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ABSTRACT

   The effect of rosiglitazone on aquaporin (AQP) gene expressionon was 

investigated in animal model, Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF) 

rats. To clarify any significant effect of the regulation of aquaporins on metabolic 

syndrome, AQP9 protein expression was evaluated by immunoblot analysis in the 

human hepatoblastonema cell lines (HepG 2) which were separately pretreated 

with insulin, rosiglitazone, wy14643, oleic acid, eicosapentanoic acid, and 

metformin. The OLETF rats dieted with rosigltazone got more body weight than 

the control rats. Moreover, they were significant to manifest the symptom of 

hyperinsulinemia unlike the control Long-Evans Tokushima Otsuka (LETO) rats. 

To evaluate the role of aquaglyceroporins ( AQP3, AQP7 and AQP9) and 

glycerol kinase (GyK) the expression of three kinds of the aquaglyceroporins and 

GyK genes were analyzed using RT-PCR in several kinds of tissues- liver, 

mesenteric and epididymal fats, and kidney (cortex, outer medullar and inner 

medullar)− of the LETO, OLETF and rosiglitazone-treated OLETF rats. In the 

liver, the expression levels of AQP9 and GyK were not significantly increased in 

the rosiglitazone-treated OLETF rats. In the kidney, the expression levels of 

AQP7 and GyK were not significantly different in the LETO, OLETF and 

rosiglitazone-treated OLETF rats. 

These results indicate that rosiglitazone may play an important role in the 

glycerol metabolism pathway by regulation of the gene expression of 

aquaglyceroporins and glycerol kinase in the adipose tissues. Rosiglitazone 
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treatment also increased the expression level of AQP3 gene in the kidney to some 

extent. This result suggest that AQP3 may contribute to retention of the body 

fluid in the kidney. 

Key words : aquaporin (AQP2), aquaglyceroporin (AQP3, AQP7, AQP9),

glycerol kinase (GyK), rosiglitazone, LETO (Long-Evans Tokushima 

Otsuka), Otsuka Long Evans Tokushima Fatty (OLETF)
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I.       서                 론

1.   연구  배경

    생명체를 구성하는 세포는 막으로 둘러싸여 있으며 세포막은 지질이중층 

구조를 갖는다. 세포막은 세포 내외에서 물을 포함한 물질의 이동에 관여하며 

생명체의 생명활동을 유지하는 데 중요한 역할을 한다 (Matsuzaki et al., 

2002). 

   Aquaporin (AQP)은 세포막에 존재하면서 물 투과에 관여하는 단백질이

다. 물 채널로 알려진 AQP은 사람의 적혈구 세포막에서 발견되었으며, 골수

세포로 부터 cDNA library를 만들어 그 유전자와 단백질의 구조를 밝혔으며, 

28kDa의 세포막 내재단백질, AQP1이라 명명했다. 현재까지 AQP0에서 

AQP10 까지 11개의 AQP이 다양한 세포 또는 조직에서 발견되었다 (Agre 

and Kozono 2003). 그리고 AQP의 기본 구조는 약 340여개의 아미노산으로 

이루어져 있으며, 6개의 α-helix 구조를 갖는 부분은 이중막에 내재하며, 3개

의 아미노산 {asparagine-proline-alanine (NPA)}으로 구성된 두 부분이 막 

내외의 환경에 의해 수송이 이루어질 때 pore를 이루어 AQP이 물 또는 물질

을 수송하는 기능을 수행하도록 한다 (Nielsn et al., 2002). AQP은 물 뿐만 

아니라 글리세롤, 요소 등의 물질 수송에도 관여하는 데, 이 그룹을 

Aquaglyceroporin이라 불리며, AQP3, AQP7, AQP9, AQP10가 여기에 속한다 

(Agre et al., 1993).

   포유동물의 신장은 몸 전체 체액의 균형을 유지시키는 기능을 한다. 신장

에는 AQP1, -2, -3, -4, -6, -7, -8, 7개의 AQP이 존재한다고 알려져 있다 

(Nielsn et al., 2002). AQP2는 신장에서 바소프레신 (vasopressin) 의존적으로 
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발현되는데, AQP2의 과발현 (over-expression)은 체액의 보유 (fluid 

retention) 와 관련이 있으며, 울혈성 심부전증 (conjestive heart failure), 간경

변증 (cirrhosis) 또는 임신성 부종 (pregnancy)과 관계가 깊다. Deen 등

(1994)은 AQP2 유전자의 결함이 nephrogenic diabetes insipidus (NDI)라고 

불리는 유전병과 관계가 있음을 처음으로 밝혔다. 또한 AQP2 단백질의 126

번째 아미노산인 트레오닌 (Thr)이 메치오닌 (Met)으로 치환된 돌연변이는 

상염색체성 열성유전을 하며 심각한 다뇨증 (ployuria)을 유발한다는 보고도 

있다 (Yang et al., 2001). AQP3은 상피조직에 넓게 분포 되어 있다. 특히 비

뇨기관, 소화기관, 호흡기관 그리고 피부의 표피 부분에서 수분 손실의 가능

성이 있는 환경에서 물의 항상성을 유지시키는 중요한 기능을 한다 

(Matsuzaki et al., 2002). 신장에서 AQP3은 피질과 외질 부위에 주로 존재하

며 집합관 (collecting duct) 주세포, 기저외측의 세포막 (basolateral cell 

membrane)에서 수분의 출구로 항이뇨작용을 수행한다 (Strange and Spring, 

1987). 생쥐에서 밝혀진 바에 의하면 AQP4 유전자의 결함이 오줌의 농축에 

결함을 초래한다 (Ma et al., 2000). 그리고 AQP6은 집합관의 삽입세포에서 

세포사이의 액포에 H
+

-ATPase와 함께 존재하며, 음이온 (anion)에 의해 투과

되고 HgCl2와 낮은 수소이온 농도 (pH)에 의해 활성화 된다 (Yasui et al., 

1999). AQP5은 침샘과 눈물샘에 분포되어 있으며, 최근에는 자가면역질환 

(autoimmune disease)의 일종인 쇼그렌 증후군 (Sjogren's syndrome)환자에

서 AQP5의 단백질 발현에 결함이 발견되었다 (Tsubota et al., 2001). AQP7

은 지방세포, 심장, 신장, 소장 등에서 발현된다 (Kuriyama et al., 1997). 특

히 지방세포에서 중성지방 분해산물로 생성되는 글리세롤을 세포 밖으로 보

내는 데 관여한다. AQP7에 의해 방출된 글리세롤은 간세포에 존재하는 

AQP9을 통해 받아들여 간에서 당 신생 (gluconeogenesis)을 위한 기질로 사

용된다 (Kishida et al., 2000). AQP9은 간 뿐만 아니라 백혈구, 폐, 비장, 그

리고 골수에서도 발현된다 (Tsukaguchi et al.,1988). AQP7과  AQP9는 금식 
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후에 각각 지방조직과 간에서 발현이 증가하며 인슐린에 의해 발현이 억제된

다 (Kuriyama et al., 2002). 지방세포에서 중성지방이 hormone-sensitive 

lipase (HSL)에 의해 유리지방산과 글리세롤로 분해되어 혈중으로 유리되면 

간 또는 신장에서 glycerol kinase (GyK)에 의해  당 신생의 중요한 기질로 

사용된다 (Klein et al., 1990). 그러나 지방세포에서는 글리세롤을 인산화시키

는 GyK의 활성이 거의 없기 때문에 글리세롤이 다시 인산화되어 이용되지 

못하고 거의 세포 밖으로 유리된다 (Baba et al., 1995). 또한 대사증후군 모

델에서는 고인슐린혈증 (hyperinsulinemia)에도 불구하고 간에서 AQP9와 지

방에서 AQP7의 발현이 증가한다고 보고 하였다 (Kuriyama et al., 2002).  

   이상에서 설명한 AQP들은 각각 다른 기관 또는 조직에서 생리적인 역할

과 중요성이 입증되고 있으며, 특히 간 과 지방세포에서 글리세롤 대사에 관

여하여 체내 포도당 농도의 항상성 조절에 영향을 준다고 보고하였다 

(Landon and Masato, 2002). 

   체내 포도당의 80～90%는 골격근에서 이용된다 (Defronzo et al., 1985). 

