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BBBaaaccckkkgggrrrooouuunnnddd::: An increase in gluconeogenesis in the liver is largely
responsible for the enhanced hepatic glucose production and fasting
hyperglycemia in individuals with diabetes mellitus. PPARγ-coactivator
1(PGC-1)andAMPK(AMP-activatedproteinkinase)regulatetheexpressionof
severalenzymes on the glucose metabolism in liver.Dietary restriction is
knowntobeeffectiveinthetherapyofdiabetesmellitusforstabilizingglucose
homeostasisandimprovingdiabeticcontrol,inpartbyenhancingsensitivityto
insulinandimprovingpancreaticβ-celldysfunction.Whilemuchisknownabout
theeffectsofstarvationontheglucosemetabolism inliver,relativelylittleis
knownabouttheeffectsofdietaryrestrictionwithoutmalnutrition.Thisstudy
wasperformedtoevaluatetheresponsetodietaryrestrictionontheglucose
metabolism,especially expression ofglycolytic enzymes and transcriptional
factorssuch asPGC-1and AMPK in liverofdiabeticOtsukaLong-Evans
TokushimaFatty(OLETF)rats.
MMMeeettthhhooodddsss:::OLETF rats(male,24weeks)fordiabeticmodelandLong-Evans



TokushimaOtsuka(LETO)rats(male,24weeks)forcontrolgroupwereusedin
thisstudy.At20weeks,allofOLETFratsunderwentanoralglucosetolerance
testafteranovernightfast.From the24weeks,alloftheseratswerereceived
anallotmentoffoodequalto70% ofthefoodintakemeasuresinlastweeks.
Thisstudywasperformedfor3weeksandeachglycolyticenzymessuchas
glucosekinase,pyruvatekinase,phosphofructokinaseandtranscriptionalfactors
asPPARsandPGC-1,AMPK mRNA expressionweremeasuredat1,2,and3
weeksafterthebeginningof30% dietaryrestriction.Bodyweightandblood
glucoselevelswereinvestigated ateachweekbyspectrophotometricassay,
andlevelsofmRNA expressionweredeterminedbyreal-timePCR
RRReeesssuuullltttsss::: The liver PGC-1 mRNA levels were increased to 19% in

non-diabeticLETO ratsafter3weeksofdietary restriction,butsignificant
changewasnotobservedin diabeticOLETF rats.TheliverPGC-1mRNA
levels was not different statistically between two groups before dietary
restriction,buttherewasasignificantdifferenceinmRNA levelbetweentwo
groupsafter3weeksofdietaryrestriction.TheliverPPARγ mRNA expressions
werenotchangedinnon-diabeticLETO ratsbutincreasedto23% indiabetic
OLETFratsbydietaryrestriction.ThelevelsofPPARγ mRNA inLETO rats
weresignificantly increased than OLETF ratsbeforedietary restriction,but
therewerenosignificantdifferencesbetween twogroupsafter3weeksof
dietaryrestrictionbecauseprogressivelyincreasedmRNA levelsinOLETFrats.
There were no difference on the PPARα and PPARβ mRNA expressions
between OLETFandLETO rats. AMPK mRNA expressionweresignificantly
increasedafter3weeksofdietaryrestrictioninLETO andOLETFratsexcept
β1 subtypeofLETO rats.Actually,mRNA levelsofAMPK wereslightly
higher in LETO rats than in OLETF rats after dietary restriction.The



expression ofglycolyticenzymessuch asglucokinase,pyruvatekinase,and
phosphofructokinase were varied during dietary restriction. The mRNA
expressionofglucokinaseandpyruvatekinasewereprogressivelyincreasedby
dietary restriction, but levels of phosphofructokinase was not changed
significantlyduringdietaryrestrictioninbothgroups.
CCCooonnncccllluuusssiiiooonnn:::TheliverPGC-1expressionresponsetodietaryrestrictionare

alteredinOLETF ratscomparedtoLETO rats.ThelevelsofPGC-1mRNA
wasprogressively increasedin LETO ratsafterdietary restriction butthere
werenochangeinOLETFratsafterdietaryrestriction.Inopposition,PPARγ 

mRNA expressionswerenotchangedinLETO ratsbutincreasedinOLETF
ratsbydietaryrestriction.ThemRNA levelsofAMPK andotherglycolytic
enzymeswerenotdifferentbetweentwogroups.Thesefindingssuggestedthat
PGC-1expressionwasalteredindiabeticOLETFratinliverandthisPCG-1
expression may someroleson theaberrantglucosemetabolism in diabetes
mellitus.
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ⅠⅠⅠ...서서서론론론

포유동물의 세포는 포도당을 주된 에너지원으로 사용하며 이는 특히 신경세포나
적혈구 등에서 더욱 의존적이다.또한 우리 몸의 항상성(homeostasis)을 유지하려
는 신체의 조절기능을 통해 혈중 포도당 농도를 일정한 범위 내에서 유지하게 된
다.이는 공복시 신체가 저혈당이 발생하는 것을 방지하고 고탄수화물 섭취시 급격
히 혈당이 상승하는 것을 방지하기 위함이다.이러한 조절기전에는 간에서의 포도
당신합성(gluconeogenesis)과 해당작용(glycolysis),말초골격근,심근,지방조직에서
의 포도당 흡수 등이 중요한 역할을 하고 있다.이 중 간에서 포도당이 합성되는
과정은 두 가지 다른 경로를 통하여 이루어진다.첫 번째는 공복 기간이 짧을 때
일어나는 글리코겐분해이며 두 번째는 공복 기간이 길어질 때 일어나는 포도당신
합성으로 유산(lactate),피루브산(pyruvate),글리세롤(glycerol),알라닌(alanine)등
과 같은 전구체에서 당 합성이 일어난다1).
제 1형 당뇨병과 제 2형 당뇨병 모두에서 간의 포도당대사는 공복혈당의 증가 및
식후혈당의 증가에 있어서 많은 부분을 기여하는 것으로 알려져 있다.또한 최근
대두되고 있는 대사증후군의 중요한 인자인 인슐린 저항성의 발생시 이러한 간의
포도당대사가 매우 중요하다고 보고되고 있다2).포도당대사 중 포도당신합성에 관
여하는 중요한 효소로는 glucose-6-phosphatase(G-6-Pase)와 fructose-1,6-bisphos
phatase(FBPase)등이 알려져 있으며 해당작용에 관여하는 효소로는 glucokinase,
pyruvatekinase,phosphofructokinase등이 알려져 있다2).이러한 포도당 대사에
관여하는 효소들은 수많은 전사인자(transcriptionfactor)들과 호르몬에 의하여 조
절되는데 인슐린은 포도당대사를 억제하는 가장 중요한 호르몬으로 알려져 있으며
이는 포도당대사에 관여하는 효소들에 대한 유전자 발현을 억제하게 된다.이러한
과정에는 매우 복잡한 공정이 진행되게 되며 수많은 전사인자들이 작용을 하게 된
다.이러한 전사인자 중 최근 Peroxisomeproliferator-activatedreceptor(PPAR)γ 

coactivator-1(PGC-1)와 AMP-activated protein kinase(AMPK)에 대한 연구가
활발하게 이루어지고 있다.
PGC-1은 초기에는 PPARγ의 보조활성인자로 알려졌으나3)현재는 PPARα

4),GR5),
RXRα

6),ER7),LiverX Receptor(LXR)α8)를 포함하는 많은 다른 핵 수용체의 보조



활성인자로 알려지고 있다.PGC-1은 골격근 세포에서 미토콘드리아의 대사과정에
영향을 줄 뿐만 아니라 인슐린에 민감한 당수송체 (GLUT-4)의 유전자 발현을 증
가시켜 골격근 세포에서의 포도당 흡수를 증가 시킨다9~10).또한 여러 당뇨병 모델
의 실험동물에서의 연구를 보면 스트렙토조토신을 주입한 1형 당뇨병의 모형인 쥐
의 간에서 PGC-1의 발현은 증가되어 있으며 인슐린 수치가 높고 심각한 인슐린
저항성을 보이는 2형 당뇨병 모델인 ob/ob쥐에서도 PGC-1의 발현은 증가되어 있
다11).또한 인슐린 수용체에 대해 간 -특이적인 돌이변이를 가진 LIPKO쥐에서도
PGC-1의 발현은 증가되어 있다12).그러므로 인슐린은 간에서 PGC-1의 발현을 억
제하는 역할을 하고 있다는 것을 알 수 있으며 당뇨병 모델에서 간에서의 PGC-1
발현이 통상적으로 증가되어 있다는 것을 알 수 있다.
AMPK는 간을 포함하여 신체 여러 장기에서 발현되며 AMPK의 활성화는 골격근
에서의 포도당 흡수,간에서의 케톤합성 등과 관련이 있다13).또한 간에서 콜레스테
롤의 합성과 지방생산을 억제하는 것으로 보고되었다.실험쥐의 간세포에서
AMPK를 활성화시켰을 때 포도당대사에 관여하는 효소의 유전자 발현이 억제되고
14)지방세포에서 유래한 호르몬인 아디포넥틴이 간에서 G-6-Pase와 FBPase의 유
전자 발현을 억제시키는 과정에 AMPK가 관여한다는 사실은 간의 포도당대사에
이 또한 중요한 역할을 한다는 것을 알 수 있다15).
식이제한(caloricrestriction)은 자유기(freeradical)와 당화(glycation)를 감소시키
고 T 세포 매개성 면역기능을 향상시키는 것으로 잘 알려져 있다16).또한 영장류에
서 식이제한은 내장비만을 감소시키고 공복혈당,인슐린,콜레스테롤 등을 감소시
킨다17).당뇨병 치료에 있어서 식이제한은 혈당상태를 안정화시키고 제 2형 당뇨병
의 발생을 지연시키는 효과가 있다고 보고되었는데 이러한 효과는 식이제한이 인
슐린 감수성을 증가시키고 췌장의 베타세포의 기능을 호전시키는 것에 기인한다
18~20).Park등21)의 연구에 따르면 OLETF쥐에서 식이제한에 따른 혈당상태와 인
슐린 감수성의 개선은 지방조직(adiposetissue)에서의 GLUT4발현증가에 기인하
며 골격근과 간에서의 GLUT4발현에는 영향을 끼치지 않는다고 하였다.그러나
또 다른 연구들에서는 식이제한이 간에서 여러 포도당 대사에 관여하는 해당효소
(glycolyticenzyme)와22)인슐린 신호전달체계의 유전자 발현에 영향을 미치는 것
으로 보고되었다23).



