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Abstract—Adipocytes have been known to secrete a number of important proteins called adipokines with roles in energy

metabolism, reproduction, cardiovascular function and immunity. In this study we have attempted to identify intensively

secretory proteins from 3T3-L1 adipocytes. 3T3-L1 preadipocytes were differentiated into mature adipocytes and then the

cells were left in serum-free medium. The supernatant was filtrated and dialyzed. Lyophilized secretome was fractionated

by two different methods, 1-D SDS PAGE and RP-FPLC. The tryptic peptides from the gel slices and the FPLC fractions

were analyzed by nanoLC/ESI-MS/MS. We identified a total of 303 identical proteins from two methods, 251 proteins from

1-D gel and 184 proteins from RP-FPLC. 86 of them were listed as a secretory protein Finally, we identified many known

or unknown secreted proteins existed in the low level including adiponectin, angiotensinogen, bone morphogenetic protein-

1 (BMP-1), macrophage migration inhibitory factor (MIF), insulin like growth factor-II (IGF-II), interleukin-6 (IL-6), fol-

listatin-related protein-1, minecan, and resistin. The existence of some of secreted proteins has been confirmed in RNA

level. This proteomic experiment is useful for the intensive screening of secretory proteins in many kinds of other cells.
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비만은 가장 큰 건강문제로 인식되며 고혈압 및 제2형 당뇨병

등의 합병증을 유발하는 것으로 알려져 있다.1,2) 한편 현재 지방

세포는 내분비 기관으로의 기능이 널리 연구되어 왔으며 지방세

포(adipocytes) 조직은 지방세포 유래의 cytokine을 통하여 주변

의 다른 조직들과 정보를 주고 받는다. 1980년대 후반의 연구에

서 지방세포는 많은 수의 대사관련 물질들을 분비하며 이러한 물

질들은 대사질환에 영향을 주는 것으로 연구되었다.3,4) 일반적으

로 지방세포로부터 유래된 요소들은 adipokine이라 불리우며 이

러한 adipokine들은 많은 수의 중요한 조직학적 현상에 영향을

주며 주변의 다른 대사기관과 상호작용을 한다.

지금까지 많은 종류의 adipokine들이 보고되고 있다. 예로써

30 kDa의 단백질 adiponectin 은 1995년에 처음으로 보고되었으

며5) intracerebroventricular administration을 통해 뇌에 투입하

였을 때 체중과 지방량이 감소하는 것으로 나타났다.6) 이러한 결

과는 음식 섭취량이 아닌 에너지 소비의 증가에 의한 결과였다.

심장에서 adiponectin은 심장보호기능과 함께 cardiac ischemic

reperfusion model 에서 심근경색을 감소시키는 것으로 나타

났다.7,8)

몇몇 adipokine은 당뇨병에서 중요한 역할을 하는 것으로 나

타났다. 그 중 resistin은 resistin-like molecule hormone family

중 하나로써 첫 발견은 thiazolidinedione을 처리하였을 때 유전

자 발현이 감소하며 비만의 경우 증가하는 것으로 알려졌다.9,10)

쥐 모델을 이용한 연구에서 resistin은 간에서 인슐린의 작용을

상쇄하는 것으로 확인되었다.11) 최근 pre-B cell colony-enhancing

factors로 알려졌었던 visfatin의 경우 내장 지방세포의 cDNA 검

색에서 확인되어 그 역할이 인슐린과 같으며 인슐린과 동일 수
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용체를 통해 혈중 당의 농도를 낮추는 것으로 확인되었다.12) 이

러한 연구결과를 볼 때 좀 더 집약적으로 지방세포로부터 분비

되는 단백질의 확인이 필요하며 그 연구결과는 대사과정에 중요

한 역할을 하는 새로운 adipokine 후보를 우리에게 제시해 줄 것

이다.

이 연구에서 우리는 분화된 지방세포로의 배양액으로부터 분

비된 단백질의 좀더 깊이 있는 검색에 초점을 맞추었다. 3T3-L1

세포는 in vitro 비만연구에 아주 훌륭한 모델이다. 우리는 분화

된 3T3-L1 세포의 배양액을 농축한 후 단백질을 정제한 뒤 1차

원 단백질 전기영동 및 역상 고압 액상 크로마토그래피 방법을

이용하여 각 단백질을 분자량 및 소수성 정도에 따라 분획하였

으며 각각의 분획을 트립신 절단후 나노 액상크로바토그래피 텐

덤 질량분석기로 분석하였다. 이 같은 연구방법으로 통하여 우

리는 adiponectin, angiotensinogen, bone morphogenetic

protein-1(BMP-1), plasminogen activator inhibitor-1, retinol

binding protein-4, insulin like growth factor-II(IGF-II),

interleukin-6(IL-6), macrophage migration inhibitory factors

(MIF), resistin 뿐만 아니라 지방세포로부터의 분비가 알려지지

않은 뼈 형성, adipogenesis 및 비만에 관련된 단백질들을 동정

하였다.

실험방법

 

세포 및 시료

3T3-L1 비분화 지방세포는 하버드 의과대학의 김영범 박사로

부터 제공되었다. 세포배양 배양액은 Hyclon에서 구입하였다. 액

상 크로마토그래피 분석용 Acetonitrile(ACN)은 Merck 사에서

구입하였다. Trifluoroacetic acid(TFA)는 Pierce Biotechnology

에서 구입하였다. Formic acid는 Fluka 사에서 구입하였다. 염기

분석용 트립신은 Promega에서 구입하였다. Dithiothreitol,

Idoacetamide, Dexametasone 및 인슐린은 Sigma사로부터 구입

하였다. 액상 크로마토그래피 분석용 증류수는 J. T. Baker사에

서 구입하였다.

