알려져 있으며, 황화수소 생성에 크게 기여한다. 하

지만 CTH의 발현조절 기전에 대해서는 아직 보고된 바가 없다. 따라서 이

연구에서는 LRH-1에 의한 CTH의 발현조절 기전을 규명하고, 황화수소 생성

이 간의 중성지방 축적에 미치는 영향을 밝히고자 하였다. 이전 RNA-seq 자
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료를 바탕으로 CTH 프로모터에 LRH-1 결합이 가능한 유전자 염기서열이

있음을 발견하였다. 인간 간암 세포주 HEK-293T 세포에 LRH-1을 과발현

유도 후 활성물질인 DLPC를 처리하였을 때 CTH의 프로모터 활성이 증가하

는 것을 확인하였다. 그래서 CTH가 LRH-1의 표적 유전자임을 검증하기 위

해 정상 및 간 특이적 LRH-1 결핍 마우스에 식이 또는 24 시간 금식 후 간

및 혈청을 분리하였다. 조직병리학적, mRNA 발현, 단백질 발현량을 분석한

결과, 선행연구에서 밝혀진 것과 같이 간 내 지질축적이 증가 되었고, CTH는

24시간 금식한 정상 마우스에서 발현이 증가하였으나, LRH-1이 결핍된 마우

스에서는 증가하지 않았다. CTH가 황화수소 생성에 관여하는 효소이므로 황

화수소의 활성을 정상 식이 또는 24 시간 금식한 마우스에서 각각 측정해 보

았더니 금식한 정상 마우스에서만 황화수소의 생성이 증가하였고, LRH-1이

결핍된 마우스에서는 증가하지 않았다. 결론적으로 이 연구를 통하여 CTH가

LRH-1의 표적 유전자임을 규명하였으며, LRH-1 결핍에서 CTH 발현이 감

소함으로써 황화수소의 생성이 감소하여 간 내 중성지방 축적이 가속화되는

기전을 규명하였다.
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