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국문요약 

 

 

근조직 및 배양 근세포에서의 CTRP1발현과 그 의의 

 

 

Adipokines의 family 중 하나인 C1q/tumor necrosis factor-α-related 

proteins(CTRPs)는 다양한 종류의 조직에 존재하며, 주로 간이나 근육조직에 작용

하여 포도당과 지질대사 등의 조절을 한다. 최근 연구에 의하면 CTRP superfamily

의 하나인 Complement-C1q TNF-related protein 1(CTRP1)은 혈관평활근세포

(vascular smooth muscle cell)에서 발현되고, 혈소판 응집을 유도하는 collagen에 

있는 von Willebrand factor(VWF)를 억제하여 생체 내에 혈소판 혈전증을 예방해준

다고 보고 되어있다. 또한 CTRP1은 지방전구세포(preadipocyte)와 면역조절인자인 

tumor necrosis factor-α와 interleukin-1β를 처리한 쥐의 지방세포에서 CTRP1이 

높게 발현된다고 밝혀졌으며, 지방조직에서 분비되는 호르몬인 adiponectin의 한 

종류이고 골격근 발달, 혈소판 응집에도 연관이 있다고 한다. 그러나 CTRP1의 이해

는 현재 초기단계이고 근육조직에서 CTRP1의 역할은 밝혀지지 않았다. 근육은 재생

이 가능하며, 근육 발생 과정은 근육 손상 후 일어나는 재생 과정과 유사하다. 이

에 본 연구에서는 정상인의 근조직에서 얻은 근육모세포(myoblast)와 근관세포

(myotube)에서의 CTRP1의 발현 정도를 면역세포화학 염색법과 웨스턴 블롯(western 

blot)으로 비교하여 발현양상을 확인해보고, 또한 정상인과 두시엔느형 근이영양증

및 염증성 근육병인 다발성근육병과 피부근염근육병의 환자의 근조직을 면역조직화

학염색하여 CTRP1의 발현과 증감을 알아보고 그 의의를 알아보고자 하였다. 그 결

과 배양한 근육모세포보다 분화된 상태의 근관세포에서 세포막과 세포질에서의 

CTRP1의 발현양이 증가하였고, 이를 웨스턴 블롯한 결과 근육모세포보다 근관세포

에서 CTRP1의 단백발현이 증가되는 것을 확인 할 수 있었다. 정상인과 두시엔느형 

근이영양증, 피부근염, 다발성근염환자의 근조직을 CTRP1으로 면역조직화학염색 한 

결과 피부근염, 다발성근염환자, 정상근조직보다 두시엔느형 근이영양증에서 세포

의 괴사 및 재생 근섬유에 CTRP1의 발현양이 증가 되는 것을 확인 할 수 있었다. 

웨스턴 블롯하여 CTRP1의 질환별 증감을 확인해 본 결과 두시엔느형 근이영양증에

서 정상근조직보다 CTRP1의 단백 발현양이 증가한 것을 확인 할 수 있었다. 이는 

골격근의 발생 과정에서뿐만 아니라 재생에서도 CTRP1이 중요한 역할을 한다는 것

을 지지해 준다. 

  

핵심 되는 말 : CTRP1, 두시엔느형 근이영양증, 근모세포, 근관세포, 재생, 퇴화 
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Ⅰ. 서 론 

 

 

지방조직은 tumor necrosis factor-α(TNF-α)1,2, resistin3,4, 

adiponectin5,6,7,8,9,10, leptin11,12,13,14, monocyte chemoattractant protein-1(MCP-1), 

adipsin, plasmininogen-activator inhibitor-1(PAI-1), interleukin-1β, 

interleukin-6를 포함한 다양한 단백질의 분비 활성 내분비 기관이며15,16, 이렇듯 

지방세포에서 분비하는 단백질을 adipokines라고 정의한다.17 이러한 adipokines은 

여러 가지 면역 세포의 면역조절작용에 크게 영향을 주고 면역계에 존재하는 

leptin, adiponectin, resistin이 만들어지는데 중요한 역할을 한다. 또한, 대사과

정에서 간, 근육 그리고 지방조직에서 직접적 또는 간접적으로 염증 반응을 조절하

는 인슐린 감도에 영향을 일으켜 몸 전체의 포도당 및 지질 대사를 조절하는데 중

요한 작용을 한다.15 

최근 연구에 의하면 244개의 아미노산으로 이루어진 adiponectin에는 C1q/tumor 

necrosis factor-α-related proteins(CTRPs)이 작용 한다고 한다.18 adiponectin은 

signal peptide가 있는 N-terminal, collagen-like motif, 그리고 C1q와 비슷한 

globular C-terminal 세 부분으로 이루어져 있으며 globular domain의 3차원 구조

는 TNF-α와 매우 유사하다.19 따라서 C1q domain (~135아미노산)의 모든 단백질은 

C1q/TNF 단백질군으로 분류된다.20 자연면역에서 발생하는 tumor necrosis factor 

superfamily(TNFs)가 여러 가지 염증반응, 획득면역, 아포토시스(apoptosis), 생체 

항상성 등을 조절한다고 한다. TNF와 C1q protein은 서로 비슷한 구조를 갖는다. 
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하나의 엑손(exon)과 인트론(intron)에서 각각 암호화된 TNFs와 gC1q protein이 각