골격근에서 포도당 이용의 감소는 세포 내로의 포도당 운반과정 (glucose 

transport), 포도당의 인산화과정, 당원으로의 합성단계 (glycogen synthesis)

등 여러 단계의 장애에 기인할 수 있는 데, 이 중 당원 합성과정이 인슐린 저

항성 상태에서 양적으로 가장 뚜렷하게 감소 된다 (Wright, 1998). 한편 골격

근에서의 포도당 운반과정, 당원 합성과정 등이 insulin receptor substrate-1 

(IRS-1) 인산화와 phosphatidyl inositol-3 kinase (PI3K) 와 같은 세포내 인

슐린 신호전달 체계의 조절을 받고 이들 신호 전달체계의 활성이 비만 및 제

2형 당뇨병 환자의 골격근에서 감소 되어있음이 밝혀졌다 (Kim et al., 1999). 

   Randle 등 (1963)은 근육 내 지방산 산화가 증가되면 포도당 산화가 감소

된다고 하였고, 혈중 유리지방산 농도의 증가에 따라 근육 내 지방산 산화가 

증가되는 것이 인슐린 저항성의 원인이라고 제안하였다. 이 가설에 의하면 지

방산 산화가 증가됨으로서 미토콘드리아의 acetyl-CoA/CoA 비를 증가시켜서 
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피루브산 탈수소효소 (pyruvate dehydrogenase)의 활성이 억제되어 포도당 

산화를 억제하고, 세포 내에 증가된 citrate는 phosphofructokinase를 억제하

여 포도당-6-인산이 축적되어, 결과적으로 포도당의 세포 내 유입을 억제한

다는 것이다. 이 가설은 지방을 직접 정맥에 투여하는 실험 또는 고지방 식이

를 통한 실험들에서 입증 되었다 (Kim et al., 1996; Lee et al., 1988). 그리고

미토콘드리아는 세포내에서 산소를 이용해서 에너지를 생성하는 소기관으로

서 지방산 산화의 대부분이 여기서 일어난다. 당뇨병 환자의 백혈구 미토콘드

리아 양은 감소되어 있으며, 이와 같은 현상은 당뇨병 발생에 선행한다고 알

려져 있다 (Lee et al., 1999; Park et al., 2003). 이후 인슐린 저항성과 미토콘

드리아 기능이상의 관계에 대한 연구들이 보고 되었는데 Petersen 등 (2003)

은 미토콘드리아의 산화적 인산화 (oxidative phosphorylation) 기능이 인슐린 

저항성을 보이는 노인들에서 40% 정도 저하 되어 있음을 보고 하였고, 당뇨

병환자의 직계 가족에서 미토콘드리아 기능이 감소되어 있음을 보고 하였다 

(Petersen et al., 2004). 그리고 미토콘드리아에서 지방산 산화를 조절하는 인

자들로는 Peroxisome Proliferator-Activated Receptor α, δ, γ (PPARα, 

PPARδ, PPARγ) coactivator-1 (PGC-1) 및 AMP-activated protein kinase 

(AMPK) 등이 있다. 이 중 잘 알려져 있는 PPARα는 핵 수용체의 하나로서 

지방산 수송단백질 및 long-chain acyl-CoA synthase 발현을 유도하여 미토

콘드리아 내로 지방산 흡수를 증가시키고 acetyl-CoA oxidase 발현을 증가시

켜 지방산 산화를 증가시킨다 (Ferre, 2004).

   현재, Thiazolidinedione (TZD)은 인슐린 저항성을 개선 시키는 제2형 당

뇨병의 새로운 치료제로 사용되고 있다. TZD는 지방세포와 골격근 내 인슐

린 저항성을 개선하는 효과가 있으며 포도당 수송을 증가시켜 혈당강하 작용

이 나타난다고 알려져 있다. TZD의 작용기전은 분명하지는 않지만 주로 지

방세포에 풍부한 PPARγ 리간드가 핵 수용체와 결합하여 GLUT4 (glucose 

transport 4) 포도당 수송체의 합성을 증가시키고 지방세포의 분화를 활성화 
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함으로써 인슐린 저항성을 개선시킨다고 알려져 있다 (Fonseca et al., 2000). 

그리고 PPARα는 간에서 미토콘드리아내의 β 산화 과정과 케톤 생성 과정을 

증가시키고, 지방산 생성을 감소시키며, 초저밀도 지단백콜레스테롤 생산을 

감소시킨다 (Gulick et al., 1994; Maragoudakis et al., 1971; Lamb, 1993). 

TZD이 혈당강하 효과와 함께 이상지질혈증, 혈액응고능 이상 등에도 효과를 

보이는 기전은 인슐린 저항성 개선에 따른 것으로 해석할 수 있다 (Kim et 

al., 2003). TZD가 개발되기 전에는 biguinide계 약물인 metformin이 인슐린 

저항성을 개선시킨다고 알려져 있는데, metformin은 간에서 당 신생을 감소

시키고 말초조직에서 당 흡수를 증가시켜 간접적으로 혈당조절 및 인슐린 저

항성을 개선한다 (Zhou et al., 2001).

   본 실험에 사용한 OLETF (Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty) 쥐는 

제2형 당뇨병 또는 비만의 동물모델로 널리 쓰이고 있다. OLETF 쥐는 생후 

18주 이후에 고혈당이 발생하고 당뇨병이 발생하면 만성적으로 진행되며, 비

만을 동반하고 췌장 β세포에 염증소견을 보인다. 또한 OLETF 쥐는 비만을 

동반하는 제2형 당뇨병의 좋은 모델로서 고인슐린혈증, 고혈당증, 인슐린 저

항성을 나타내고 복부지방이 증가하는 특징이 있다. 그리고 OLETF 쥐에서 

당뇨병을 유발하는 유전자는 X-염색체와 관련이 있으며 이 유전자를 ODB-1 

이라 명명하였다 (Hirashima et al, 1995). 또한 당뇨병을 유발하는 유전자 

ODB-2는 14번 염색체에 위치하며, 혈당을 높이는 작용을 한다. 따라서 

ODB-1 과 ODB-2 모두 당뇨병을 유발하는데 필수적인 유전자로 알려져 있

다 (Hirashima et al, 1996). 
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2. 연구 목적

   세계적으로 비만인구가 급격히 증가하면서 많은 건강문제를 낳고 있다. 비

만한 사람들은 당뇨병, 고혈압, 이상지질혈증 (dyslipidemia)에 걸릴 위험이 

높은 것으로 알려지고 있다 (WHO 2000). Reaven (1988)이 인슐린 저항성 증

후군 (X증후군)을 소개하면서 인슐린 저항성 (insulin resistance)이 알려졌다. 

최근에는 고혈압 환자에서도 당질 및 지질대사의 장애와 함께 인슐린 저항성

이 있음이 입증되었다 (DeFronzo et al., 1991; Saltiel et al., 1996). 인슐린 저

항성에 따른 고인슐린 혈증 (hyperinsulinemia), 내당능 장애 (Impaired 

glucose tolerance: IGT)와 제2형 당뇨병, 이상지질혈증, 고혈압 등 일련의 질

환은 모두 죽상경화증 (atherosclerosis)의 위험인자라는 관점에서 상호 연관

성이 있는 질환군이라는 대사증후군 (metabolic syndrome)의 개념이 보편화 

되고 있다 (DeFronzo et al., 1991). 최근 우리나라에서도 대사증후군이 사회

적 관심사로 떠오르고 있다. 비만과 이에 동반된 인슐린 저항성이 대사증후군

을 발생시키는 중요한 부분을 차지하고 있기 때문이다. 그리고 제2형 당뇨병

은 인슐린 저항성과 췌장 β세포의 인슐린 분비 장애에 의한 것으로 알려져 

있다 (DeFronzo et al., 1997). 제2형 당뇨병은 지방조직에 의한 비만이 중요

한 요소이고 정상적인 인슐린 표적세포에서 신호 전달 과정 중, 지방조직에서 

분비되는 다양한 물질에 의해 그 신호전달 과정이 억제 된다는 점에서 인슐

린 저항성과의 관계 규명이 필요하다. 그리고 대사증후군에서  AQP7과 

AQP9 발현에 이상조절 현상이 일어나는 이유가 아직 밝혀진 바 없으며, 대

사증후군과 관련하여 AQP 발현에 관한 연구도 이루어지지 않았다. 