이에 저자는 OLETF 쥐에서 식이제한에 따른 간의 PPARs와 PGC-1,그리고
AMPK의 발현 변화와 간에서 포도당대사 과정의 중요한 효소인 glucokinase와
pyruvatekinase,phosphofructokinase의 유전자 발현의 변화를 측정하여 식이제한
을 통한 혈당개선과 인슐린감수성의 증가가 간의 포도당대사에 미치는 영향을 알
아보고자 본 연구를 진행하였다.



ⅡⅡⅡ...연연연구구구대대대상상상 및및및 방방방법법법

1.실험동물
실험동물은 생후 24주령의 제 2형 당뇨병 모델인 OLETF(OtsukaLong Evans
TokushimaFatty)쥐와 LETO(LongEvansTokushimaOtsuka)쥐를 각각 20마
리씩 사용하였다.OLETF쥐와 LETO쥐는 5주령에 일본 오츠카 제약회사(Otsuka
PharmaceuticalCo.,Ltd,Tokushima,Japan)로부터 공급을 받았다.

2.실험방법
실험동물들은 실험 종료 시까지 온도(22±2°C)와 명암을 조절한 환경에서 사육되
었으며 식이급여량을 실험전일 대비 30% 제한하여 공급하였다.OLETF쥐는 생후
24주 경구당부하검사를 시행하여 최고 포도당 농도가 16.7mmol/L이상이고 2시간
포도당 농도가 11.1mmol/L 이상인 경우 당뇨병의 발생을 확인하였다.실험군은
LETO 쥐를 정상대조군으로,OLETF쥐는 실험일까지 공복혈당이 8.3mmol/L이
상으로 유지된 쥐를 당뇨군으로 정하였다.이후 시간경과에 따라 3일,7일(1주),14
일(2주),21일(3주)후에 공복시 체중과 혈당을 측정하고 각 군에서 5마리씩 희생시
켜 간장을 적출하여 실험에 사용하였다.

3.RNA 분리
RNA 분리는 간조직에 TRIRegant(QiagenGmbH,Hilden,Germany)를 첨가하여
균질화하고,0.2㎖ chloroform을 첨가하여 잘 혼합한 후,실온에서 15분간 방치한
후 4℃에서 12,000×g로 15분간 원심 분리하여 상층액을 수집하였다.이후 수집액에
0.5㎖ isopropanol을 첨가하여 혼합한 후,실온에서 5-10분간 방치하고,4℃에서
12,000×g로 15분간 원심분리하여 상층액을 제거하였다.침전물에 1㎖ 75% ethanol
을 첨가하여 잘 혼합한 후 5분간 원심분리하여 상층액을 제거하고 침전물을 건조
시켜서 50㎕의 0.1% DEPC 용액을 첨가하여 55-60℃에서 용해시켜 RNA 시료로
사용하였다.



4.cDNA 합성 및 중합효소연쇄반응
역전사 반응은 random hexamer를 primer로 하여 역전사 효소 RAV-2(TaKaRa
CodeNo.2610,TakaraBioInc,Japan)을 이용하여 실시하였다.즉 추출된 RNA
10㎕에 primer2㎕ 를 넣어 95℃에서 5분 동안 방치한 후 5분 동안 얼음에 보관하
고 10,000rpm에서 5초 동안 원심분리하여 반응액을 침전시켰다.여기에 DEPC로
처리된 증류수 20㎕,5×PCR buffer10㎕,0.1M dTT 5㎕,10mM dNTP 2㎕,
RNAsin1㎕,reversetranscriptase1㎕를 넣고 37℃에서 1시간 반응시켜 cDNA를
합성한 다음 이것을 4℃에 보관하였다.
PCR은 diethylpyrocarbonate(DEPC)처리된 증류수 30.5㎕,10×PCR buffer5㎕,
25mM MgCl26㎕,10mM dNTPs1㎕,forwardprimer1㎕,reverseprimer1㎕,
cDNA template5㎕,Taqpolymerase(5U/㎕)0.5㎕를 혼합하였다.PCR 조건은
denaturation과정으로 95℃에서 45초,annealing 과정으로 50℃에서 45초,그리고
polymerization과정으로 72℃에서 1분을 설정하여 30cycle을 거친 다음 마지막으
로 72℃에서 10분 동안 반응시킨 다음 -4℃에 보관하였다.PCR로 증폭된 산물을
확인하기 위하여 10㎕의 PCR 산물을 2㎕의 gel loading buffer (0.25%
bromophenolbluetrackingdyein25% Ficoll)와 혼합하여 1.5% agarosegel에
loading한 후 100V에서 30분간 TAEbuffer(0.04M tris-acetate,0.001M EDTA)에
서 mini-gelelectrophoresisunit(MUPID-2)을 사용하여 전개하였다.이상의 실험
단계에서 얻어진 PCR 산물은 3% agarosegel에서 전기영동 한 후 ethidiume
bromide용액으로 염색하고 UV-transilluminator에서 나타난 DNA band를 사진
촬영하여 대조군과 실험군의 band의 밀도를 image analyzer (1D ver.2.1,
pharmaciabiotech,USA)로 측정하여 비교하였다.
실험에 사용되어진 PCRprimer의 염기서열은 표 1과 같다(Table1).

5.RealtimePCR
GAPDH(Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)와 AMPK의 Primer제작은
컴퓨터 프로그램(DNASTA:Version 5.0,Madison,USA)을 이용하였다.모든
primer는 PCR산물이 두개 이상의 exon을 포함하고 크기가 100-200bp정도가 되
도록 제작하였고,PCR 산물의 염기서열이 GenBanK의 데이터 베이스와 100% 상



동성이 나타나는 것을 확인하였다. 제작된 primer에 Cybergreen(Cybergreen
PremixSol:Bioneer.Co.Korea)을 표지하여 Exicycler(Bioneer.Co.Korea)로 4
8℃ 로 30분,94℃ 5분간 방치한 후 60℃ 1분,94℃ 30초로 40cycles를 반응시켰
다.반응이 끝난 후 표준 DNA의 량에 따른 평균cycle역치 (averagesofcycleof
threshold(Ct)값을 계산하여 표준곡선을 만든 후 이를 이용하여 mRNA 량을 정
량하였다.RealtimePCR에 사용된 primer의 염기서열은 표2와 같다.(Table2)

6.혈당의 측정
혈당의 측정은 고형사료를 치우고 최소 8시간이 경과한 후 공복혈당을 오전 9시
에 측정하였으며 hexokinase(HK)와 glucose6-phosphatedehydrogenase(G6PDH)
를 사용하여 생화학 자동분석기(Hitachi717,Japan)를 이용하여 측정하였다.

7.통계분석
결과는 평균±표준편차로 표기하였고,통계분석은 Windows용 SPSS(Version12.0;
SPSSInc.,Chicago,Illinois,USA)통계 프로그램을 이용하였다.실험군간 차이는
student'st-test와 ANOVA를 시행하여 검정하였다.통계학적 유의성은 p값이 0.05
미만인 경우로 하였다.



ⅢⅢⅢ...결결결과과과

1.식이제한에 따른 체중변화
체중은 에너지 섭취량과 에너지 소모량의 균형에 의해 유지되며 식이제한은 체중
에 직접적인 영향을 미칠 수 있다.본 실험에서 체중 512.50±27.80g인 LETO쥐
를 식이 급여량을 30% 제한하여 사육한 결과 식이제한이 점차 진행될수록 체중이
감소되었으며 식이제한 3주 후 체중이 469.30±19.70g으로 실험시작 때의 체중에
비하여 8.4% 감소되었다.(p<0.01,Table2)또한 체중 562.80±29.70g인 OLETF
쥐는 식이 급여량을 30% 제한하여 사육한 결과 식이제한 1주째 553.20±24.20g,
식이제한 2주째 532.60±32.40g,식이제한 3주째 501.40±26.20g으로 식이제한
이 진행될수록 급격한 체중의 감소를 보였으며 실험 시작 때의 체중에 비하여
10.9% 감소하였다(p<0.01,Table3).