각의 아미노산배열 stalk지역을 제한한다. 이러한 사실로 두 그룹의 구조적 연관성

은 생체 항상성, 면역반응 등과 같은 비슷한 작용을 한다.19 이러한 작용을 하는 

adiponectin에 있는 CTRPs에는 CTRP1~7이 보고되어 있다. 지방세포에 있는 

adiponectin과 달리 CTRPs은 다양한 종류의 조직에 존재하는데 주로 간이나 근육조

직에 작용하여 포도당이나 지질대사조절을 한다. CTRP2는 adiponectin과 비슷하게 

근육세포에서 AMP-activated protein kinase(AMPK)를 활성화하여 글리코겐의 축적

을 증가시키고 지방산 산화를 향상시킨다.19 collagenous repeat-containing 

sequence of the 26-keaprotein(cors26/cartducin)이라고 알려진 CTRP3는 다른 조

직들 중 골수세포에 의해 나타나고 Akt(protein kinase B, 세포의 생존·증식·대

사를 조절하는 중요한 효소)의 신호 경로를 활성화시켜 연골세포를 만드는데 작용

한다.21 CTRP5는 망막색소표피세포에 있고 유전자 돌연변이가 후발성 망막 황반 변

성을 일으킨다.22 CTRP6는 아프리카 돼지열 바이러스(African Swine Fever Virus)의 

연구에서 사용되는데 아프리카 돼지열 바이러스 활동을 제한하는 숙주의 유전자를 

발견하기 위해서는 HeLa와 HT144셀에 있는 아프리카 돼지열 바이러스를 복제하는 

과정이 필요한데 이때, CTRP6가 아프리카 돼지열 바이러스 복제를 수월하게 해준다. 

그러나 아직까지 CTRP6의 아프리카 돼지열 바이러스의 기전은 알려지지 않았다.23 

CTRPs에서 분비되는 모든 단백질의 타겟셀(target cell)과 기능은 현재도 연구가 

진행되고 있다. 모든 CTRPs는 구조적 기본단위로 삼량 체형(trimeric form)을 형성

하고 일부는 더 나아가 N-termianal cystein residues을 포함한 oligomeric복합체

를 형성한다. 최근 연구에 의하면 CTRP1은 혈관평활근세포(vascular smooth muscle 

cell)에서 발현되고, 혈소판 응집을 유도하는 콜라겐(collagen)에 있는 von 

Willebrand factor(VWF)를 억제하여 생체 내에 혈소판 혈전증을 예방 해준다.25 

CTRP1은 단량체(monomers), 이형체(dimmers), 삼량체(trimers) 및 복합체

(multimeric)와 같은 신호 펩티드 분비 단백질을 나타낸다. 또한 CTRP1은 지방전구

세포(preadipocyte)에 나타나고 LPS(proinflammatory cytokine)자극을 준 쥐의 지

방세포에서 과조절되고 비만 쥐의 모델에서 염증반응을 조절한다. 이러한 LPS효과

는 면역조절인자인 TNF-α와 IL-β에 의해서 중재되고 이것은 지방세포에서 CTRP1

을 유도한다. 따라서 CTRP1은 LPS반응, 지방세포에서 분비되는 Cytokine반응 등을 

하여 염증, 다양한 조직, 혈소판응집과 관련이 있다. 더욱이 기능적으로 밝혀진 것 

중 하나는 재조합된 CTRP1이 쥐의 근육세포주인 C2C12 근관세포(myotube)에서 

AKt(protein kinase B)와 p44/42MAPK(mitogen-activated protein kinase)의 시그널 

경로를 활성화시키는 것으로서 Akt의 활성화는 원형질막에 GLUT-4(포도당 운반기 

4)의 상승된 트래픽 때문에 근육에서 포도당흡수가 향상되어지는 것으로 관찰 되었

다.24 이러한 결과는 조직에서 CTRP1이 대사효과작용에 기여할 수 있다는 것을 지지

해준다. 또한 재조합된 CTRP1을 쥐에 주입했을 때 대조군에 비해서 혈청 포도당 레
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벨이 내려가는 작용을 한다.24 그러므로 CTRP1은 새로운 adipokines이라고 할 수 있

다. 그러나 CTRP1이 간, 근육 또는 다른 기관에서 어떠한 작용을 하여 영향을 미치

는지는 좀 더 연구 할 필요성이 있다.  