   현재 다양한 세포와 조직에서 AQP이 여러 질병과 관련된 많은 연구결과

가 보고 되고 있지만 아직 미흡한 상태이다. 본 연구는 대사증후군 및 제2형 

당뇨병 모델인 OLETF 쥐에서 rosiglitazone의 치료 효과와 관련하여 AQP유

전자의 발현 양상을 분석함으로써 질병과 AQP의 관련성에 대한 기초 자료를 

제공하고자 수행하였다. 
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                                                                                                                                                                             II.     재료     및      방법

1.    In     vitro      실험

1-1.     세포 배양 

   HepG2 세포 (human hepatoblastonema cell line)는 한국 세포주 은행으로

부터 제공 받아 100 units/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 10% fetal 

bovine serum (FBS)이 포함된 low-glucose (1.0g/L) Dulbecco's minimal 

essential medium (DMEM)  배지에서 5% CO₂와 37℃ 조건에서 배양하였

다. 세포는 2일 마다 새로운 배지로 갈아주고, T-75 flask에 세포가 70-80% 

차지할 때까지 배양하고 2일 동안 6 well plate에 계대 배양을 한 후 혈청을 

제거한 배지에서 16시간 배양 시킨 후 다음 약제를 다양한 농도로 24시간 처

리하였다. Insulin 0, 10, 100, 1000 nM/ml; glycerol 0, 100, 200, 500, 1000 μ

M/ml  rosiglitazone  0, 10, 50, 100 μM/ml ; wy14643 0, 10, 50, 100 μM/ml; 

oleic acid  0, 250, 500 ,750 μM/ml; eicosapentaenoic acid 0, 25, 50, 75, 100 

μM/ml;  metform 0, 1, 1.5, 2 mM/ml. 

1-2.       배양   세포에서의         단백질      분리         및           정량

   배양된 세포는 차가운 용해 완충액 (lysis buffer)-(50 mM Tris-HCl, 1% 

nonidet P-40, 0.25% sodium deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM aprotinin, 

1 mM leupeptin, 1 mM phenymethylsulfonyl fluoride, 1 mM sodium 

orthovanadate, 1 mM NaF, 1 mM pepstain A)에서 파쇄한 후 4℃, 15,000 x 
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g에서  15분 동안 원심분리한 후 상징액을 얻어 BCA protein assay reagent 

kit (Pierce Chemical, USA)를 이용하여 단백질을 정량하였다. 단백질과 동량

의 SDS sample buffer에 2-mercaptoethanol을 2% 첨가하여 90℃에서 5분 간 

단백질을 변성시켰다.

1-3.            Immunoblotting

   40 μg의 단백질을 4-20% gradient gel (TEFCO, Japan)에서 80 mA로 1.5 

시간 동안 전기영동 한 후 PVDF membrane에 gel을 25 mA로 2시간 동안 

electrotransfer 시켰다. 단백질이 전이된 membrane을 blocking buffer [5% 

nonfat dry milk을 함유한 Tris-buffered salin (TBS)-0.1% Tween-20 

(TBS-T)]를 사용하여 1시간 동안 실온에서 blocking 시켰다. 일차 항체 

AQP9 (Alpha Diagnostic International, USA)을 1:1000 의 비율로 희석하여 

4℃에서 overnight 반응시켰다. 그 후 biotinylated anti-rabbit IgG (Vector) 2

차 항체를  1:2,000 에서 1:5,000 비율로 희석하여 실온에서 30분간 반응시킨 

후 membrane을 TBS-T buffer로 15분씩 2번, 5분씩 2번 세척하였다. PVDF 

membrane에 전이된 AQP9 단백질은 chemiluminescence detection system 

(ECL Plus; Biosciences)을 사용하여 암실에서 X-ray  film에 노출시켜 확인

하였다. 확인된 단백질은 Image analysis program (TINA 2.0)을 이용하여 분

석하였다.

2.          동물실험

   동물실험에 사용된 Otsuka Long-Evans Tokushima Fatty (OLETF) 쥐 
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수컷 12마리와 Long-Evans Tokushima Otsuka (LETO) 수컷 6 마리는 일본 

Otsuka 제약회사로부터 제공받았다. 실험동물은 항온 (22±2℃), 항습 (50%) 

시설이 갖추어진 사육장에서 명암주기 (각각 12시간, 아침8시부터 저녁 8시까

지 조명)를 맞추어 물과 사료를 자유롭게 먹도록 하여 사육하였다. 매주 혈당

을 측정하여 정상 대조군인 LETO 쥐에 비하여 혈당이 유의하게 차이가 나

기 시작한 22주부터 실험군 (OLETF 쥐)에게 rosiglitazone을 투여하였다. 

Rosiglitazone은 0.01% 비율로 사료에 혼합하여 pellet을 만들어 24주 까지 총 

2주 간 식이하였다. 실험 종료된 실험동물은 12시간 금식시킨 후 희생시키기 

전에 체중과 혈당을 측정하였다. 실험동물을 희생시킨 후 바로 혈액을 저온 

유지된 EDTA 채혈튜브에 취하여 얼음에 방치시킨 후 4℃에서 3,000 x g로   

15분 동안 원심분리한 후 혈장을 분리하여 분석 할 때까지 -80℃ 냉동고에 

보관하였다. 그리고 간, 신장, 장간막 지방, 고환 주위의 지방을 취하여 액체

질소에 급냉 시킨 후 분석 할 때까지 -80℃냉동고에 보관하였다.

 2-1.        혈장 분석   

 

   혈당은 혈액채취 직후 간이 혈당측정기(Accutrend Sensor, Roche 

Diagnostic, USA)에 소량의 전혈 (약 5 μg 정도)을 떨어뜨려 확인한 후 효소

법을 이용하여 혈청 포도당 농도를 측정 (Glucose analyzer 2, BECKMAN, 

CA, USA)하였고, 인슐린 농도는 RIA 방법 (Rat insulin RIA kit, Linco 

Research Inc., USA)을 이용하였다. 그리고 유리지방산 농도는 ACS-ACOD 

효소법 (NEFA ZYME-S, Aeken, Japan)으로 측정하였다. Rosiglitazone은 

Glaxo Smith Kline Pharmaceuticals (USA)로부터 구입하였다. 
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2-2.           조직에서의           단백질    분리    및    정량

   냉동된 신장을 먼저 정획히 반으로 자른 후 피질, 외질, 수질 부분을 분리

하였다. 각각의 조직을 lysis buffer [250 mM sucrose (Sigma), 10 mM 

triethanolamine (Sigma), 1 g/ml leupeptin (Bachem, USA) and 0.1 mg/ml 

phenylmethylsulfonyl fluoride (Sigma-Aldrich) pH 7.6]에 넣은 후 polytron 

homogenizer를 이용하여 균질화 시키고 1,000 x g에서 15 분간 원심분리 후 

상징액을 얻어 200,000 x g에서 1시간 동안 초원심분리하여 상징액을 버리고 

각각의 membrane fraction (pellet)을 얻었다. 막 성분이 들어있는 pellet에 

lysis buffer 1 ml을 넣어 혼탁화한 후 단백질을 얻었다. 단백질은 BCA 

protein assay reagent kit (Pierce Chemical, USA)를 이용하여 정량하였고, 

단백질과 동량의 SDS sample buffer에 2-mercaptoethanol을 2% 첨가하여 9

0℃ 에서 5분 간 단백질을 변성시켰다. 

그리고 나머지 한 쪽의 신장조직에서는 피질, 외질, 수질의 각 부분을 균등한 

비율로 자른 후, 각 조직 조각을 별도로 lysis buffer에 넣고 polytron 

homogenizer를 사용하여 균질화 시킨 후 4℃, 15,000 x g에서 15분 간 원심

분리하여 얻은 상징액을 단백질 분석에 사용하였다.  