2.식이제한에 따른 혈당변화
LETO 쥐는 실험시작시 12시간 공복 후 혈당이 5.40±0.31mmol/L에서 식이제
한 1주째 5.37± 0.47mmol/L,2주째 5.31± 0.55mmol/L,3주째 5.26± 0.34
mmol/L으로 다소 감소되는 양상을 보였으나 통계학적인 의의는 없었다.반면
OLETF쥐는 실험시작 시 12시간 공복 후 혈당이 9.30±0.70mmol/L에서 1주째
8.27±0.83mmol/L,2주째 7.65±0.64mmol/L,3주째 7.04±0.90mmol/L로 식
이제한 1주째 가장 큰 혈당의 감소를 보였으며 식이제한 전에 비하여 식이제한 3
주째 38.2%의 감소를 보였다 (p<0.01,Fig.1).

3.식이제한이 PGC-1mRNA 발현에 미치는 영향
식이제한을 시작하기 전의 PGC-1mRNA 발현양은 OLETF군에서 0.23±0.07,
LETO 군에서 0.21±0.08로 OLETF군에서 LETO 군보다 증가되어 있는 소견이
관찰되었으나 통계학적인 차이는 보이지 않았다.식이제한 시행 1주후 LETO군에
서는 식이제한을 시작하기 전과 비교하여 큰 차이를 보이지는 않았으나(0.23±
0.07)식이제한이 진행될수록 간의 PGC-1mRNA 발현양이 점차 증가되어 식이제
한 2주째는 0.27±0.04,식이제한 3주째는 0.28±0.06으로 식이제한 전과 비교하



여 전보다 19% 증가되었다(p<0.01).OLETF군에서는 식이제한 1주째 0.22±0.06,
식이제한 2주째 0.21±0.09,식이제한 3주째 0.20±0.09로 식이제한을 시행하기
전과 차이를 보이지 않았으며 통계학적으로도 유의하지 않았다 (Fig.2).식이제한
전 PGC-1mRNA 발현양은 OLETF군에서 약간 증가되어 있었으나 식이제한 2주
째부터 식이제한 3주째까지는 LETO군에서 발현양이 급격히 증가되어 OLETF군
보다 통계적으로 유의하게 증가된 소견이 관찰되었다(Fig2,p<0.01).

4.식이제한이 PPARmRNA 발현에 미치는 영향

1)식이제한이 PPARα mRNA 발현에 미치는 영향
PPARα mRNA 발현양은 LETO 군에서 식이제한 전 0.25±0.06,1주째 0.23±
0.08,2주째 0.24±0.05,3주째 0.26±0.07로 식이제한에 따른 변화는 관찰되지
않았다.OLETF군에서는 식이제한전 0.25±0.09,1주째 0.25±0.08,2주째 0.23±
0.04,3주째 0.22±0.08로 역시 식이제한에 따른 변화는 관찰되지 않았으며 양군
간의 차이도 관찰되지 않았다 (Fig.3).

2)식이제한이 PPARβ mRNA 발현에 미치는 영향
식이제한을 시작하기 전의 PPARβ mRNA 발현은 LETO 군에서 0.31±0.05로
OLETF군에서의 0.24±0.08보다 유의하게 증가된 소견이 관찰되었으나(p<0.05),
식이제한 1주째 0.27±0.06,2주째 0.23±0.04,3주째 0.28±0.07로 식이제한에
따른 변화는 관찰되지 않았다.OLETF군에서는 식이제한전 0.24±0.08,식이제한
1주째 0.26±0.07,2주째 0.22±0.09,3주째 0.22±0.07로 식이제한에 따른 변화
역시 보이지 않았으며 식이제한 3주후에도 역시 LETO군에서 OLETF군에서보다
PPARβ mRNA 발현양이 유의하게 증가되어 있는 소견이 관찰되었다(p<0.05,Fig.
4).

3)식이제한이 PPARγ mRNA 발현에 미치는 영향
LETO 군에서의 PPARγ mRNA 발현양은 식이제한 전 0.22±0.06,1주째 0.22±
0.09,2주째 0.23±0.03,3주째 0.24±0.05이었으며,OLETF군에서는 식이제한



전 0.13±0.06,1주째 0.15±0.06,2주째 0.18±0.05,3주째 0.22±0.08로 측정되
었다.식이제한을 시작하기 전의 PPARγ mRNA 발현은 LETO군에서 OLETF군에
서보다 유의하게 증가된 소견이 관찰되었으나 (p<0.05),LETO군에서는 식이제한에
따른 변화는 관찰되지 않았다.반면에 OLETF군에서는 식이제한 시작 전 PPARγ 

mRNA의 발현이 LETO 군에 비하여 매우 감소되어 있는 소견을 보였으나 식이제
한 3주째에는 23%의 증가를 보였다 (p<0.01).식이제한 3주째 측정한 PPARγ 

mRNA의 발현은 두 군에서 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않았다 (Fig.5).

5.식이제한이 AMPK mRNA 발현에 미치는 영향
1)LETO군에서의 AMPK mRNA 발현변화
식이제한에 따른 AMPK 아형(subtype)의 mRNA 발현은 식이제한이 진행될수록
점차 증가하는 양상을 보였다.AMPK 아형에 따라 발현정도를 비교하였을 때
AMPK α1아형은 식이제한 전 0.74±0.07에서 식이제한 동안 지속적으로 증가되
어 식이제한 3주째 5.78±0.74로 점차 증가되는 양상을 보였으며(p<0.05),AMPK
α2아형 역시 식이제한 전 1.02±0.86에서 식이제한 3주째 6.59±1.04로 지속적인
증가를 보였다(p<0.05).그러나 AMPK β1아형은 식이제한 전 0.93±0.10,식이제
한 1주째 0.58±0.18,식이제한 2주째 1.36±0.22,식이제한 3주째 0.83±0.32로
유의한 변화가 관찰되지는 않았다.이와는 다르게 AMPK β2아형은 식이제한 전
0.82±0.29에서 식이제한 동안 지속적으로 증가되어 식이제한 3주후 3.45±1.78
로 증가되는 양상을 보였다(p<0.05).AMPK γ 아형 역시 γ1은 식이제한 전 0.98±
0.24에서 식이제한 3주후 3.73±1.08로 증가되었고(p<0.05),γ2아형에서는 식이제
한 전 0.94±0.08에서 식이제한 3주째 3.36±1.17로 증가되었으며(p<0.05),γ3아
형에서는 식이제한 전 0.95±1.08에서 식이제한 3주째 3.74±1.72로 역시 증가하
는 양상을 보였다(p<0.05).결론적으로 LETO 군에서의 AMPK mRNA 발현은 β1
subtype을 제외하고는 식이제한 전과 비교하였을 때 식이제한 3주후 모두 의미있
게 증가되는 양상을 보였다(p<0.05,Table3,Fig6,7,8,9).

2)OLETF군에서의 AMPK mRNA 발현변화
OLETF군에서 식이제한에 따른 AMPK의 mRNA 발현은 모든 아형에서 식이제



한이 진행될수록 점차 증가하는 양상을 보였다.AMPK 아형에 따라 발현정도를
비교하였을 때 AMPK α1아형은 식이제한 전 0.23±0.05에서 식이제한 동안 지속
적으로 증가되어 식이제한 3주째 2.65± 1.48로 점차 증가되는 양상을 보였으며
(p<0.05),AMPK α2아형 역시 식이제한 전 0.51±0.06에서 식이제한 3주째 4.76
±1.12로 증가되었다(p<0.05).AMPK β1아형 역시 식이제한 전 0.38±0.09에서
식이제한 동안 지속적으로 증가되어 식이제한 3주째 4.76±1.34로 증가되었으며
(p<0.05),AMPK β2아형도 식이제한 전 0.21±0.08에서 식이제한 3주후 2.75±
0.78로 증가되는 양상을 보였다(p<0.05).AMPK γ 아형 역시 γ1은 식이제한 전
0.32±0.06에서 식이제한 동안 지속적으로 증가되어 식이제한 3주후 2.24±0.88로
증가되었고(p<0.05),γ2아형에서는 식이제한 전 0.43±0.11에서 식이제한 3주째
2.63±1.04로 증가되었으며(p<0.05),γ3아형에서는 식이제한 전 0.38±0.08에서
식이제한 3주째 2.79±0.46으로 역시 증가하는 양상을 보였다(p<0.05).OLETF군
에서의 AMPK mRNA 발현은 모든 아형에서 식이제한 전과 비교하였을 때 식이제
한 3주후 모두 의미있게 증가되는 양상을 보였다(p<0.05,Table3,Fig6,7,8,9).