근이영양증(muscular dystrophy)이란 근육질환 중 근세포의 괴사 및 재생을 특징

으로 하는 퇴행성 근육병증으로 임상적으로 진행성 근력저하를 보인다. 현재까지 

많은 원인 유전자가 발견 되었고, 근막에 존재하는 단백질 소실에 의해서만 오는 

것 뿐 아니라 핵에 존재하는 단백질, 세포내의 효소, 성장인자의 발현과 상호작용 

등의 이상에 의해서도 발생할 수 있으며, 근육 세포로 분화되는 과정에서도 발생학

적으로 여러 단계에 걸쳐 다양한 인자들이 관여하는 것으로 알려져 있으나 모든 과

정이 명확하게 밝혀지지는 않았다. 근발생 및 근섬유재생에서 근육생성조절인자

(myogenic regulator factors ; MRFs)가 중요한 역할을 하는 것으로 보고 되었으며 

이 중 일차 근육생성조절인자로 분류되는 MyoD와 Myf-5는 증식된 체세포를 근육모

세포로 유도하는 역할을 하며 이차 근육생성조절인자인 Myogenin과 Myf-6는 근육모

세포를 근관세포로 분화 시키는 역할을 한다. 또한, 각각의 단계에 여러 성장인자

(growth factor)들이 상호작용을 하는 것으로 밝혀지고 있다.27,28,29,30,31,32 

근육은 재생이 가능하며, 근육 발생 과정은 근육 손상 후 일어나는 재생 과정과 

유사하다.33,34 따라서 본 연구자는 배양 근모세포의 발생에 따른 CTRP1 발현 변화를 

확인해보고, 정상근조직과 근병증 환자의 근조직에서 발현을 비교 분석하여 근조직

의 퇴화와 재생에 따른 분포, 증감 등의 관계를 확인하여 그 의의를 알아보려 한다. 

이러한 정보는 임상에서 의미 있는 자료로 활용될 뿐만 아니라 치료에도 응용 될 

수 있다.  
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II. 재료 및 방법 

 

 

1. 일차배양(Primary culture) 

정상인의 근조직 1-2g을 phosphate buffer pH7.2(Gibco BRL, Rockville, MD, 

USA)로 씻어낸 후 가위와 칼을 이용해 잘게 다진다. 이 조직을 20ml 분해용액[조

성 : 2ml 0.05% trypsin-0.53mM ethylenediamine tetraacetic acid(EDTA; Gibco 

BRL), 4ml 0.2% collagenase type IV(Gibco BRL.), 14ml 1X phosphate buffer(no 

Cl, Mg, pH7.2)]에 담고 37C, 5% CO²에서 1시간 처리하여 세포를 분리하였다. 이

차 분해 작용을 위해 10ml 0.05%trypsin-0.53mM EDTA을 첨가하고 37C, 5% CO²에

서 30분간 처리한 후 high Dulbecco's modified eagle medium(DMEM; Gibco BRL)에 

20% fetal bovine serum(Gibco BRL)과 penicillin-streptomycin solution(Gibco 

BRL)을 처리한 배양액 10ml를 첨가하여 trypsin을 중화시킨다. 40µm 세포 여과기

(Falcon Co, BD Biosciences, San Diego, CA, USA)로 걸러내 세포를 얻어내고 20% 

FBS high DMEM(Gibco BRL)10ml을 첨가하여 1100rpm에서 10분간 원심분리 하여 세포

를 침전시킨다. 침전된 세포에 20% FBS-DMEM 세포배양액에 풀어서 75cm²culture 

flask(NUNC, Rosklde, Denmark)에 1X105세포수로 배양하였다. 배양은 37C, 5% CO

²배양기에서 유지하고 분화되지 않는 상태를 유지하기 위해서는 세포가 차지하는 

비율(confluence)이 75%이상이 되기 전에 0.05% trypsin-0.53mM EDTA로 세포를 배

양접시에서 분리시키고 원심분리 하여 계대배양을 시행하였다. 이후 배양액은 3일

마다 교체하였다. 

 

2. 세포배양(Cell culture)  

정상인의 근조직에서 일차배양하여 얻은 근육모세포의 상태를  37C, 5% CO²배

양기에서 high glucose Dulbecco's modified eagle medium(high DMEM)에 20% fetal 

bovine serum(Gibco BRL)과 penicillin-streptomycin solution(Gibco BRL)을 처리

한 배지에서 유지할 수 있다. 근육모세포에서 근관세포로 분화를 이끌어내기 위해

서는 high DMEM(Gibco BRL)에 2% FBS(Gibco BRL)으로 배양액을 교체해준다.  