2-3.       Immunoblotting을  이용한    AQP  단백질  확인

   40 μg의 단백질을 4-20% gradient gel (TEFCO, Japan) 또는 12.5% 

SDS-polyacrylamide gel에서 80 mA로 1.5시간 동안 전기영동한 후 gel을 25 

mA에서 2시간 PVDF membrane에 electrotransfer 시켰다. 단백질이 전이된 

membrane을 blocking buffer［5% nonfat dry milk을 함유한 Tris-buffered 

saline (TBS)-0.1% Tween-20 (TBS-T)］를 사용하여 1시간 동안 실온에서 
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blocking 시켰다. 일차 항체 AQP2, AQP3 (Alpha Diagnostic International, 

USA)를 1:500 에서 1:1000 의 비율로 희석하여 4℃에서 overnight 반응시켰

다. 그 후 biotinylated anti-rabbit IgG (Vector) 2차 항체를  1:2000 에서 

1:5,000 비율로 희석하여 실온에서 30분간 반응시킨 후 membrane을 TBS-T 

buffer로 15분씩 2번, 5분씩 2번 세척하여 chemiluminescence detection 

system (ECL Plus; Biosciences)을 사용하여 암실에서 X-ray  film에 노출시

켜 AQP2와 AQP3 단백질을 확인하였다. 확인된 각각의 단백질은 Image 

analysis program (TINA 2.0)을 이용하여 분석하였다.

2-4.       Total    RNA    분리    및        RT-PCR

   간과 신장 (피질, 외질, 수질)조직을 100 mg정도의 조각으로 잘라서 

Trizol reagent (Invitrogen, Life Technologies)를 사용하여 kit가 제공하는 방

법에 따라 total RNA를 분리하고 260 nm 흡광도에서 RNA를 정량하였다.  

   지방의 total RNA 분리는 RNeasy Lipid Tissue kit (Qiagen, USA)를 사

용하였으며, kit가 제공하는 방법을 따라서 분리하였고 260 nm 흡광도에서 

RNA를 정량하였다. cDNA는 1 μg의 total RNA와 Oligo (dT)15 0.5 μg/μl, 

Nuclease-Free Water로 총 5 μl의 부피가 되게 만든 후, 70℃에서 5분 간 열

을 가한 다음 곧바로 얼음에 5분 간 방치하였다. cDNA 합성은 미리 준비한 

역전사 반응 혼합액 [Nuclease-Free Water, imProm-IITM 5X reaction buffer, 

10mMdNTP (final concentraction 0.5 mM), recombinant RAasin
R

 

ribonuclease inhibitor,
 

imProm-II
TM

 reverse transcriptase]과 섞어서 25℃에

서 5분 간 반응시킨 후 42℃에서 60분간 합성하였다. 그리고 나서 70℃에서 

15분 동안 가열하여 반응을 중지 시킨 후 PCR을 수행하였고, 나머지cDNA는 

-20℃ 냉동고에 보관하였다  



- 12 -

   PCR은 denaturation (94℃에서 1분), anneaing (50-60℃ 에서 1분), 

extension (72℃ 에서 1분) 으로 하여 총 25-33 cycles 수행하였다. PCR 산물

은 product size에 따라 1-3% agarose gel에서 전기 영동하여 확인하였다. 그

리고 각각의 product는 Image analysis program (TINA 2.0)을 이용하여 분

석하였다.
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Gene Primer (forward; reverse)
Amplicon size 

(base pair)
Reference

Aquaporin 3
5'-AAACTAGCAGCTCAAGGGAAC-3'
5'-TCCCACCCCTATTCCTAAAAC-3'

    367
Huebert et al.
 (2002)

Aquaporin 7
5'-ATGGCCGGTTCTGTGCTG-3'
5'-TCTAAGAACCCTGTGGTGG-3'

    810
Calamita et al.
 (2001)

Aquaporin 9
5'-CCAAGATGCCTTCTGAGAAG-3' 
5'-CCACTACATGATGACACTGAGC-3'

    897
Damiano et al.
 (2001)

Glycerol 
     kinase

5'-GGAGACCAGCCCTGTTAAGCT-3'
5'-GTCCACTGCTCCCACCAATG-3'

    101
Guan et al.
 (2002)

β-actin
5'-CAGATCATGTTTGAGACCTT-3'
5'-CGGATGTCMACGTCACACTT-3'

    509
Damiano et al.
 (2001)

Table 1. Primer sets used for RT-PCR analysis in Long Evans 

Tokushima Otsuka (LETO)rat and Otsuka Long Evans Tokushima 

Fatty (OLETF)rat
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                  III. 결  과

1. HepG2 세포에서 AQP9 단백질 발현에 미치는 여러 약제의 영향

   인슐린을 HepG2 세포에 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1000 nM의 농도로 처리

하였을 때 AQP9 단백질의 발현은 10 nM 농도에서 가장 증가 하였고, 그 이

상의 농도에서는 오히려 그 발현이 감소되었다 (Figure 1). 간에서 AQP9을 

통해 글리세롤을 받아들여 당신생의 기질로 사용되는 데, HepG2 세포에서 세

포 외부의 글리세롤의 농도변화 (100 μM, 200 μM, 500 μM, 1000 μM)에 따

른 AQP9 단백질 발현은 큰 변화를 보이지 않았다 (Figure 2). 

   제2형 당뇨병의 치료제로 사용되는 PPARα 리간드와 PPARγ 리간드가 

HepG2 세포에서 AQP9 단백질 발현에 어떠한 영향을 미치는지 Rosiglitazone 

과 wy14643을 처리하여 확인하였다. rosiglitazone을 10 μM, 50 μM, 100 μM 

농도로 처리 했을 때, 농도가 높을수록 AQP9 단백질 발현이 증가하여 100 μ

M의 농도에서 발현이 가장 증가 하였다 (Figure 3). 그리고 wy14643은 50 μ

M 농도에서 발현이 가장 증가 하였으며, 100 μM농도 에서는 오히려 그 발현

이 감소 하였다 (Figure 4).

   유리지방산은 세포에서 인슐린의 반응을 저해한다고 알려져 있으며 oleic 

acid (OA)도 그러한 불포화 지방산이다. OA를 HepG2 세포에 250 μM, 500 μ

M, 750 μM  처리 했을 때 AQP9 단백질이 250 μM에서  500 μM까지 현저한 

증가 보였으나 750 μM농도에서는 현저한 감소를 보였다 (Figure 5). 그리고 

eicosapentanoic acid (EPA)는  다중 불포화지방산으로서, 여러 호르몬의 전

구체로서 또는 혈중의 콜레스테롤을 낮추는 기능 등으로 우리 몸에서 중요한 

역할을 한다고 알려져 있다. 이에 대해 HepG2 세포에서 AQP9 단백질 발현
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은 대조구 보다는 증가하였지만 EPA 25 μM, 50 μM, 75 μM, 100 μM의 농도 

변화에 대해 AQP9 단백질 발현에는 큰 차이가 없었다 (Figure 6). 

   metformin은 경구용 혈당강하제로서 오랫동안 임상에서 사용하는 약제이

다. 주로 간세포에서 포도당의 생성을 억제하는 기전으로 현재에는  PPARα 

또는 PPARγ 리간드와 함께 제2형 당뇨병의 치료제로 쓰인다. HepG2 세포에 

0.5 mM, 1.0 mM,  1.5 mM, 2.0 mM의 농도로 처리 했을 때 1.5 mM에서 발

현이 증가 하였다 (Figure 6). 
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Figure 1. Protein expression of AQP9 in HepG2 cells treated with insulin. 

Fully grown cells were serum-starved for 16h, then the cells were incubated 

for 24h with insulin at  various concentrations. The protein was detected 

near 28 kDa.  Data were analyzed by immage analyser.
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Figure 2. Protein expression of AQP9 in HepG2 cells treated with glycerol. 

Fully grown cells were serum-starved for 16h, then the cells were incubated 

for 24h with glycerol at  various concentrations. The protein was detected 

near 28 kDa. Data were analyzed by immage analyser.
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Figure 3. Protein expression of AQP9 in HepG2 cells treated with 

rosiglitazone. Fully grown cells were serum-starved for 16h, then the cells 

were incubated for 24h with rosiglitazone at various concentrations. The 

protein was detected near 28 kDa. Data were analyzed by immage analyser.
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Figure 4. Protein expression of AQP9 in HepG2 cells treated with wy14643. 