3)LETO군과 OLETF군에서의 AMPK mRNA 발현비교
LETO 군과 OLETF 군에서의 AMPK mRNA의 발현은 LETO 군에서의 β1
subtype을 제외하고는 동일한 양상을 보였다.AMPK mRNA 발현양을 두군에서
비교해 보면 식이제한 전에는 모든 아형에서 LETO군에서의 발현양이 OLETF군
에서의 발현양보다 의미있게 증가되어 있었다(p<0.05).식이제한 1주째에는 대부분
의 아형에서 LETO 군에서의 발현양이 OLETF 군에서보다 증가되어 있었으나
(p<0.05)AMPK β1아형에서는 LETO 군에서보다 OLETF군에서의 발현양이 의
미있게 증가되어 있었다(p<0.05).식이제한 2주째에는 OLETF군에서의 발현양 증
가가 현저하여 대부분의 아형에서 양군간의 통계적인 차이는 없었고 AMPK β1아
형에서만이 LETO군에서보다 OLETF군에서의 발현양이 의미있게 증가되어 있었
다(p<0.05).식이제한 3주째에는 AMPK α1과 α2아형에서 LETO 군에서 OLETF
군보다 발현양이 증가되어 있었고(p<0.05),이와는 반대로 AMPK β1subtype에서
는 OLETF군에서 LETO 군보다 발현양이 의미있게 증가되어 있었다(p<0.05).그
외 아형에서는 양군간의 통계학적인 차이는 보이지 않았다(p<0.05,Table3,Fig6,



7,8,9).

6.식이제한이 해당효소(glycolyticenzyme)의 mRNA 발현에 미치는 영향
식이제한이 해당효소들에 미치는 영향은 각각 다른 양상을 보였다.LETO 쥐에서
의 glucokinasemRNA의 발현은 식이제한 전 1.08±0.06,1주째 0.84±0.07,2주
째 0.36±0.12,3주째 0.59±0.09로 식이제한에도 별다른 변화를 보이지 않았으며
전반적으로 발현양이 매우 적은 양상을 보였다.그러나 OLETF쥐에서는 식이제한
전 0.32±0.05,1주째 0.82±0.09로 LETO군과 통계학적인 차이를 보이지는 않았
으며 발현양도 매우 적었으나 식이제한 2주째부터 발현양이 급격히 증가되어 식이
제한 2주째 26.92±7.85,3주째 25.50±8.53으로 LETO군에 비하여 통계학적으로
유의한 증가가 관찰되었다(p<0.05,Fig10).
PyruvatekinasemRNA의 발현은 LETO 군에서 식이제한 전 0.32±0.06,1주째
4.05±1.08,2주째 200.57±17.54,3주째 230.40±21.70으로 식이제한 1주째부터
점차 증가하는 양상을 보였다(p<0.05,Fig11).OLETF군에서도 역시 식이제한 전
0.32±0.08,1주째 20.25±3.84,2주째 70.74±11.20,3주째 85.9±18.44로 점차
증가하는 양상을 보였다(p<0.05,Fig11).양군에서 모두 식이제한 1주째까지 발현
양이 매우 적었으나 식이제한 2주째부터 급격한 발현 증가가 관찰되었으며 발현양
의 차이를 보면 LETO 군에서 OLETF군에 비하여 그 발현 정도가 통계학적으로
의미있게 증가되어 있었다(p<0.05,Fig11).
PhosphofructokinasemRNA의 발현은 양군에서 모두 식이제한에 따른 변화는 없
었다(p<0.05,Fig12).LETO군에서는 식이제한 전 1.02±0.06,1주째 0.97±0.08,
2주째 1.01±0.05,3주째 1.15±0.09로 식이제한에 따른 변화를 보이지 않았으며
OLETF군에서도 역시 식이제한 전 0.85±0.04,1주째 0.93±0.06,2주째 1.06±
0.07,3주째 1.03±0.08로 식이제한에 따른 변화는 관찰되지 않았다.또한 식이제한
전 기간 동안 양군에서 통계학적인 차이는 관찰되지 않았다.



ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰 및및및 결결결론론론

본 연구에서는 제 2형 당뇨병의 동물 모델인 OLETF쥐에서 30%의 식이제한 후
간의 포도당대사에 관여하는 인자들의 발현을 측정하여 식이제한에 따른 혈당개선
과 인슐린감수성의 증가가 간의 당대사에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.30%
의 식이제한 결과 정상대조군인 LETO쥐나 OLETF쥐 모두에서 체중의 감소소견
이 관찰되었으며 (8.4% 10.9%),OLETF쥐에서 실험시작 때의 혈당이 21일이
지난 후 38.2%의 감소를 보여 제 2형 당뇨병모델인 OLETF쥐에서 식이제한에 따
른 혈당개선의 효과는 이전의 보고들과 일치하였다20~22).식이섭취 제한은 비만한
당뇨병 환자에서 체중 감소를 통하여 인슐린 감수성 및 혈당 조절을 향상시키는
것으로 알려져 있다24).영양결핍이 없는 30%의 식이제한이 제 2형 당뇨병 환자나
동물모델에서 인슐린에 의한 포도당 흡수(insulin-stimulatedglucoseuptake)를 증
가시켜 혈당조절을 용이하게 한다는 것은 잘 알려진 사실이다25~26). Park21)등의
연구에 따르면 제 2형 당뇨병 모델인 OLETF쥐에서 30%의 식이제한이 지방조직
의 GLUT4발현을 증가시킨다고 보고하였고 반면 간이나 골격근의 GLUT4발현에
는 영향을 미치지 않는다고 보고하였다.이러한 결과는 제2형 당뇨병 환자와 정상
인 사이에서 골격근의 GLUT4발현 정도에는 차이가 없다는 이전의 보고들과 일
치하는 것이다.따라서 지방조직에서의 GLUT4발현변화와는 달리 간이나 골격근
의 GLUT4발현변화 IGT나 제 2형 당뇨병의 발생 및 혈당조절에 필수적인 것은
아니라고 사료된다.그러므로 식이제한에 따른 혈당조절 효과는 간이나 골격근의
직접적인 포도당흡수 증가보다는 다른 기전에 의해 이루어진다고 유추해 볼 수 있
다.식이제한에 대한 또 다른 연구들을 보면 식이제한이 간에서 여러 해당 효소
(glycolyticenzyme)와20)인슐린전달체계의 유전자발현22),그리고 insulinreceptor
signaling23)에 영향을 미치는 것으로 보고하였다.Hagopian등22)의 연구에 따르면
흰쥐에서 30% 정도의 식이제한이 혈당감소와 함께 여러 해당 작용(glycolysis)에
관여하는 효소들인 glucokinase,pyruvate kinase,phosphoglucose isomerase,
phosphoglycerate kinase, phosphoglycerate mutase와 대사물질인
glucose-6-phosphate,pyruvate,lactate등을 감소시킨다고 보고하였고 Zhu등27)은
흰쥐에서 40%의 식이제한이 간과 골격근에서 가령(aging)에 따른 인슐린 수용체의



tyrosinephosphorylation의 감소를 극복할 수 있는 것으로 보고하였다.따라서 식
이제한에 따른 혈당변화의 주된 기전은 아마도 간에서의 포도당 대사의 변화 및
인슐린 감수성의 개선 등에 기인한 것으로 사료되나 이는 모두 당뇨병 모델이 아
닌 정상흰쥐에서의 연구이며 당뇨병 모델에서 보고된 바는 없다.이에 본 연구에서
는 이미 당뇨병이 발생되어 있는 OLETF쥐를 대상으로 식이제한이 간의 여러 가
지 대사 관련 인자들을 어떻게 변화시키는지 알아보고자 하였다.
포도당대사에 관여하는 효소들은 전사인자뿐만 아니라 여러 활성단백질에 의해서
도 그 발현이 조절되는데 이 중 최근 peroxisomeproliferator-activatedreceptor
(PPAR)γ coactivator-1(PGC-1)에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다.PGC-1은
처음에 PPARγ의 보조활성인자로 알려졌으나3) 현재는 PPARα

4),GR5),RXRα
6),

ER7),LiverX Receptor(LXR)α8)를 포함하는 많은 다른 핵 수용체의 보조 활성인
자로 알려지고 있다.PGC-1은 에너지 항상성,체온 조절,당대사에 관련된 여러 가
지 생리적인 반응들에 관여하는 것으로 알려져 있으며,인슐린저항성 치료제인
thiazolidindediones의 수용체이고 지방형성을 촉진시키는 PPAR-γ와 결합하여 보조
활성인자로 작용하여 PPAR-γ의 전사활성을 증가시키며,또한 미토콘드리아내의
지방산 베타산화 (fattyacidbetaoxidation)에 관련된 유전자들의 전사활성을 조절
하는 PPAR-α의 보조활성인자이기도 하다.이와 같이 PGC-1은 에너지항상성 유지
에 중요한 역할을 할 뿐 아니라 근육에서는 GLUT4(glucosetransporter4)의 발
현을 조절하며28),간에서는 포도당신합성에 관여하기도 한다29).공복 상태의 간에서
PGC-1의 발현은 증가한다9),29). PGC-1의 발현은 당 신생에 중요한
phosphoenolpyruvate,carboxykinase(PEPCK),fructose-1,6-bisphosphatase(FBPase
),gluocse-6-phosphatase(G6Pase)유전자의 mRNA 발현을 유도하며 이들 유전자
의 최대 유도는 공복 상태의 간에서 측정되는 PGC-1의 수준과 비슷하다29).PGC-1
은 당 신생의 전구체가 공급되었을 때 당을 분비하는 간세포의 능력을 3배 증가시
킨다.adlibitum-fed쥐에 PGC-1아데노바이러스를 투여하면 대조군의 공복 상태
에서 보이는 정도의 PGC-1의 증가를 보이며 PEPCK와 G6PasemRNA 발현이 증
가되고 혈당과 인슐린도 증가 한다29).이런 결과들은 PGC-1이 생리적인 단백질 농
도의 invivo상에서 당 신생을 조절할 수 있다는 것을 시사한다.여러 가지 동물모
델들을 통한 연구에서도 PGC-1과 간에서의 당대사와의 관계는 잘 나타나고 있다.