 

(가) 면역세포화학염색(Immuocytochemistry) 

근육모세포와 근관세포를 chamber slide(NUNC)에 24시간 키운다. 세포 배양한 슬

라이드를 차가운 methanol(Junsei Chemical Co, Tokyo, Japan)과 acetone(Junsei 

Chemical Co, Tokyo, Japan)을 1:1로 희석한 용액에 고정시킨 후, 2% bovine serum 

albumin(BSA ; Sigma-Aldrich, Strinheim, Germany)용액으로 30분 동안 blocking시

킨다. 1:100으로 희석한 rabbit anti-CTRP1 polyclonal antibody(Kim, K.Y. et al. 

2006)26을 4C에서 24시간 동안 반응 시킨다. 반응 후 TBS용액(1M Tris, 5M Nacl, 
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pH7.5)으로 5분마다 5번 세척(washing)하고 1:100으로 희석한 biotin conjugated 

anti-rabbit IgG(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)을 실온에서 30분간 

반응 시킨다. 다시 TBS용액으로 5분마다 5번 세척하고 1:100으로 희석한 avidin 

conjugated fluoresein isothiocyanate(Vector Lab)을 30분간 실온에서 붙인 후 다

시 TBS용액으로 5분마다 5번 세척한다. fluoresein isothiocyanate(FITC)의 경우 

세척을 충분히 해줘야 한다. 세척한 후 FITC mounting medium(Vector Lab)으로 슬

라이드에 봉합하여 형광현미경(Olympus, Tokyo, Japan)으로 관찰한다. 

 

(나) 웨스턴 블롯(Western blot)   

배양한 근세포를 protein inhibitor cocktail(roche Applied Science, 

Indianapolis, IN, USA)를 첨가한 lysis buffer reagent(Cell Signaling, Danvers, 

MA, USA)200µl에 용해한 후 30분 동안 5분마다 voltexing한 후 4C 13,000rpm으로 

30분간 원심분리한다. 상층액을 분리하여 -70C에 보관한다. Micro Protein Assay 

Kit(Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA)를 이용하여 BCA 방법으로 단백질의 

농도를 정량 한다. 동량의 단백질을 Bio-rad Mini-PROTEAN II Cell(Bio-Rad, 

Hercules, CA, U.S.A)을 이용하여 acryl-amide gel(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에 

전기영동하고 polyvinylidene fluoride(PVDF ; Millipore, Bedford, MA, 

U.S.A)membrane으로 이동시킨다. 이동된 membrane을 TBS(50mM Tris-HCL, 150mM 

Nacl, pH7.5)용액에다가 5% skim milk(Becton–Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 

USA)를 만들어 1시간 blocking시킨다. rabbit anti-CTRP1 polyclonal 

antibody(Abcam, Cambridge, UK) 또는 actin antibody(Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA)를 4C overnight시킨다. 반응 후 TBST(50mM Tris-HCL, 150mM 

Nacl, 0.05% Tween20, pH7.5)용액으로 10분마다 5번 세척하고 horse-radish 

peroxidase가 붙은 anti-rabbit IgG secondary antibody(Cell Signaling)을 실온에

서 3시간을 반응시킨다. 반응 후 TBST용액으로 10분마다 5번 세척하고 발색반응은 

enhanced chemi- luminescence 시약(ECL ; Amersham, Arlington Heights, IL, USA)

을 이용하여 X-ray필름에 감광시켜 배양근모세포 분화에 따른 단백질을 측정하고 

비교하여 보았다. 

 

3. 면역조직화학염색법(Immunohistochemical Staining) 

 

(가) 조직 동결(Muscle frozen) 

정상인과 근육병(두시엔느형 근이영양증, 피부근염, 다발성근염)을 가진 환자의 

근조직을 조직동결시킨다. 질소 용액이 담긴 용기에 isopentane(Junsei Chemical 

Co, Tokyo, Japan)을 반쯤 채운 비커(beaker)에 중탕 시키고, isopentane이 점성이 

생기는 정도로 온도가 낮아지면, 준비된 근조직 생검을 약 7초간 담 군 후 -20C 
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냉동고에서 30분간 보관 한 후 -70C 냉동고로 옮겨 보관한다. 

 

(나) 면역조직화학염색(Immunohistochemistry)  

정상인과 근육병(두시엔느형 근이영양증, 피부근염, 다발성근염)을 동결건조 시

킨 검체를 7µm두께로 동결 박절하고 차가운 acetone(Junsei Chemical Co)에 고정시

킨다. 2% bovine serum albumin(BSA ; Sigma aldrich Co)용액으로 30분동안 

blocking 시킨다. CTRP1 antibody(hCTRP1)26를 4C에서 24시간 동안 반응 시킨다. 