Fully grown cells were serum-starved for 16h, then the cells were incubated 

for 24h with wy14643 at various concentrations. The protein was detected 

near 28 kDa. Data were analyzed by immage analyser. 
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Figure 5. Protein expression of AQP9 in HepG2 cells treated with oleic acid 

(OA). Fully grown cells were serum-starved for 16h, then the cells were 

incubated for 24h with oleic acid (OA) at various concentrations. The 

protein was detected near 28 kDa. Data were analyzed by immage analyser.
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Figure 6. Protein expression of AQP9 in HepG2 cells treated with 

eicosapentanoic acid (EPA). Fully grown cells were serum-starved for 16h, 

then the cells were incubated for 24h with eicosapentanoic acid (EPA) at 

various concentrations. The protein was detected near 28 kDa. Data were 

analyzed by immage analyser.
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Figure 7. Protein expression of AQP9 in HepG2 cells treated with 

metformin. Fully grown cells were serum-starved for 16h, then the cells were 

incubated for 24h with metformin at various concentrations. The protein 

was detected near 28 kDa. Data were analyzed by immage analyser.
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2.  OLETF 쥐에서 rosiglitazone의 효과 

   LETO 쥐 수컷 6마리, OLETF 쥐 수컷 6마리와 rosiglitazone을 먹인 

OLETF 쥐 수컷 6마리를 3 group으로 나누어 사육하였다. 일주일에 한번씩 

혈당을 측정하고, 혈당이 오르기 시작한 후 22주부터 rosiglitazone을 일반 사

료에 0.01%로 섞어서 24주까지 2주간 마음껏 먹게 했다. 그 후 체중은 LETO 

쥐 group의 평균 체중이 480g 이었고, OLETF 쥐 group은 평균 체중이 

598g, rosiglitazone을 먹은 OLETF 쥐 group은 평균 체중이 607g로 측정되었

다. OLETF 쥐는 왕성한 식욕에 의해 복부비만으로 이룸을 알 수 있었는 데, 

체중은 일반 사료만 먹인 OLETF 쥐 group 보다 rosiglitazone을 먹인 

OLETF 쥐 group에서 약간 증가함을 보였다(Table 2). 그리고 혈장의 포도당

의 농도는 rosiglitazone을 먹인 OLETF 쥐 group에서 대조구 OLETF 쥐 

group 보다 감소하여 거의 정상 수준까지 떨어졌다. 또한 혈장에서 측정한 

유리지방산 농도와 인슐린의 농도는 2주 동안 rosiglitazone을 먹인 OLETF 

쥐 group에서 대조구 OLETF 쥐 group 보다 유의적인 감소 (P< 0.05)를 보

여 인슐린 저항성이 개선됨을 보여 주었다. 



- 24 -

Experimental group

LETO OLETF ROSI-OLETF

(n=6) (n=6) (n=6)

Body weight (g)      488.0 ± 5.3      598.3 ± 3.8*      607.3 ± 17.9 

Plasma glucose (mg/dL)        96.0 ± 3.0      117.5 ± 6.2*      104.2 ± 5.3*

Free fatty acid (mg/dL)      447.6 ± 20.1      589.0 ± 58.6      379.0 ± 83.3*

Plasma insulin (μU/mL)        92.7 ± 17.8      219.1 ± 6.6*        55.8 ± 10.3**

Table 2. The effect of rosiglitazone on the gain of body weights, glucose, free 

fatty acid, and insulin levels of the plasma in rats

Values are mean  ± SE(standard earr),     * P < 0.05, ** P < 0.01
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2-1. Aquaglyceroporin mRNA 발현에 미치는 rosiglitazone의 영향

   실험동물 OLETF 쥐에 rosiglitazone (0.01%)을 2주 동안 먹였을 때 인슐

린 저항성이 현저히 개선됨을 확인 하였다 (Table 2). 따라서 분자적인 관점

에서 Aquaglyceroporin과 관련하여 어떠한 기작에 의해 조절되는지 알아보기 

위해 LETO 쥐, OLETF 쥐, rosiglitazone을 먹인 OLETF 쥐에서 간, 장간막 

지방 과 고환주위 지방을 떼내어 total RNA를 분리하여 AQP3, AQP7, AQP9

의 mRNA 발현을 분석하였다. 

   간에서 AQP9 mRNA 발현은 세 group 간의 유의적인 차이는 없었지만 

rosiglitazone을 먹인 OLETF 쥐 group에서 AQP9 mRNA 발현이 약간 증가

함을 보였다 (Figure 8). 그리고 AQP3 mRNA 발현도 AQP9 mRNA 발현 양

상과 유사함을 보여주었다 (Figure 9). 또한 간의 rosiglitazone 효과에 의한 

GyK mRNA 발현은 rosiglitazone 먹인 OLETF 쥐에서 약간 발현이 감소함

을 보였다 (Figure 10).

   그러나 지방조직에서는 rosiglitazone 효과에 의한 GyK의 mRNA 유전자 

발현에 직접적인 영향을 보였다. 특히 장간막 지방조직에서 AQP7 mRNA 유

전자 발현은 rosiglitazone을 먹인 OLETF 쥐 group에서 유의적인 증가를 보

였다 (Figure 11). 현재까지 지방세포에는 AQP7 특이적으로 존재한다고 알려

지고 있다. 그러나 본 실험에서는 AQP3이 AQP7과 같은 양상으로 발현되었

다 (Figure 12). 그리고 장간막 지방조직에서 GyK mRNA 유전자 발현은 

rosiglitazone을 먹인 OLETF 쥐 group에서 유의적인 증가를 보였다 (Figure 

13). 고환 주위의 지방조직에서는 rosiglitazone 효과에 의한 AQP3 과 AQP7 

mRNA 유전자 발현은 세 group에서 유의적인 차이가 없었다 (Figure 14 와 

15). 그러나 GyK mRNA 유전자 발현은 rosiglitazone 먹인 OLETF 쥐 group

에서 유의적인 증가를 보였다 (Figure 16). 두 지방조직에서 rosiglitazone에 

의한 AQP3과 AQP7 mRNA 발현는 장간막 지방조직에서 유의적인 증가를 
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보였지만 고환주위의 지방조직에서는 AQP3 과 AQP7 mRNA 발현이 세 

group에서 유의적인 차이가 없었다. 그리고 GyK mRNA 발현은 두 부분의 

지방조직에서 rosiglitazone 먹인 OLETF 쥐 group에서 유의적인 증가를 보였

다.  
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Figure 8. AQP9 mRNA expression levels in the liver tissue of the 

experimental animals. The expression levels were corrected by dividing with 

β-actin mRNA expression levels as the internal control. The lanes as follows : 

1-3; LETO, 4-6; OLETF, 7-8; ROSI-OLETF. 
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Figure 9. AQP3 mRNA expression levels in the liver tissue of the 

experimental animals. The expression levels were corrected by dividing with 

β-actin mRNA expression levels as the internal control. The lanes as follows : 

1-3; LETO, 4-6; OLETF, 7-9; ROSI-OLETF. 
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Figure 10. GyK mRNA expression levels in the liver tissue of the 

experimental animals. The expression levels were corrected by dividing with 

β-actin mRNA expression levels as the internal control. The lanes as follows : 

1-3; LETO, 4-6; OLETF, 7-9; ROSI-OLETF. 
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Figure 11. AQP7 mRNA expression levels in the mesenteric fat tissue of the 

experimental animals. The expression levels were corrected by dividing with 

β-actin mRNA expression levels as the internal control. The lanes as follows : 

1-3; LETO, 4-6; OLETF, 7-9; ROSI-OLETF. 
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Figure 12. AQP3 mRNA expression levels in the mesenteric fat tissue of the 

experimental animals. The expression levels were corrected by dividing with 

β-actin mRNA expression levels as the internal control. The lanes as follows : 

1-3; LETO, 4-6; OLETF, 7-9; ROSI-OLETF.
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Figure 13. GyK mRNA expression levels in the mesenteric fat tissue of the 

experimental animals. The expression levels were corrected by dividing with 

β-actin mRNA expression levels as the internal control.  The lanes as follows 

: 1-3; LETO, 4-6; OLETF, 7-9; ROSI-OLETF.
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Figure 14. AQP7 mRNA expression levels in the epididymal fat tissue of the 

experimental animals. The expression levels were corrected by dividing with 

β-actin mRNA expression levels as the internal control.  The lanes as follows 

: 1-4; LETO, 5-8; OLETF, 9-12; ROSI-OLETF. 
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Figure 15. AQP3 mRNA expression levels in the epididymal fat tissue of the 

experimental animals. The expression levels were corrected by dividing with 

β-actin mRNA expression levels as the internal control.  The lanes as follows 

: 1-4; LETO, 5-8; OLETF, 9-12; ROSI-OLETF.