생쥐를 이용한 실험에서 금식을 시키면 간에서 PGC-1유전자의 발현이 증가하고,
다시 음식 섭취를 시키면 발현이 감소하는 것으로 보아 당대사와 관련이 있음을
추측할 수 있다29).Streptozotocin-induced mice나 ob/ob mice,liver-specific
insulin-receptorKOmice같이 인슐린 작용이 결여되어 있거나30)또는 당질코르티
코이드(glucocorticoid)나 cAMP와 같은 인슐린 길항호르몬의 자극에 의해서도
PGC-1유전자의 발현이 증가하였다31).또한 RNA 간섭현상(interference)을 이용하
여 PGC-1deficientmice를 만들었을 때에는 혈당이 감소하고 인슐린 감수성이 증
가되는 것으로 보고되었다32).본 연구에서는 식이제한을 시작하기 전의 PGC-1
mRNA 발현양은 OLETF군에서 LETO 군보다 증가된 소견이 관찰되었으나 통계
학적인 차이는 보이지 않았다.식이제한 시행 1주후 LETO군에서는 식이제한을 시
작하기 전과 비교하여 큰 차이를 보이지는 않았으나 식이제한이 진행될수록 간의
PGC-1mRNA 발현양이 점차 증가되어 식이제한 전과 비교하여 19% 증가되었다.
반면 OLETF군에서는 식이제한 1주째 0.22±0.06,식이제한 2주째 0.21±0.09,
식이제한 3주째 0.20±0.09로 식이제한을 시행하기 전과 차이를 보이지 않았으며
통계학적으로도 유의하지 않았다.
PGC-1의 측정과 함께 PGC-1에 의하여 활성화되고 당대사에 관여할 수 있는 인
자로 PPARs(Peroxisomeproliferator-activatedreceptors)mRNA 발현양을 함께
측정하였다.PPARs는 α,β,그리고 γ의 3가지 아영으로 나누어지며 이 중 γ 아형
은 지방조직,평활근 세포에서 지방세포의 분화를 촉진시키고 췌장에서 베타세포의
증식에 관여하는 등 인슐린의 기능 및 감수성 증가와 관련이 있다.아형별로 시행
한 mRNA 발현양을 보면 PPARα나 PPARβ mRNA의 발현은 식이제한에 따른 변
화를 보이지 않았다.그러나 PPARγ mRNA의 발현은 실험시작 전 LETO 군에서
OLETF군보다 유의하게 증가되어 있는 소견이 관찰되었으나 LETO 군에서는 식
이제한에 따른 변화는 보이지 않았고 OLETF군에서는 식이제한을 시행함에 따라
점차적으로 증가되어 식이제한 3주째는 LETO군의 PPARγ mRNA 발현정도와 거
의 비슷한 정도에 이르렀다.LETO 군에서는 기존의 다른 여구결과들과 부합되게
식이제한에 따라 PGC-1mRNA 발현이 점차 증가되었는데 이렇게 식이제한이 지
속됨에 따라 발현이 증가되는 이유는 다음과 같은 기전으로 추측해 볼 수 있다.설
치류에서의 식이제한은 인슐린 신호체계 (insulinsignaling)에 매우 극적인 효과를



나타내는 것으로 알려져 있다.식이제한은 인슐린과 인슐린양성장인자 (IGF-1)의
혈중농도를 감소시키고 이는 간에서 Akt의 인산화 저하와 근육에서 PI3K 발현의
저하,그리고 FoxO (forkheadbox"other")의 발현증가를 일으키고 이러한 증가된
FoxO의 발현이 PGC-1의 발현을 증가시키는 것으로 생각해 볼 수 있다33~34).또한
공복시 증가된 글루카곤이 cAMP를 증가시켜 PKA (proteinkinaseA)의 활성화를
통하여 CREB (cAMP response elementbinding protein)를 활성화시킴으로써
PGC-1의 promoter의 CRE(cAMPresponseelement)를 활성화 시킬 것으로 추측
할 수 있다34).그러나 LETO쥐에서와 달리 OLETF쥐에서 PGC-1mRNA의 발현
이 혈당의 감소에도 불구하고 식이제한에 따른 변화를 보이지 않는 이유는 다른
여러 가지의 가능성을 생각해 볼 수 있다.그 중 가장 큰 가능성으로는 제2형 당뇨
병 발생과 PGC-1의 유전자변이와의 관계를 통한 연구를 통해 추론해 볼 수 있다.
최근 피마 인디언에서 PGC-1의 유전자부위인 4p15.1과 공복인슐린농도와 관련이
있다는 보고와 함께 덴마크와 영국인에서 이 부위의 Gly482Ser유전자치환이 제2
형 당뇨병의 발생과 관련이 있다는 보고들이 있었다35~40).또한 피마인디언에서도
이런 Gly482Ser유전자치환이 초기인슐린분비의 저하와 관련이 있다는 보고가 있
었다35).이러한 점으로 볼 때 PGC-1의 유전자 변이를 통한 비정상적인 발현이 제2
형 당뇨병에서의 공복혈당의 증가와 밀접한 관련이 있을 것으로 추정된다.당뇨병
모델이 아닌 LETO 군에서는 식이제한에 따라 점차 PGC-1의 발현이 증가하는 것
에 비하여 당뇨병모델인 OLETF 군에서는 식이제한에 따른 변화가 없는 점으로
볼 때 동물모델에서도 당뇨병 발생이 PGC-1유전자의 변이와 관련이 있을 것이라
고 추측해 볼 수 있다.그러나 PGC-1에 의해 활성화되는 PPARγ mRNA의 발현은
PGC-1의 발현과는 다른 양상을 보였다.LETO 군에서는 PGC-1의 발현이 식이제
한에 따라 점차 증가하는 양상을 보였으나 PPARγ의 발현은 큰 변화를 보이지 않
았고 OLETF군에서는 오히려 PGC-1의 발현이 변화없었으나 PPARγ의 발현은 식
이제한이 진행됨에 따라 점차 증가되는 양상을 보였다.이는 PPARγ의 발현이 단
순히 PGC-1에만 의존하는 것이 아니라 다른 대사경로를 통하여 이루어 질 수 있
다는 것을 보여준다.이는 양 실험군에서의 혈당변화를 볼 때 LETO 군에서는 식
이제한에 따른 혈당변화가 크게 없었으나 OLETF군에서는 식이제한이 진행될 수
록 공복혈당이 점차 감소된 점으로 미루어 추측할 수 있다.정상대조군인 LETO



군에서는 식이제한에도 불구하고 혈당과 PPARγ의 변화가 없었으나 제2형 당뇨병
모델인 OLETF쥐에서 식이제한에 따라 혈당이 감소하고 PPARγ mRNA의 발현이
증가되는 것으로 보아 식이제한에 따른 인슐린 감수성의 개선이 PPARγ의 활동성
을 증가시키며 제2형 당뇨병에서 보이는 비정상적인 혈당상태에 영향을 미친다고
생각해 볼 수 있다.따라서 PPARγ의 활동성을 증가시킬 수 있는 다른 대사인자로
써 AMP-activatedproteinkinase(AMPK)를 생각해보았고 이에 대한 발현정도를
측정해 보았다.
AMPK는 세포내 에너지가 부족한 상황에서 활성화되는 효소로 AMPK의 활성화
는 ATP를 소모하는 동화작용에 관련되는 효소들의 활성을 억제하고 ATP생산에
관여하는 효소들의 활성을 촉진함으로써 에너지 부족상태로부터 회복을 도와주는
역할을 한다41~42).AMPK의 활성화는 운동에 의한 골격근에서의 포도당 섭취 및 지
방산 산화 증가43~45),간에서의 지방 합성 및 포도당신합성 억제46~48)및 췌장에서의
인슐린 분비를 조절하는 중요한 매개인자로 작용한다49).AMPK는 3개의 펩타이드
즉 α,β 및 γ 아단위로 구성된 효소로 α 아단위가 활성에 중요하다41~42).골격근에서
α2-AMPK가 주로 대사조절에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있는데50)실험동
물에서도 α1-AMPK 결핍 생쥐에서는 포도당 항상성의 결함이 발견되지 않았으나
α2-AMPK 결핍 생쥐에서는 내당능장애를 보였다51).따라서 AMPK는 포도당과 지
방의 대사에 관여하는 중요한 인자로서 포도당 단식(starvation)과 같은 상황에서
발현되는 것으로 알려져 세포에너지대사의 감지센서로 여겨지고 있다.AMPK의
활성화는 말초근육에서 포도당의 흡수를 증가시키고 간에서 지방산의 산화를 촉진
시키며 또한 콜레스테롤의 합성을 저하시키고 지방생성을 억제한다13).H4쥐의 간
암세포주에서 AMPK의 활성화는 인슐린의 작용과 유사하게 G-6-Pase와 FBPase
의 발현을 억제시킨다14).또한 지방세포에서 유래하는 아디포넥틴은 AMPK의 활성
화를 통하여 G-6-Pase와 FBPase를 억제한다15).현재 당뇨병 치료에 사용되는 혈
당강하제 중의 하나인 메트포르민은 AMPK를 활성화시키는 것으로 알려져 있으며
이를 통하여 간의 포도당신합성을 억제한다52).그러나 이러한 AMPK의 활성화가
인슐린에 의하여 일어난다는 명백한 증거는 아직까지 보고된 바가 없다.따라서 이
는 아마도 인슐린에 비의존적인 신호 전달체계를 통하여 이루어 질 것으로 추측된
다.본 연구에서 식이제한에 따른 AMPK mRNA의 발현은 식이제한이 진행될수록