반응 후 TBS(1M Tris, 5M Nacl, pH7.5)용액으로 7분마다 3번 세척하고 biotin 

conjugated anti-rabbit IgG(Vector Lab)를 실온에서 30분간 반응 시킨다. 다시 

TBS용액으로 7분마다 3번 세척 한 후 avidin conjugated FITC(Vector Lab)를 30분

간 실온에서 반응시킨다. 반응 후 TBS용액으로 7분마다 3번 세척 한 후 FITC 

mounting medium(Vector Lab)으로 슬라이드에 봉합하여 형광현미경(Olympus, Tokyo, 

Japan)으로 관찰한다.  

 

4. RNA추출과 역전사 중합효소연쇄반응(RNA extraction and Reverse 

transcriptase- polymerase chain reation) 

 

정상인과 근병증 환자 근조직에서 CTRP1의 mRNA의 발현 양을 측정하기 위해서 RT 

PCR(reverse transcriptase-polymerase chain reaction)시행해보았다. 먼저 조직을 

20µm씩 10장을 cutting한 검체를 Trizol(Invitrogen)을 사용하여 

동질분해(homogenization)시킨다. RNA를 260nm spectrophotometry(Nanodrop 2000, 

Thermo scientific, Rockford, IL, USA)에서 정량 값을 확인한다.  

cDNA는 oligo(dT)primer, AMV-RT, reaction buffer(reverse transcription 

system, Promega, Madison, WI, USA)사용한 후 CTRP1의 primer을 사용하여 다음과 

같은 조건으로 PCR을 시행한다. 94C에서 5분간 진행한 뒤 94C에서 1분간, 

57C에서 1분, 72C에서 1분 동안 반응시킨 것을 1cycle로 기준으로 하여 총 

35cycle을 증폭(amplification)시킨 후 72C 에서 10분간 반응 하였다. CTRP1의 

Forward primer는 5'-CTTCTCTGGCAACCCACTTC-3'이고 Reverse primer는 5'- 

ACTGTGTTGCCATTGTGCAT-3'으로 479bp이다. 증폭된 cDNA를 ethidium bromide를 

첨가하여 1.5% agarose gel(Invitrogen)에서 전기영동하여 band를 Image anysis 

system(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 비교분석하였다. 
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III. 결 과 

 

 

1. 근세포에서의 CTRP1의 발현 

 

정상인의 근조직에서 일차배양하여 얻은 근육모세포와 근관세포의 CTRP1의 발현 

정도를 면역세포화학염색법을 시행하여 형광현미경(Olympus, Tokyo, Japan)으로 확

인 한 결과 근육모세포에서 근관세포로의 분화 시 세포막과 세포질에서의 CTRP1의 

단백 발현이 증가한 것을 관찰 할 수 있었다(그림1). 

 

 

근육모세포 근관세포 

 

그림1. 면역조직화학 염색 상 근세포의 CTRP1 발현(X200) 

정상근조직에서 얻은 근육모세포와 High DMEM(Gibco BRL)에 2% FBS(Gibco BRL)으로 배양액

을 교체하여 일주일이상 분화 반응을 유도한 근관세포를 각각의 슬라이드 챔버(Nunc)에 배

양한 후 면역세포형광염색하였다. 

 

 

 

세포 배양 시의 세포 수 증가 등으로 인한 오차를 확인하기 위하여 웨스턴 블롯을 

이용해 정량적으로 단백 발현을 확인해 보았다. 일정한 양을 보이는 actin의 사진

(그림2)와 비교하여 보면, 근육모세포에서는 CTRP1의 단백발현이 적어 거의 밴드를 

확인할 수 없었고 근관세포에서는 CTRP1의 단백발현 된 양의 증가로 진한 밴드를 

볼 수 있었다(그림2). 
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그림2. 웨스턴 블롯에 의한 근세포의 CTRP1발현 비교 

정상근조직에서 얻은 근육모세포와 근관세포의 단백질을 정량 추출하여 웨스턴 블롯하여 보

았다. 근육모세포와 비교하여보면 근관세포에서의 CTRP1의 단백발현양이 증가 된 것을 관찰 

할 수 있다. 