- 35 -

1    2     3     4    5     6     7     8     9    10   11   12 

GyK

0

20

40

60

80

100

LETO OLETF ROSI-OLETF

Epididymal fat

G
yK

1    2     3     4    5     6     7     8     9    10   11   12 

GyK

1    2     3     4    5     6     7     8     9    10   11   12 

GyK

0

20

40

60

80

100

LETO OLETF ROSI-OLETF

Epididymal fat

G
yK

Figure 16. GyK mRNA expression levels in the epididymal fat tissue of the 

experimental animals. The expression levels were corrected by dividing with 

β-actin mRNA expression levels as the internal control.  The lanes as follows 

: 1-4; LETO, 5-8; OLETF, 9-12; ROSI-OLETF.
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2-2. 신장에서 AQP2와 AQP3 발현에 미치는 rosiglitazone의 영향  

   우선 신장 전체 조직에서 rosiglitazone 효과에 의한 AQP3 단백질의 발현

을 immunoblot에 의해 확인 하였다. AQP3 단백질은 당화된 형태로 발현되어 

그 크기는 35kDa 정도로 나타났다 (Figure 17). rosiglitazone을 먹인  

OLETF 쥐 group에서 대조구 OLETF 쥐 group 보다 AQP3 단백질의 발현

이 증가하였지만 LETO 쥐 group 보다는 현저히 낮았다. 그러나 신장조직에

서 피질 부분만 분리하여 이를 초원심분리하여 얻은 막단백질 부분은 확인한 

결과 AQP3 단백질 발현은 rosiglitazone을 먹인 OLETF 쥐 group에서 유의

적인 증가를 보였다 (Figure 18). 그리고 외질 부분의 막단백질 부분에서 

AQP3 단백질 발현은 당화된 형태와  비당화된 형태로 발현되어 그 크기는 

각각 35kDa와 28kDa 정도로 나타났다 (Figure 19). rosiglitazone을 먹인 

OLETF 쥐 group에서 AQP3 단백질 발현이 증가함을 보였다. AQP2는 주로 

물의 수송에 관여한다. 신장에서 외질 부분만 분리하여 이를 초원심분리하여 

얻은 막단백질 부분에서 AQP2의 단백질 발현은 당화된 형태와  비당화된 형

태로 발현되어 그 크기는 각각 35kDa와 28kDa 정도로 나타났다 (Figure 20). 

rosiglitazone을 먹인 OLETF 쥐 group에서 약간 AQP2 단백질의 발현이 증

가함을 보였다 (Figure 20). 

2-3. 신장에서 GyK와 AQP7 mRNA 발현에 미치는 rosiglitazone의 영향

   rosiglitazone이 신장에서 GyK와 AQP7 mRNA 발현에 어떠한 영향을 미

치는지 확인 하였다. 신장 피질 부분의 total RNA에서 RT-PCR에 의한 GyK 

mRNA 발현은 rosiglitazone 먹이지 않은 OLETF 쥐 group에서 그 발현이 

증가함을 보였다 (Figure 21). GyK mRNA발현은 rosiglitazone을 먹인 
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OLETF 쥐 group에서 개체 간의 차이가 많았다. 그림 23은 신장, 외질 부분

의 total RNA에서 RT-PCR에 의한 GyK mRNA 발현을 보였다. 세 group 

사이에서 GyK mRNA 발현에 차이는 보이지 않았다 (Figure 23). 그리고 신

장, 외질 부분의 total RNA에서 RT-PCR에 의한 AQP7 mRNA 발현은 신장, 

피질 부분에서 보다 발현이 낮음을 나타내고 있다 (Figure 24). 신장의 내질 

부위에서는rosiglitazone 먹인 OLETF 쥐 group에서 GyK의 mRNA 발현이 

약간 감소함을 보였다 (Figure 25). 그리고 AQP7 mRNA 발현은 신장의 피질

과 외질부분 보다 현저하게 낮음을 보였다 (Figure 26).

   LETO 쥐, OLETF 쥐, ROSI-OLETF 쥐의 세 group사이에 간, 지방 그리

고 신장에서 특이적으로 발현되는 AQP에 대한 rosiglitazone의 영향을 Table 

3에 요약하였다. 
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Figure 17. The effect of rosiglitazone on AQP3 expression in the kidney. The 

glycosylated form of AQP3 was detected near 35kDa.  Data were analyzed 

by immage analyser.  The lanes as follows: 1-2; LETO,   3-4; OLETF,   5-6; 

ROSI-OLETF.
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Figure 18. The effect of rosiglitazone on AQP3 expression in the renal cortex 

membrane fraction. The glycosylated form of AQP3 was detected near 

35kDa. Data were analyzed by immage analyser. The lanes as follows: 1-2; 

LETO,   3-4; OLETF,   5-6; ROSI-OLETF.
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Figure 19. The effect of rosiglitazone on AQP3 expression in the renal outer 

medullar membrane fraction. The level was evaluated with the sum of the 

non-glycosylated (28 kDa) and glycosylated form (35 kDa) of AQP3.   Data 

were analyzed  by immage analyser.  The lanes as follows: 1-2; LETO, 3-4; 

OLETF, 5-6; ROSI-OLETF.
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Figure 20. The effect of rosiglitazone on AQP2 expression in the renal outer 

medullar membrane fraction. The level was evaluated with the sum of the 

non-glycosylated (28 kDa) and glycosylated form (35 kDa) of AQP2. Data 

were analyzed  by immage analyser.  The lanes as follows: 1-2; LETO, 3-4; 

OLETF, 5-6; ROSI-OLETF.
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Figure 21. GyK mRNA expression levels in the renal cortex tissue. The 

expression levels were corrected by dividing with β-actin mRNA expression 

levels as the internal control. The lanes as follows : 1-3; LETO, 4-6; OLETF, 

7-9; ROSI-OLETF. 
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Figure 22. GyK AQP7 expression levels in the renal cortex tissue. The 

expression levels were corrected by dividing with β-actin mRNA expression 

levels as the internal control. The lanes as follows : 1-3; LETO, 4-6; OLETF, 

7-9; ROSI-OLETF. 
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Figure 23. GyK mRNA expression levels in the renal outer medullar tissue. 

The expression levels were corrected by dividing with β-actin mRNA 

expression levels as the internal control. The lanes as follows : 1-3; LETO, 

4-6; OLETF, 7-9; ROSI-OLETF.
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Figure 24. AQP7 mRNA expression levels in the renal outer medullar tissue. 

The expression levels were corrected by dividing with β-actin mRNA 

expression levels as the internal control. The lanes as follows : 1-3; LETO, 

4-6; OLETF, 7-9; ROSI-OLETF.
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Figure 25. GyK mRNA expression levels in the renal inner medullar tissue. 

The expression levels were corrected by dividing with β-actin mRNA 

expression levels as the internal control. The lanes as follows : 1-3; LETO, 

4-6; OLETF, 7-9; ROSI-OLETF.
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Figure 26. AQP7 mRNA expression levels in the renal inner medullar tissue. 

The expression levels were corrected by dividing with β-actin mRNA 

expression levels as the internal control. The lanes as follows : 1-3; LETO, 

4-6; OLETF, 7-9; ROSI-OLETF.
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AQP2 

(C, T)

AQP3 

(C, T)

AQP7

(C, T)

AQP9

(C, T)

GyK 

 (C, T)

Liver +  + _  _ +  +  +  +

Fat  Mesenteric  +  +*  +  +* _  _  +  +*

Epididymal +  + +  + _  _  +  +*

Kidney Cortex +  + +  + _  _  +  +

Outer 
medullar

 +  +  +  +* +  + _  _  +  +

Inner 
medullar

+  + _  _  +  +

Table 3. Summary of rosiglitazone effects on the expression of AQPs and 

GyK in ROSI-OLETF 

 +; mRNA expression, -; non-expression,  * P < 0.05

 C; control (OLETF)   T; treatment (ROSI-OLETF)
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                                                                                                                                                                                    IV .       고         찰 

    지방조직은 단순히 칼로리를 초과 섭취하면 중성지방의 형태로 저장되고 

필요할 때 에너지 소모를 도와주는 조직으로만 생각되어 왔다. 그러나 비만 

환자에서 다양한 대사성 질환에 대한 이병율이 증가 된다는 사실은 지방세포

에서 여러 adipocytokines의 분비와 관련이 있는 것으로 알려지고 있어 최근

에는 지방조직이 내분비 기관으로서 다양한 호르몬 매개체를 분비하여 인슐

린 저항성을 유발한다고 보고 되어 있다 (Ashima et al., 2000). 특히 복부지

방 축적과 인슐린 저항성이 밀접한 연관을 보이는 것은 연구들에 의해 확인 

되었고 (Bjontorp, 1988; Kissebah, 1994), 이는 복부비만과 제2형 당뇨병 및 

관상동맥 질환을 잇는 중요한 연결고리로 이해되고 있다 (Kissebah, 1994; 

Abate, 2000). 그러나 비만과 제2형 당뇨병 사이의 기전에는 아직도 많은 의

문점들이 남아있다. 