점차 증가하는 양상을 보였다.LETO군에서 AMPK 아형에 따라 발현정도를 비교
하였을 때 AMPK α1아형은 식이제한 후 점차 증가되는 양상을 보였으며,AMPK
α2아형 역시 식이제한 3주째 통계학적으로 유의하게 증가되었다.그러나 AMPK
β1아형은 식이제한 전 0.93±0.10,식이제한 1주째 0.58±0.18,식이제한 2주째
1.36±0.22,식이제한 3주째 0.83±0.32로 유의한 변화가 관찰되지는 않았다.이와
는 다르게 AMPK β2아형은 식이제한 3주후 통계학적으로 의미있게 증가되는 양
상을 보였고 AMPK γ 아형 역시 모든 아형에서 식이제한 3주째 증가하는 양상을
보였다.결론적으로 LETO 군에서의 AMPK mRNA 발현은 β1아형을 제외하고는
식이제한 전과 비교하였을 때 식이제한 3주후 모두 의미있게 증가되는 양상을 보
였다.반면에 OLETF군에서의 AMPK mRNA 발현은 모든 아형에서 식이제한 전
과 비교하였을 때 식이제한 3주후 모두 의미있게 증가되는 양상을 보였다.AMPK
mRNA 발현양을 식이제한 경과에 따라 두군에서 비교해 보면 식이제한 전에는 모
든 아형에서 LETO 군에서의 발현양이 OLETF군에서의 발현양보다 의미있게 증
가되어 있었으며 식이제한 1주째에도 역시 대부분의 아형에서 LETO 군에서의 발
현양이 OLETF군에서보다 증가되어 있었다.그러나 AMPK β1아형에서는 LETO
군에서보다 OLETF군에서의 발현양이 의미있게 증가되어 있었다.식이제한 2주째
에는 OLETF군에서의 발현양 증가가 현저하여 대부분의 아형에서 양군간의 통계
적인 차이는 없었고 AMPK β1아형에서만이 LETO군에서보다 OLETF군에서의
발현양이 의미있게 증가되어 있었다.식이제한 3주째에는 AMPK α1과 α2아형에
서 LETO 군에서 OLETF 군보다 발현양이 증가되어 있었고,이와는 반대로
AMPK β1아형에서는 OLETF군에서 LETO군보다 발현양이 의미있게 증가되어
있었다.그 외 아형에서는 양군간의 통계학적인 차이는 보이지 않았다.이상의 결
과로 보아 식이제한에 따른 간의 AMPK 발현변화는 AMPKβ1아형을 제외하고는
양군에서 점차 증가되는 양상을 보였으며 이로 미루어 볼 때 OLETF군에서 식이
제한을 진행함에 따라 PGC-1mRNA 발현의 변화없이 PPARγ mRNA의 발현이
증가되었던 점은 아마도 AMPK mRNA의 발현증가에 따른 결과라고 생각할 수 있
으며 AMPK 발현의 증가를 통한 인슐린감수성의 개선이 공복혈당의 감소를 초래
했으리라 생각해볼 수 있다.LETO 군에서 AMPK와 PGC-1의 발현증가에도 불구
하고 PPARγ의 발현은 일정수준에서 그대로 유지되었던 것은 LETO 군에서의 식



이제한 시 체중은 감소되나 공복혈당은 정상수준에서 유지되었던 점으로 보아 정
상적인 인슐린감수성의 유지시 PPARγ의 발현증가는 이루어지지 않는다는 것을 알
수 있다.따라서 제2형 당뇨병에서 관찰되는 비정상적인 공복혈당의 증가는
PPARs나 AMPK보다는 PGC-1의 비정상적인 발현에 기인한다고 생각할 수 있다.
이와 함께 본 연구에서는 포도당대사에 관여하는 여러 효소들 중 해당작용에 관
여하는 효소들의 발현변화를 함께 측정하였다.Hagopian등22)의 연구에 따르면 흰
쥐에서 30% 정도의 식이제한이 혈당감소와 함께 여러 해당 작용(glycolysis)에 관
여하는 효소들인 glucokinase, pyruvate kinase, phosphoglucose isomerase,
phosphoglycerate kinase, phosphoglycerate mutase와 대사물질인
glucose-6-phosphate,pyruvate,lactate등을 감소시킨다고 보고하였고 Zhu등27)은
흰쥐에서 40%의 식이제한이 간과 골격근에서 가령(aging)에 따른 인슐린 수용체의
tyrosinephosphorylation의 감소를 극복할 수 있는 것으로 보고하였다.그러나
Masternak등23)의 연구에 따르면 정상 흰쥐에서 30%의 식이제한이 골격근에서는
insulinreceptor와 insulinreceptorsubstrate1(IRS1),IRS2,insulinlikegrowth
factor-1(IGF-1)등의 mRNA 발현을 감소시키지만 간에서의 mRNA 발현에는 영향
을 미치지 못한다고 보고하였다. Park등21)의 연구에서도 제 2형 당뇨병 모델인
OLETF쥐에서 30%의 식이제한이 지방조직의 GLUT4발현을 증가시킨다고 보고
하였고 반면 간이나 골격근의 GLUT4발현에는 영향을 미치지 않는다고 보고하였
다.이는 식이제한에 따른 여러 대사과정의 변화가 간과 골격근에서는 각각 다르
게 작용하며 이를 통한 포도당의 대사도 각각 다르게 나타난다는 것을 시사한다.
본 연구에서도 식이제한이 간의 해당효소들에 미치는 영향은 각각 다른 양상을 보
였다.LETO 군에서의 glucokinasemRNA의 발현은 식이제한에도 별다른 변화를
보이지 않았으며 전반적으로 발현양이 매우 적은 양상을 보였다.그러나 OLETF
군에서는 식이제한 전 0.32±0.05,1주째 0.82±0.09로 LETO군과 통계학적인 차
이를 보이지는 않았으나 식이제한 2주째부터 발현양이 급격히 증가되어 LETO 군
에 비하여 통계학적으로 유의한 증가가 관찰되었다.PyruvatekinasemRNA의 발
현은 LETO 군에서 식이제한 1주째부터 점차 증가하는 양상을 보였으며 OLETF
군에서도 역시 식이제한 1주째부터 점차 증가하는 양상을 보였다.양군에서 모두
식이제한 1주째까지는 발현양이 매우 적었으나 식이제한 2주째부터 급격한 발현



증가가 관찰되었으며 발현양의 차이를 보면 OLETF군에서는 LETO 군에 비하여
그 발현 정도가 매우 감소되어 있었다.PhosphofructokinasemRNA의 발현은 양군
에서 모두 식이제한에 따른 변화는 없었으며 통계학적인 차이도 관찰되지 않았다.
현재까지 보고된 여러 연구결과들을 보면 식이제한이 포도당의 대사에 영향을 미
치고 식이제한에 따른 여러 대사과정의 변화가 장기마다 각각 다르게 작용하며 이
를 통한 포도당의 대사도 각각 다르게 나타난다는 것을 알 수 있다.그러나 이들
연구에서는 대부분 당뇨병 모델이 아닌 정상흰쥐를 이용한 연구로서 제2형 당뇨병
이 발생한 이후에 이러한 식이제한에 따른 변화를 예측하기에는 어려움이 있다.그
에 비하여 본 연구에서는 제 2형 비만형 당뇨병 모델인 OLETF쥐에서 식이제한
을 통한 간의 전사인자들의 변화를 측정함으로서 이미 발생되어 있는 제 2형 당뇨
병에서 이러한 변화된 전사인자들의 mRNA의 발현이 비정상적인 포도당대사에 어
떻게 관련되어 있는지에 대하여 알아보았으며 결론적으로 간의 포도당대사에 관여
하는 전사인자 중 PGC-1의 비정상적인 발현이 제 2형 당뇨병에서의 병인에 기여
할 가능성을 제시하고 있다.
그러나 본 연구의 제한점은 첫째 식이제한을 시행하지 않은 OLETF쥐의 대조군
이 없어 이러한 연구 결과가 단지 식이제한으로 인한 결과인지 가령(aging)등의
다른 인자가 관여된 것인지에 대해 명확하게 알 수 없으며,둘째 연구기간이 비교
적 짧은 3주간의 단기간으로 시행되어 장기간의 식이제한에 대한 영향을 판단하기
힘들며,셋째 간 이외의 근육이나 지방조직에서의 전사인자 활성도 등을 측정하지
않아 식이제한에 따른 다른 장기에서의 변화를 관찰할 수가 없으며,넷째 단면적인
연구의 특성상 혈당의 개선과 PGC-1과 PPARs,그리고 AMPK 활성도 등의 인자
들 간의 인과관계를 명확하게 설명할 수 없다는 점이다.
결론적으로,이상의 연구결과에 따르면 식이제한에 따른 PGC-1의 mRNA 발현은
정상 대조군인 LETO 쥐와 당뇨병 모델군인 OLETF쥐에서 서로 다르게 나타나
며,제 2형 당뇨병모델인 OLETF쥐에서의 PGC-1mRNA의 이상발현이 당뇨병의
병태생리중의 하나인 증가된 포도당대사에 관여할 것이라고 추측할 수 있다.이러
한 결과는 최근 사람에서도 PGC-1을 억제함으로서 이론적으로 당뇨병의 혈당 상
태를 개선시킬 수 있을지에 대한 연구에 보탬이 될 것으로 생각되며 추후 식이제
한에 따른 골격근과 지방조직등 간 이외의 장기에서의 PGC-1과 PPARγ,AMPK