 

 

 

근육모세포에서도 세포질(cytoplasm)에서의 CTRP1의 발현이 있었지만, 다핵화된근

관세포에서의 새롭게 생성된 세포질에서의 CTRP1이 발현이 증가된 것을 관찰 할 수 

있었다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

근육모세포          근관세포 

          

 

CTRP1 

B-actin 
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2. 정상인 근조직과 환자군 근조직의 CTRP1발현비교 

 

 

CTRP1이 근세포의 분화되는 과정에 따른 CTRP1 발현정도를 확인해보고, 이를 토

대로 정상인과 환자군의 근조직에서 CTRP1의 발현과 증감을 면역조직화학염색염색

법과 웨스턴 블롯을 시행하였다. 정상인과 두시엔느형 근디스트로피(Duchenne 

muscular dystrophy ; DMD) 및 염증성 근육병인 다발성근육병(Polymyositis ; PM)

과 피부근염근육병(Dermatomyositis ; DM)의 환자의 근조직을 염색한 결과를 보면 

정상근과 염증성 근육병인 다발성근육병과 피부근염근육병에서는 세포막과 근섬유

(muscle fiber)주변에 있는 핵에 CTRP1이 발현되는 것을 관찰 할 수 있었다. 이런 

정상근과 염증성 근육병의 CTRP1의 발현에 비해 두시엔느형 근이영양증에서는 세포

의 괴사 및 재생이 진행되는 근섬유조직에 CTRP1의 발현이 증가 된 것을 관찰 할 

수 있었다(그림3). 

 

 

 

그림3. 정상근과 근병증 환자 근조직에서의 CTRP1발현비교(X200) 

정상근조직(Normal ; NL)과 염증성 근육병인 다발성근육병(Polymyositis ; PM)과 피부근염

근육병(Dermatomyositis ; DM)보다 근디스트로피 근육병인 두시엔느형 근이영양증(DMD)에서 

CTRP1의 발현이 증가 된 모습을 관찰 할 수 있었다. 
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근육조직에서 CTRP1이 어느 정도 발현되는지 확인하기 위해 웨스턴블롯을 이용하

여 정량적으로 단백질 발현을 확인해보았다. 일정한 양을 보이는 actin사진(그림4)

과 비교하여보면 CTRP1의 단백발현은 근육병마다 차이를 보이는 것을 확인할 수 있

었다. 정상근조직과 염증성 근육병인 다발성 근육병(PM)과 피부근염병(DM)보다 두

시엔느형 근이영양증(DMD)에서의 CTRP1의 단백발현양이 증가한 것을 확인 할 수 있

었다(그림4). 

 

 

B-actin

CTRP1

Normal          PM          DM            DMD

B-actin

CTRP1

Normal          PM          DM            DMD
 

 

그림4. 정상근과 근병증 환자 근조직에서의 CTRP1발현비교 

정상근조직(Normal ; NL)과 염증성 근육병인 다발성근육병(Polymyositis ; PM)과 피부근염

근육병(Dermatomyositis ; DM)보다 근디스트로피 근육병인 두시엔느형 근이영양증(DMD)에서 

CTRP1의 단백질 발현이 증가한 것을 알 수 있다. 

 

 

 

3. 정상근조직과 두시엔느형 근이영양증에서의 CTRP1 mRNA발현비교 

 

두시엔느형 근이영양증에서의 CTRP1 mRNA 발현양상을 비교하기 위하여, 정상인 

근조직을 대조군으로 사용하여 CTRP1 mRNA 단백의 발현 분포와 증감을 확인해보았

다. 실험방법은 역전사 중합효소연쇄반응을 시행하여 정량적인 확인을 하였다. 정

상인 근조직에서 mRNA발현양보다 두시엔느형 근이영양증에서의 mRNA의 발현 양이 

증가한 것을 확인해 볼 수 있었다(그림5). 
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CTRP1

B-actin

Normal DMD

CTRP1

B-actin

Normal DMD
 

 

 
 

그림5. 정상근조직과 두시엔느형 근이영양증(DMD)에서의 CTRP1 mRNA발현비교 

농도는 CTRP1을 actin으로 보정하고 정상 대조군으로 사용한 정상인의 근조직을 1.00으로 

기준하여 증감을 비교 하였다. 정상근조직에 비해 두시엔느형 근이영양증(DMD)에서 CTRP1의 

mRNA의 발현의 차이가 보이지만 정상근조직에 비해 두시엔느형 근이영양증(DMD)에서 CTRP1

의 mRNA의 일정한 증가는 보이지 않지만 이는 각 조직에서 표현된 mRNA의 양이 근조직의 파

괴 정도에 따라 보이는 차이라 여겨진다. 