   지방조직에서는 다양한 생리적인 조건과 제한된 음식섭취 또는 물리적인 

운동에 의해 중성지방이 유리지방산과 글리세롤로 분해된다 (Ramsay, 1996). 

특히 복부비만에서 많은 양의 유리지방산이 간으로 유입되면, 간에서 중성지

방이 합성되어 지방간에 이르며, 고중성지방혈증 (hypertriglyceridemia)를 만

든다 (Baynes et al., 1991; Large, 1998). 금식 상태의 간에서 일어나는 포도

당 생성의 50-90%는 글리세롤을 기질로 이용한다. 그러나 많은 양의 글리세

롤이 간으로 유입되면 지방이 쌓이고, 비만인 경우에 당뇨병으로 발전된다 

(Baba et al., 1995).  

   분자적인 관점에서, 글리세롤을 분비하고 받아들이는 과정에 AQP에 대한 

연구가 활발히 이루어지고 있다. AQP은 동식물 뿐만 아니라 미생물에서도 

존재하는 막통로 (water-selective membrane channel)로서 세포막에서 선택
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적 수분 투과성에 관여한다. 현재까지 발견된 AQP은 기능적 연구를 통해 크

게 두 그룹으로 분류할 수 있다. 즉 선택적 수분통로인 AQP과 수분 뿐만 아

니라 글리세롤, 요소 등의 세포막 투과에 관여하는 Aquaglyceroporin이 그것

인 바 AQP3, -7, -9, -10이 Aquaglyceroporin에 속한다 (Agre and Kozono, 

2003). 본 연구에서는 제2형 당뇨병 치료약제인 rosiglitazone이 OLTEF 쥐에

서 AQP2, AQP3, AQP7, AQP9의 발현양상에 어떠한 영향을 미치는지 조사

하였다.  

   우선 사람의 간암 세포주인 HepG2 세포에서 AQP9이 당뇨병 치료에 쓰이

는 다양한 약제에 대하여 어떠한 발현 양상을 보이는지 조사하였다. AQP9은 

간에서 특이하게 발현되는 글리세롤 채널로 알려져 있다 (Kuriyama et al., 

2002). HepG2 세포에 insulin을 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1000 nM의 농도로 

처리했을 때  10 nM의 농도에서 AQP9의 발현이 가장 증가되었고 100 nM 

과 1000 nM의 농도에서는 현저히 감소함을 보였다 (Figure 1). Kuriyama 등

(2002)에 의하면 간에 특이적으로 존재하는 글리세롤 채널인 AQP9과 지방에 

특이적으로 존재하는 AQP7은 동시에 조절되며, AQP9 유전자의 promoter 부

위에는 insulin response element (IRS)가 존재하며 이 부위를 통해 인슐린에 

대한 음성적 조절이 이루어진다고 보고하였다. 본 실험에서 글리세롤의 농도 

변화에 따른 AQP9 발현 (Figure 2)의 차이는 없었지만 고농도의 인슐린 (100 

nM과 1000 nM) 처리시 AQP9의 발현이 감소하였다 (Figure 1). 이는 HepG2 

세포에서도 AQP9 유전자 발현이 IRS에 의해 음성적 조절이 이루어진 결과

라 사료된다. 

   지방조직에서 중성지방의  분해산물인 글리세롤이 AQP7에 의해 방출되면 

간에서 AQP9에 의해 유입되며, 인슐린에 의해 음성적 조절된다. 그러나 인슐

린 저항성인 상태에서는 지방에서 AQP7에 의해 글리세롤을 많이 방출하고 

간에는 AQP9에 의해 글리세롤을 많이 받아들여 포도당을 많이 합성하게 된

다 (Kuriyama et al., 2002). 그리고 혈중에 유리지방산의 증가는 인슐린 저항
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성과 밀접한 관계가 있다. Figure 5에서 보는 바와 같이 HepG2 세포에서 OA

에 의한 AQP9 발현이 0.5 mM까지는 농도 의존적으로 증가하였으나 0.75 

mM에서는 현저히 그 발현이 감소하였다. 본 실험에 사용된 OA가 세포막에

서 콜레스테롤을 방출시키는 methyl-β-cycledextrin으로 맞추어진 특성에 의

해 현저한 발현 양상을 보였음을 지용성 OA를 처리하여 확인 되었다. 따라서 

HepG2 세포에서 유리지방산에 의한 AQP9 발현 증가가 간의 인슐린 저항성

과 관련한 설명에는 미흡하다. 

   Thiazolidinedione (TZD) 계열의 인슐린 저항성 개선제인 rosiglitazone과  

wy14643은 작용기전이 서로 다르다 (Patsouris et al., 2004). 본 실험에서는 

PPARγ 리간드인 rosiglitazone이 HepG2 세포에서 100 μM에서 증가 시키는 

양상을 보였다. 그리고 wy14643은 50 μM에서 AQP9 발현이 가장 증가하였

다. 이는 간세포에는 PPARα 인자가 많이 존재하는 데 그 핵수용체인 PPARα 

리간드인 wy14643이 rosiglitazone 보다 적은 농도에서 AQP9 발현이 증가함

은 실제 간 세포에서도 PPARα  또는 PPARγ 리간드는 각각 다르게 작용할 

것임을 추측할 수 있다. 

   동물실험에 사용한 rosiglitazone은 OLTEF 쥐에서 인슐린 저항성을 현저

히 개선시켰다 (Table 2). rosiglitazone과 같은 TZD 계열의 약제인 

troglitazone은 Obese Zucker Rats에서 전체 지방조직의 양에는 변화가 없지

만 작은 지방세포의 수를 증가시킨다 (Okuno et al., 1998). 그리고 

troglitazone은 중성지방을 감소시키지만 rosiglitazone은 별 영향을 주지 않는

다 (Leslie et al., 2001). 본실험에서 rosiglitazone은 OLTEF 쥐의 체중을 약

간 증가시켰다 (Table 2). 그리고 Guan (2002) 등에 의하면 TZD 계열의 약

제가 유리지방산의 순환을 감소시켜 골격근 또는 인슐린의 표적이 되는 조직

에서 인슐린의 작용을 저해한다고 보고 하였다. 또한 TZD, 즉 PPARγ 리간

드는 지방세포에서 GyK 유전자의 발현을 증가시킨다고 했다. 이것은 지방세

포에서는 GyK 유전자 활성이 거의 없어서 지방세포에서 중성지방이 분해되
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고 글리세롤과 유리지방산으로 부터 재합성하는 불필요한 회로를 피한다는 

일반적인 사실과 대조된다. TZD에 의해 GyK 유전자가 활성화되어 글리세롤

을 중성지방으로의 합성을 촉진시키고 지방세포로부터 유리지방산의 분비를 

감소시킨다. 이것은 TZD 계열의 약제가 인슐린 저항성을 개선시켜 혈중 유

리지방산의 농도를 감소시킨 효과에 의한 것이다 (Guan et al., 2002).

   본 실험에서도 rosiglitazone에 의해 장간막 지방과 고환주위의 지방에서 

GyK 유전자 발현이 유의하게 증가함을 보였다 (Figure 13과 16). 그리고 글

리세롤을 방출하는 AQP7 유전자의 발현은 장간막 지방에서만 유의적인 증가

를 보였다 (Figure 11). PPARγ 리간드에 의해 유리지방산이 감소되고 글리세

롤의 방출이 증가됨은 복부지방에서 PPARγ 리간드에 대한 반응이 더 크다는 

것을 알 수 있다 (Tordjman et al., 2003).   