등 전사인자들의 발현에 대한 연구와 식이제한에 따라 변화되는 인자들과 혈당개
선 간의 인과관계에 대한 연구가 필요할 것으로 사료된다.또한 3주 이상의 장기간
에 걸친 식이제한에 따른 변화에 대한 연구 등을 통하여 장기간의 식이제한이 이
미 발생된 제2형 당뇨병에서 PGC-1mRNA의 발현에 어떠한 효과를 미치는지에
대한 연구가 시행되어야 할 것이다.



ⅤⅤⅤ...요요요약약약

연연연구구구배배배경경경:제1형 당뇨병과 제2형 당뇨병 모두에서 간의 포도당대사는 공복혈당의
증가 및 식후혈당의 증가에 있어서 많은 부분을 기여하는 것으로 알려져 있다.이
러한 포도당 대사에 관여하는 효소들은 수많은 전사인자(transcriptionfactor)들과
호르몬에 의하여 조절되는데 인슐린은 포도당대사를 억제하는 가장 중요한 호르몬
으로 알려져 있으며 이는 포도당대사에 관여하는 효소들에 대한 유전자 발현을 억
제하게 된다.이러한 과정에는 매우 복잡한 공정이 진행되게 되며 많은 전사인자들
이 작용을 하게 된다.이러한 전사인자 중 최근 peroxisomeproliferator-activated
receptor (PPAR)γ coactivator-1 (PGC-1)와 AMP-activated protein
kinase(AMPK)에 대한 연구가 활발하게 이루어지고 있다.식이제한은 인슐린의 감
수성을 증가시키고 췌장 베타세포의 기능을 향상시켜 제2형 당뇨병 환자에서 혈당
을 안정화시킬 수 있는 중요한 치료법 중의 하나이다.이에 저자는 비만형 제 2형
당뇨병 모델인 OLETF쥐에서 식이제한에 따른 간의 PPARs와 PGC-1,AMPK의
mRNA 발현을 측정하고 간에서 포도당대사 과정의 중요한 효소인 glucokinase와
pyruvatekinase,phosphofructokinase의 mRNA 발현양을 측정하여 식이제한을 통
한 혈당개선과 인슐린감수성의 증가가 간의 포도당대사에 미치는 영향을 알아보고
자 본 연구를 진행하였다.
방방방법법법:LETO 쥐를 정상대조군으로,OLETF 쥐에서 생후 24주 경구당부하검사를
시행하여 최고 포도당 농도가 16.7mmol/L 이상이고 2시간 포도당 농도가 11.1
mmol/L이상인 경우 당뇨병의 발생을 확인한 후 당뇨군으로 정하였으며 식이급여
량을 정일 대비 30% 제한하여 공급하였다.실험시작시와 이후 시간경과에 따라 3
일,7일(1주),14일(2주),21일(3주)후에 공복시 체중과 혈당을 측정하고 각 군에서
5마리씩 희생시켜 간장을 적출하여 실험에 사용하였다.매주 희생된 실험군에서
RT-PCR법을 이용하여 PGC-1mRNA 발현과 PPARsmRNA 발현을 측정하였다.
또한 real-timePCR을 이용하여 간에서의 AMPK와 glucokinas,pyruvatekinase,
phosphofructokinasemRNA의 발현을 측정하였다.
결결결과과과:30%의 식이제한 결과 정상대조군인 LETO 군이나 OLETF군 모두에서 체
중의 감소소견이 관찰되었으며 (8.4% 10.9%),OLETF 군에서 실험시작 때의



혈당이 21일이 지난 후 38.2%의 감소를 보여 제 2형 당뇨병모델인 OLETF군에서
식이제한에 따른 혈당개선의 효과가 현저하였다(p<0.05). 간에서의 PGC-1과
PPARs mRNA의 발현을 보면 공복시 PGC-1 mRNA 발현은 OLETF 군에서
LETO 군보다 증가되어 있는 소견을 보였으나 통계학적인 의의는 없었으며,식이
제한 3주후에 LETO 군에서는 실험시작 때와 비교하여 19%의 발현 증가를 보였
으나(p<0.05),OLETF 군에서는 식이제한에 따른 변화가 관찰되지 않았다.또한
PPARα나 PPARβ mRNA의 발현은 양군 모두에서 식이제한에 따른 변화는 보이지
않았다.PPARγ mRNA의 발현은 실험시작 전 LETO 군에서 OLETF군보다 유의
하게 증가되어 있는 소견이 관찰되었으나(p<0.05),LETO 군에서는 식이제한에 따
른 변화는 보이지 않았고 OLETF군에서는 식이제한을 시행함에 따라 점차적으로
증가되어 식이제한 3주째는 LETO 군의 PPARγ mRNA 발현정도와 거의 비슷한
정도에 이르렀다(p<0.05).식이제한에 따른 AMPK mRNA의 발현은 식이제한이 진
행될수록 점차 증가하는 양상을 보였다.LETO군에서 AMPK 아형에 따라 발현정
도를 비교하였을 때 AMPK β1아형을 제외하고는 식이제한 후 점차 증가되는 양
상을 보였으며(p<0.05),AMPK β1아형은 식이제한 동안 유의한 변화가 관찰되지
는 않았다.반면에 OLETF군에서의 AMPK mRNA 발현은 모든 아형에서 식이제
한 전과 비교하였을 때 식이제한 3주후 모두 의미있게 증가되는 양상을 보였다
(p<0.05).AMPK mRNA 발현양을 식이제한 경과에 따라 두군에서 비교해 보면 식
이제한 전에는 모든 아형에서 LETO 군에서의 발현양이 OLETF군에서의 발현양
보다 의미있게 증가되어 있었으며 식이제한 동안에도 역시 대부분의 아형에서
LETO 군에서의 발현양이 OLETF 군에서보다 증가되어 있었다(p<0.05).그러나
AMPK β1아형에서는 LETO군에서보다 OLETF군에서의 발현양이 의미있게 증
가되어 있었다.식이제한이 간의 해당효소들에 미치는 영향은 각각 다른 양상을 보
였다.LETO 군에서의 glucokinasemRNA의 발현은 식이제한에도 별다른 변화를
보이지 않았으며 전반적으로 발현양이 매우 적은 양상을 보였다.그러나 OLETF
군에서는 식이제한 전 LETO군과 통계학적인 차이를 보이지는 않았으나 식이제한
2주째부터 발현양이 급격히 증가되어 LETO 군에 비하여 통계학적으로 유의한 증
가가 관찰되었다(p<0.05).PyruvatekinasemRNA의 발현은 LETO 군에서 식이제
한 1주째부터 점차 증가하는 양상을 보였으며 OLETF군에서도 역시 식이제한 1



주째부터 점차 증가하는 양상을 보였다.양군에서 모두 식이제한 1주째까지는 발현
양이 매우 적었으나 식이제한 2주째부터 급격한 발현 증가가 관찰되었으며 발현양
의 차이를 보면 OLETF군에서는 LETO군에 비하여 그 발현 정도가 매우 감소되
어 있었다(p<0.05).PhosphofructokinasemRNA의 발현은 양군에서 모두 식이제한
에 따른 변화는 없었으며 통계학적인 차이도 관찰되지 않았다.
결결결론론론:식이제한에 따른 PGC-1의 mRNA 발현은 정상대조군인 LETO 쥐에서는 식
이제한이 진행됨에 따라 점차 증가되었으나 당뇨병모델군인 OLETF쥐에서는 식
이제한에 따른 변화를 보이지 않았고,PPARγ mRNA의 발현은 반대로 OLETF군
에서 식이제한에 따라 점차 증가되는 양상을 보였다.그 외 AMPK나 해당효소들
의 발현은 양군에서 큰 차이를 보이지 않았다.결론적으로,이상의 연구결과에 따
르면 식이제한에 따른 PGC-1의 mRNA 발현은 정상 대조군인 LETO쥐와 당뇨병
모델군인 OLETF쥐에서 서로 다르게 나타나며,OLETF쥐에서의 PGC-1mRNA
의 이상발현이 당뇨병의 병태생리중의 하나인 비정상적인 포도당대사에 관여할 것
이라고 추측할 수 있겠다.이러한 결과는 최근 사람에서도 PGC-1을 억제함으로서
이론적으로 당뇨병의 혈당 상태를 개선시킬 수 있을지에 대한 연구에 도움이 될
것으로 생각되며 추후 장기간에 걸친 식이제한에 따른 골격근과 지방조직등 간 이
외의 장기에서의 PGC-1과 PPARγ,AMPK 등 전사인자들의 발현에 대한 연구와
식이제한에 따라 변화되는 인자들과 혈당개선 간의 인과관계에 대한 연구가 필요
할 것으로 사료된다.