 

 

 

정상군과 두시엔느형 근이영양증의 mRNA발현을 비교해 본 결과, 두시엔느형 근이영

양증 환자들의 개인차는 있지만 정상군에 비해 두시엔느형 근이영양증환자군에서의 

CTRP1의 mRNA발현양이 증가하는 것을 관찰 할 수 있었다. 
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IV. 고 찰  

 

 

CTRP1은 adipokines의 family 중 하나인 C1q/tumor necrosis factor-α-related 

proteins(CTRPs)에 속하는 것으로 새롭게 밝혀진 단백질이다. 현재 보고 되어진 바

에 의하면 CTRP1의 발현은 다양한 조직에서 발현되는 것으로 발견되었고 특히 혈관

평활근세포에서 발현되고, 혈소판 응집을 유도하는 콜라겐에 있는 VWF을 억제하여 

생체 내에 혈소판 혈전증을 예방 해준다.25 재조합된 CTRP1이 혈소판 수용체

(platelet receptor)인 VWF을 전체적 또는 부분적으로 억제해주는 기능을 갖고 있

다. 그러나 CTRP1이 VWF와 혈소판의 상호작용에 관여하지는 않아서 혈소판에서 어

떻게 직접적인 작용을 하는지는 알 수 없었다.25 CTRP1은 지방전구세포에서 나타나

고 TNF-α와 IL-β를 처리한 비만 모델 쥐의 지방조직에서 대조군에 비하여 CTRP1

의 발현이 증가되어 있었고, 재조합된 CTRP1을 쥐에 주입하면 대조군에 비하여 포

도당 혈청 레벨을 낮춰지는 것으로 보고 되어져 있다.26 최근 연구에서도 재조합된 

CTRP1을 처리한 C2C12 근관세포에 Akt와 P44/42 MAPK의 항체를 이용하여 단백 정량

을 웨스턴 블롯 한 결과 CTRP1을 처리하지 않은 대조군에 비해서 시그널 경로를 활

성화 하는 단백질인 Akt와 P44/42 MAPK이 증가되어 활성화 되면서 원형질 막의 

GLUT-4(glucose transporter 4)의 트래픽으로 인한 조직에서 포도당흡수가 향상되

어 대사효과에 기여한다고 보고되어 있다.24 이러한 결과로 보았을 때 CTRP1은 간, 

근육과 지방 조직에서 직접적으로 또는 간접적으로 영향을 미침으로써 지질 대사와 

포도당대사 조절에 관여 한다고 추정 하고 있다.22 따라서 CTRP1은 근육을 포함한 

여러 조직에서 관여 할 것이라고 생각된다.  

현재 CTRP1의 이해는 현재 초기 단계이고 근육조직에서 CTRP1의 역할은 밝혀지지 

않았다. 이에 본 실험에서는 근세포의 분화 및 재생과 관련 되어 정상인의 근육모

세포와 근관세포에서의 CTRP1의 발현 정도를 면역세포화학 염색법과 웨스턴 블롯으

로 비교 분석 해 보았다. 그 결과 근육모세포에서의 CTRP1의 발현이 있었지만, 다

핵화 된 근관세포에서의 세포질에서의 CTRP1의 발현이 증가된 것을 관찰 할 수 있

었다. 지금까지 근세포의 CTRP1의 발현에 관한 보고는 전무한 상태이다. 세포 성장 

단계에서 새로운 근육 섬유는 근육발생이 일어나는 동안 형성 되어 지고, 치유를 

위한 손상된 섬유나 다른 새로운 근섬유 형성을 위한 근육 생성 세포의 분화와 융

합이 발생된다. 근육 형성 세포의 융합이 이루어지면 새롭게 형성된 근육 섬유가 

증가되고 근핵(myonuclei)이 근육 섬유의 주위까지 이동한다.35,36 이러한 과정 즉, 

근세포의 분화 과정에서 CTRP1이 중요한 역할을 할 것으로 추정된다.  

CTRP1이 근육 발생과정에 어떠한 역할을 하는지 알아보고자 근육병 환자의 근조

직을 이용하여 실험을 하였다. 정상인과 두시엔느형 근이영양증과 염증성 근육병인 

다발성근육병과 피부근염근육병을 포함한 환자의 근조직을 면역조직화학염색하여 
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CTRP1의 발현과 증감을 알아보고 그 의의를 알아보고자 한 결과 정상근과 염증성 