   Aquaporin adipose (AQPap)는 사람의 지방에 존재하는 글리세롤 채널로

서 현재까지 3개의 AQPap 유사 유전자 (～95%)가 발견되었으며 사람에서는 

그 발현이 약하다고 알려져 있다 (Kondo et al., 2002). 그러나 본 실험에서는 

두 지방에서 AQP3 유전자가 AQP7과 유사한 양상으로 발현됨을 확인했다 

(Figure 11과 12). 또한 사람에서 AQPap와 AQP3 유전자는 같은 염색체에서 

매우 가까운 위치 (Chr 9p13.3-p21.1)에 존재 한다고 밝혀졌다. 본 실험에서 

발현된 AQP3 유전자를 분석해 본 결과 AQP7 유전자와는 달랐으나, AQP3 

유전자의 1/3 정도만 분석했기 때문에 전체 유전자에 대한 비교 분석 등의 

추가 정보가 요구된다.

   본 실험에서 rosiglitazone에 의해 지방에서 GyK, AQP3 과 AQP7 유전자

의 발현이 유의하게 증가되었지만, 간에서는 GyK, AQP3 과 AQP9 유전자 

발현에 유의적인 차이는 없었다. 이것은 PPARγ 리간드가 지방세포에서 글리

세롤 대사를 조절하는 반면 PPARα리간드인 wy14643은 간에서 GyK를 활성

화시키고 AQP3 과 AQP9에 의해 글리세롤 대사가 조절 된다고 설명할 수 

있다 (Patsouris et al., 2004). 다양한 당뇨병 모델 동물에서 PPARα 리간드는 
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포도당 생성을 감소시키거나 소비를 촉진시킴으로써 포도당 항상성을 개선시

키며 (Chou 2002), 최근에는 포도당 생성 유전자인 phosphenolpyruvate 

carboxykinase (PEPCK)와 포도당 6-인산 (glucose 6-phosphatase)이 

dexamethasone에 의해 유도되는 것은 PPARα에 의존한다는 보고가 있다 

(Bernal 2003). 그러나 PEPCK와 glucose 6-phosphatase는 PPARα에 직접적

으로 관련하는 유전자는 아니다 (Patsouris et al., 2004). 따라서 PPARα 조절 

기작에 대해선 아직도 많은 부분이 밝혀져야 할 것이다. 

   PPARγ 리간드 역시 제2형 당뇨병 치료제로서 효과적으로 사용되지만 체

액의 보유와 부종과 관계가 있다. 그 원인에 대해서는 아직 알려진 바 없다. 

Song 등 (2004)은 rosiglitazone이 신장에서 나트륨과 물의 재흡수 되는 경로

를 촉진시키고, 정상 쥐에서 혈압을 낮게 하는 효과가 있다고 했다. 또한 전

체 신장 조직에서 AQP1, AQP2, AQP3을 immunoblots한 결과 AQP1은 

rosiglitazone에 의한 효과가 별로 없었지만 AQP2 와 AQP3은 신장의 피질과 

외질 부위에서 현저한 발현 증가를 보인다고 했다. 

   본 실험에서는 전체 신장에서 AQP3의 발현은 rosiglitazone을 먹인 

OLTEF 쥐에서 증가함을 보였지만 정상 비만쥐 (LETO) 보다는 낮은 발현을 

보였다. 그러나 신장의 피질과 외질 부위 막단백질에서의 AQP3은 

rosiglitazone을 먹인 OLTEF 쥐에서 그 발현이 유의적인 증가를 보였다. 그

리고 신장 외질부위의 막단백질에서 AQP2 발현에는 별 영향을 주지 않았다. 

본 실험에서는 rosiglitazone을 1mg/100g을 2주 간 투여하였고, Song 등

(2004)은 rosiglitazone을 94mg/kg의 양을 3일 간 투여한 결과이다. 따라서 

rosiglitazone 투여량에 의해 AQP2와 AQP3 발현 양상에 영향을 줄 수 있다

고 사료된다. 

   신장에서는 AQP1, AQP2, AQP3, AQP4, AQP7, AQP8이 발현된다

(Nielsen et al., 2002). AQP2와 AQP3은 오줌을 만드는데 필수적으로 관여하

며, AQP7과 AQP8은 수분 재흡수에 관여하여 체내 물의 항상성을 조절한다 
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(Nielsen et al., 2002). 본 실험에서 신장의 AQP7 mRNA 발현은 

rosiglitazone에 의해 거의 영향을 받지 않았으며 (Figure 24) 신장의 피질부

위에서 수질부로 갈수록 낮은 발현 양상을 나타내었다 (Figure 26). AQP7은 

주로 신장의 피질과 외질 부위에 존재하여 수분 재흡수에 관여하는 것으로 

사료된다.

   최근 생쥐와 사람에서 AQP1이 세뇨관에서의 역할이 확인 되었는데 

AQP1의 결실(deletion)에 의해 다뇨증의 원인이 되며 기저막과 하행지 혈관

에서 수분 투과력을 감소시킨다고 보고 하였다 (Ma, et al, 1998).

   신장의 주 기능은 사구체를 통하여 체액을 (～180 l/day) 오줌 (～1 l/day)

으로 만드는 것이다. 이런 과정에서 AQPs의 기능은 필수적이다 (Agre and 

Kozono 2003). 따라서 체액의 균형 또는 불균형에 의한 AQPs의 생리적, 병

리학적 기능에 대한 분자적 관점에서 지속적인 연구가 절실히 요망된다. 

   본 실험에서는 rosiglitazone이 OLTEF 쥐의 인슐린 저항성을 개선시킴을 

확인하였고, 분자적 관점에서 AQPs 발현을 보았다. 그리고 rosiglitazone의 

부작용인 체중 증가와 부종 원인을 일부 설명할 수 있는 근거를 AQP과 GyK 

관점에서 기초 자료로 제시할 수 있다고 사료된다. 
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요  약

  대사증후군에서 AQP의 조절을 설명하기 위하여, 당뇨병 모델쥐 (OLETF)

에서 rosiglitazone의 효과와 관련하여 AQP의 유전자의 발현을 분석하였다. 

사람의 간암 세포주 (HepG2 cell)에서 insulin, rosiglitazone, wy14643, oleic 

acid, eicosapentanoic acid, metformin을 처리하여 immunoblot 방법으로 

AQP9단백질 발현을 확인 하였다. 그리고 OLETF쥐에게 rosiglitazone을 먹인 

후 체중은 대조구 보다 rosiglitazone을 먹인 OLETF쥐의 그룹이 증가하였다. 

고인슐린혈증 또한 대조구 (LETO) 보다 현저한 호전을 보였다. 

aquaglyceroporin 과 glycerol kinase (GyK)의 역할을 간, 지방 (장간막, 고환

주위) 그리고 신장 (피질, 외질, 수질부위)에서 RT–PCR방법에 의해서 

aquaglyceroporin—AQP3, AQP7, AQP9 와 GyK를 세 그룹 (LETO, OLETF, 

rosiglitazone을 먹인 OLETF)에서 분석하였다. 그 결과 GyK의 유전자 발현

은 rosiglitazone을 먹인 OLETF쥐 그룹에서 대조구 보다 더 높게 나타났다. 

그리고 AQP3, AQP7의 발현은 장간막 지방에서 rosiglitazone을 먹인 OLETF

쥐 그룹에서 대조구 보다 더 높게 나타났으나, 고환주위의 지방에서는 세 그

룹에서 차이가 없었다. 간에서 AQP9 과 GyK는 rosiglitazone을 먹인 OLETF

쥐 그룹에서 약간 증가하는 경향을 보였으며. 신장에서는 세 그룹 (LETO, 

OLETF, rosiglitazone을 먹인 OLETF)에서 AQP7과 GyK의 유전자 발현이 

유의적인 차이가 없었다. 

 이상의 결과들에서 rosiglitazone은 지방조직에서 aquaglyceroporin 과 

glycerol kinase의 유전자 발현 조절에 관여하여, 글리세롤 대사 경로의 중요

한 역할을 한다고 추정할 수 있다. 그리고 rosiglitazone을 먹인 OLETF 쥐의 

신장에서 AQP3의 발현 증가는 신장에서 체액 보유와 관련이 있다고 설명할 

수 있다.
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