Table1.PrimersetforRT-PCR

Genes Sequence

PGC-1
sense 5’-CACGCAGCCCTATTCATTGTTCG-3’
antisense 5’-GCTTCTCGTGCTCTTTGCGGTAT-3’

PPARα
sense 5’-TTCGGAAACTGCAGACCT-3’
antisense 5’-TTAGGAACTCTCGGGTGAT-3’

PPARβ
sense 5’-CAGACCTCTCCCAGAATT-3’
antisense 5’-AAGCGGCAGTACTGACACTTG-3’

PPARγ
sense 5’-TAGGTGTGATCTTAACTGTCG-3’
antisense 5’-GCATGGTGTAGATGATCTCA-3’

GAPDH
sense 5’-CCCATCACCATCTTCCAGGAGCGAG-3’
antisense 5’-TGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGCTC-3’



Table2.Primersetforreal-timePCR

Genes Sequence

AMPK α1
Forward 5’-CAGGGACTGCTACTCCACAGAGA-3’
Reverse 5’-CCTTGAGCCTCAGCATCTGAA-3’

AMPK α2
Forward 5’-CAACTGCAGAGAGCCATTCACTT-3’
Reverse 5’-GGTGAAACTGAAGACAATGTGCTT-3’

AMPK β1
Forward 5’-CTTTAATGGTGGATTCCCAAAAGT-3’
Reverse 5’-AGACGTAGGGCTCCTGATGGT-3’

AMPK β2
Forward 5’-TGGAAAGTTCTGAGACATCTTGTA-3’
Reverse 5’-CCTCAGATCGAAACGCATACATT-3’

AMPK γ1
Forward 5’-GTTCCCCAAGCCAGAGTTCA-3’
Reverse 5’-TGGTAGTGCGAACCATAGCAAT-3’

AMPK γ2a
Forward 5’-GCGGTTATGGACACCAAGAAGA-3’
Reverse 5’-AAGGAGCTCAGGTCCGGAAT-3’

AMPK γ3
Forward 5’-GGAAGTGATCGACAGGATTGC-3’
Reverse 5’-GAGATGCTGGGTCTCGTCCA-3’

Glucokinase
Forward 5’-AGCAGAAGGGAACAACATCGTAGGA-3’
Reverse 5’-TCATTGTGGCCACTGTGTCGTTC-3’

Pyruvatekinase
Forward 5’-ACACCAAGGGACCTGAGATACGAAC-3’
Reverse 5’-CTTTGCATCACCCCTTGTCTGG-3’

Phosphofructikinase
Forward 5’-GTCAGCCTCTCCGGGAATCAG-3’

Reverse 5’-ATGGCCTCGTCAAACCTCTTCTC-3’



Table3.Bloodglucoselevelsofcaloric-restrictedLETO andOLETFrats.Dataare
means±SEM,n=5.*:p<0.05,**:p<0.01.

Bloodglucoselevel(mg/100ml)
Weeksof

dietaryrestriction LETOrats OLETFrats

0 97.3±5.6 167.4±12.6
1 96.5±3.8 149.8±17.2
2 92.7±4.9 132.6±13.5*

3 94.6±6.2 126.8±16.2**
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Fig1.EffectsofdietaryrestrictiononthebodyweightofLETO andOLETFrats.
Dataaremeans±SEM (*:p<0.05)



Fig.2.mRNA levelsofPGC-1inwholeliverhomogenatesfrom dietaryc-restricted
LETO andOLETFrats.DataaretheratioofthetargetmRNA toPGC-1mRNA.
Dataaremeans±SEM.Barswithoutacommonletterdiffer,P<0.05.
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Fig.3.mRNA levelsofPPARα inwholeliverhomogenatesfrom dietary-restricted
LETO andOLETFrats.DataaretheratioofthetargetmRNA toPPARα mRNA.
Dataaremeans±SEM.Barswithoutacommonletterdiffer,P<0.05.
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Fig.4.mRNA levelsofPPARβ inwholeliverhomogenatesfrom dietary-restricted
LETO andOLETFrats.DataaretheratioofthetargetmRNA toPPARβ mRNA.
Dataaremeans±SEM.Barswithoutacommonletterdiffer,P<0.05.
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Fig.5.mRNA levelsofPPARγ inwholeliverhomogenatesfrom dietary-restricted
LETO andOLETFrats..DataaretheratioofthetargetmRNA toPPARγ mRNA.
Dataaremeans±SEM.Barswithoutacommonletterdiffer,P<0.05.
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Table4.mRNA levelsofAMPK expressionondietaryrestrictionaccordingto
theeachsubtypes.Dataaremeans±SEM.(*:p<0.05),DR:dietaryrestriction.

DR(weeks)

AMPK subtypes

LETO
(beforeDR)

LETO
(1weeks)

LETO
(2weeks)

LETO
(3weeks)

α1 0.74 1.36 3.05 5.78*

α2 1.02 1.55 4.43 6.59*

β1 0.93 0.58 1.36 0.83
β2 0.82 0.99 2.38 3.45*

γ1 0.98 1.24 2.25 3.73*

γ2 0.94 1.37 3.27 3.36*

γ3 0.95 1.57 2.86 3.74*

DR(weeks)

AMPK subtypes

OLETF
(beforeDR)

OLETF
(1weeks)

OLETF
(2weeks)

OLETF
(3weeks)

α1 0.23 0.48 2.46 2.65*

α2 0.51 0.92 5.07 4.76*

β1 0.38 1.43 3.05 2.78*

β2 0.21 0.37 2.54 2.75*

γ1 0.32 0.54 2.27 2.24*

γ2 0.43 0.76 2.86 2.63*

γ3 0.38 0.58 2.44 2.79*



Fig.6.mRNA levels ofAMPK expression in whole liver homogenates from
dietary-restrictedLETO andOLETF ratsbeforedietaryrestriction.Dataarethe
ratioofthetargetmRNA toAMPK mRNA.Dataaremeans±SEM.Barswithout
acommonletterdiffer,P<0.05.

Before dietary restriction

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

α1 α2 β1 β2 γ1 γ2 γ3

AMPK Subtype

A
M

P
K

 m
R

N
A

 e
x
p
re

s
s
io

n

LETO

OLETF

a

a
a

a

a
a a

b

b

b

b

b

b
b



Fig.7.mRNA levels ofAMPK expression in whole liver homogenates from
dietary-restrictedLETO andOLETFratsafter1weekofdietaryrestriction.Data
aretheratioofthetargetmRNA toAMPK mRNA.Dataaremeans±SEM.Bars
withoutacommonletterdiffer,P<0.05.
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Fig.8.mRNA levels ofAMPK expression in whole liver homogenates from
dietary-restrictedLETO andOLETFratsafter2weeksofdietaryrestriction.Data
aretheratioofthetargetmRNA toAMPK mRNA.Dataaremeans±SEM.Bars
withoutacommonletterdiffer,P<0.05.
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Fig.9.mRNA levels ofAMPK expression in whole liver homogenates from
dietary-restrictedLETO andOLETFratsafter3weeksofdietaryrestriction.Data
aretheratioofthetargetmRNA toAMPK mRNA.Dataaremeans±SEM.Bars
withoutacommonletterdiffer,P<0.05.

3 weeks after dietary restriction

0

1

2

3

4

5

6

7

8

α1 α2 β1 β2 γ1 γ2 γ3

AMPK Subtype

A
M

P
K

 m
R

N
A

 e
x
p
re

s
s
io

n

LETO

OLETF

a

a

b b

b

b

b

b

b

b

b

b

b

c



Fig.10.mRNA levelsofglucokinaseexpressioninwholeliverhomogenatesfrom
dietary-restrictedLETO andOLETFrats.DataaretheratioofthetargetmRNA
toglucokinasemRNA.Dataaremeans± SEM.Barswithoutacommon letter
differ,P<0.05.
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Fig.11.mRNA levelsofpyruvatekinaseexpressioninwholeliverhomogenates
from dietary-restrictedLETO andOLETF rats.Dataaretheratioofthetarget
mRNA topyruvatekinasemRNA.Dataaremeans±SEM.Barswithoutacommon
letterdiffer,P<0.05.
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Fig.12.mRNA levelsofphosphofructokinaseexpressioninwholeliverhomogenates
from dietary-restrictedLETO andOLETF rats.Dataaretheratioofthetarget
mRNA tophosphofructokinasemRNA.Dataaremeans± SEM.Barswithouta
commonletterdiffer,P<0.05.
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