근육병인 다발성근육병과 피부근염근육병에서는 세포막과 근섬유(muscle fiber)주

변에 있는 핵에 CTRP1이 발현되는 것을 관찰 할 수 있었고 두시엔느형 근이영양증

에서는 세포의 괴사 및 재생이 진행되는 근섬유조직에 CTRP1의 발현이 증가 된 것

을 관찰 할 수 있었다(그림3). 이를 웨스턴 블롯을 이용해 정량적으로 단백발현을 

확인해본 결과에서도 정상근조직과 염증성근육병인 다발성근염과 피부근염병보다 

두시엔느형 근이영양증에서도 CTRP1의 단백 발현양이 증가하는 같은 결과를 얻을 

수 있었다(그림4). 이상의 결과들을 정리해 보면, CTRP1이 근세포의 분화에 있어서 

CTRP1의 발현이 증가 되었고, 근이영양증을 통한 근변증에서의 CTRP1의 발현이 정

상근에 비해서 발현이 증가되었음을 관찰 되었다. 특히 두시엔느형 근이영양증에서 

세포막과 세포질뿐만 아니라 세포의 괴사 및 재생하고 있는 근섬유조직에서 CTRP1

의 단백발현을 관찰 할 수 있었다. 이러한 소견은 즉, 지금까지 CTRP1이 근조직에 

관한 보고된 바 없었고 본 실험에서 CTRP1이 근육조직의 발생에 관여하며 재생에서 

중요한 역할을 할 것으로 유추 할 수 있었다. 그러나 근세포의 분화과정에 있어서 

직접적인 영향을 끼치는지 세포의 괴사나 대사에 따른 영향에 의한 발현이 증가되

었는지는 알 수는 없다. 이를 위해서는 근세포에 CTRP1의 cDNA를 Transfection하여 

근발생 및 근섬유재생에서 중요한 역할을 하는 근육생성조절인자(MRFs)로 확인하는 

실험을 진행하면 CTRP1의 재생에 대해 좀 더 확실히 밝힐 수 있을 것이다. 이러한 

연구 결과는 CTRP1의 임상적 적용이나 기초자료에 도움이 될 수 있을 것이라고 사

료된다. 
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Ⅴ. 결 론  

 

 

 

본 연구에서는 CTRP1이 근세포의 분화와 근병증에 미치는 영향을 알아보기 위해 

정상인의 근조직에서 얻은 근육모세포와 정상 근육조직, 근이영양증 및 염증성 근

육병을 가진 환자의 근조직을 이용하여 면역화학염색과 웨스턴 블롯을 이용하여 

CTRP1의 발현을 확인 하였다. 

 

 

1. 근육모세포가 근관세포로 분화하면서 CTRP1의 발현이 증가 된 것을 관찰 할 수 

있었고 특히 근세포 세포질에서 발현이 증가 된 것을 확인 할 수 있다. 

 

 

2. 정상인의 근조직에 비해 근육병, 특히 두시엔느형 근이영양증 환자의 근조직에

서 CTRP1의 발현이 증가되었고 특히 재생 섬유에서 발현이 증가 된 것을 확인 할 

수 있다.  

 

 

 이상과 같이 CTRP1이 근육조직의 발생에 관여하며, 근세포의 분화와 근병증에서의 

역할을 지지해준다. 이러한 연구 결과는 향 후 근육병환자의 세포치료에 대한 연구

에 도움이 될 수 있을 것이라 여겨지며, 근육세포의 적절한 분화 유도 조건을 알아

보기 위해서는 근발생 및 근섬유재생에서 중요한 역할을 하는 근육생성조절인자와 

관련된 실험이 더 필요하다고 생각되는 바이다. 
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 The C1q/tumor necrosis factor-α-related proteins(CTRPs) are one of the important families 

in adipokine that act mainly on liver and muscle tissue to control glucose and lipid metabolism. 

According to the recent studied, CTRP1(Complement-C1q TNF-related protein 1) is one of the 

CTRP superfamily that is expressed in the vascular smooth muscle cells and, significantly 

prevents platelet thrombosis in vivo by inhibiting Von Willebrand factor(VWF) binding to 

collagen, thereby blocking the collagen induced platelet aggregation. In addition, CTRP1 is 

expressed in preadipocytes and up regulated in mouse adipose tissue inducing tumor necrosis 

factor-α and interleukin-1β. It was known that CTRP1 may play an important biolgical role in 

adipocyte and immune system function. However there has been investigated its roles in the 

much time.  

The present study was conducted to investigated the functional role of CRTP1 in muscle 

repair and differentiation in human skeletal muscle of the patients with myopathies and cultured 

human myoblast. Cultured human myoblast obtained from normal muscle tissue and muscle 

tissue, obtained from patients with [Duchenne muscular dystrophy, Polymyositis and 

Dermatomyositis] and normal controls were analyzed for the expression of CTRP1 by 

immunocytochemistry and western blot. In conclusion, the expression of CTRP1 in myotube 

was increased compared with in myoblast. Based on these results, the muscle tissue from 

normal individuals and the patients with Duchenne muscular dystrophy, dermatomyositis and 

polymyositis were analyzed for the expression of the CTRP1 by immunohistochemistry and 

western blot. It was found that, the immunoreactivity of CTRP1 was strongly expressed in the 

regeneration muscle fiber of Duchenne muscular dystrophy. These results showed that the 

expression of CTRP1 is increased in regenerative and degenerative muscle fibers and also 
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increased in myoblast differentiation. Our study suggests that, CTRP1 may play an important 

role not only in skeletal muscle development but also in regeneration. 

 

Key word: CTRP1, differentiation, myoblast, myotube, myopathy, degeneration, regeneration, 

Duchenne muscular dystrophy 

 

 