세포배양 및 분비성 단백질의 준비

미분화 지방세포의 분화방법은 이미 설명되어있는 방법을

사용하였고,13) 세포배양은 5% 이산화탄소 37oC 항온배양기에서

10%의 fetal bovine serum을 포함한 DMEM/high glucose-

배양액에서 배양하였다. 세포들이 완전히 배양 접시에 꽉차게

(confluency) 자란 후 이틀 뒤 동일 배양액에 10% fetal

bovine serum, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methyxanthine, 0.25 mM

dexamethasone, and 1 mM insulin을 첨가하여 지방세포로의 분

화를 유도하였다. 48시간 후 기존 배양액에 1 mM의 insulin이

첨가된 배양액으로 교체하였으며 이후 48시간에 한 번씩 배양액

을 교체하였다. 분화과정은 세포내 지방낭 형성의 외형적인 모

습으로 관찰되었으며, 분화된 지방세포로부터 분비된 단백체를

얻기 위하여 세포 손상을 극도로 조심하며 PBS로 세포를 세척

한 후 혈청과 Phenol Red가 포함되지 않은 DMEM에서 4시간

세포를 굶긴 후 세포를 PBS를 이용하여 4회 세척하였다. 이후

혈청과 Phenol Red가 포함되지 않은 배양액에서 15시간 배양한

후 배양액을 수거하였다. 수거된 배양액을 원심분리기로 분리한

후 상층액을 22 mm 주사 필터로 정제한 후 정제된 배양액을 투

석과정을 통하여 염을 제거한 뒤 냉동건조 하였다.

1차원 단백질 전기영동과 trypsin 절단

200 mg의 단백질을 1차원 단백질 전기영동에 사용하였으며

15%의 Polyacrylamide Gel을 사용하여 전기영동 후 Coomassie

Blue 염색 용액을 사용하여 젤을 염색하였다. 젤은 열 개의

조각으로 나누었으며 각각의 조각은 몇 개의 조각으로 더 절개

되었다. 염색액을 제거하기 위하여 조각난 젤들은 25 mM의

ammonium bicarbonate 용액에서 3번 씻은 후 10 mM DTT로

환원과정을 진행한 후 100 mM의 iodoacetamide 용액에서 환원

된 잔기의 알킬화 과정을 진행하였다. 이후 젤 조각의 수분을 제

거한 뒤 50%의 acetonitrile을 포함한 20 mM ammonium

bicarbonate 용액에서 세척한 후 다시 건조하였다. 이 후 50 mM

ammonium bicarbonate, 5 mM CaCl2 용액에서 젤을 부풀게 한

뒤 200 mg trypsin을 처리한 후 37oC 항온 배양기에서 12시간

동안 trypsin 절단 과정을 진행하였다. 젤 속에 잘려진 펩타이드

들은 20 mM ammonium bicarbonate, 5% formic acid 용액과

50% ACN용액을 번갈아 사용하여 추출하였으며 각각의 조각으

로부터 추출된 추출액은 감압 건조기로 건조한 후 -20oC에 보관

하였다.

역상 액상 고압 크로마토그래피와 trypsin 절단

정제된 배양액으로부터 얻어진 단백체를 분석하기 위하여 Vydac

C18 RP column(25×0.21 cm)이 장착된 KTA basic chromato-

graphy system(GE Healthcare Life Sciences) 역상 고압 액상

크로마토그래피 장치를 사용하였다. 사용된 모든 액상은 필터를

이용한 정제과정과 기포 제거과정을 거쳤다. 모든 유기용매는 액

상 크로마토그래피 분석용 등급의 용매를 사용하였다. 정제된 배

양액으로부터 얻어진 단백질 200 mg 을 이동상 A(0.1% TFA in

water, v/v)과 혼합한 뒤 100 µl 분석시료 호수에 주입하였다. 농

도구배 구성은 용리를 위한 이동상 B(0.1% TFA in ACN, v/v)

의 농도를 0~30% 8분, 30~100% 50분 2단계로 구성하여 유속

0.3 ml/min에서 총 58분 동안 분획하였다. 215 nm의 자외선 흡

수량으로 각 단계의 단백질 양을 측정하였으며 분리된 단백질은

FRAC-950 분획 모집 자동화 장치를 통하여 96-deep well에 모

집되었다. 자외선 흡수량에 기초하여 각각의 분획은 10개의 표
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본으로 모았으며 진공 건조한 후 트립신 절단 과정을 진행하였

다. 분비된 단백체를 포함한 분획은 50 mM ammonium

bicarbonate 용액상에서 90oC에서 10분 동안 변성과정을 거친 후

10 mM DTT 에서 환원, 100 mM iodoacetamide에서 20분 동안

알킬화 과정을 거친 후 200 ng의 trypsin을 넣은 후 37oC 항온

배양기에서 12시간 동안 trypsin 절단을 진행하였다.

역전사 중합효소연쇄과정 분석

RNA는 100 mm 그릇에 있는 단백체를 얻은 동일한 분화된 지

방세포로부터 1 ml의 Trizol 을 이용하여 추출하였다. RNA는 제

조업체의 설명서에 따라 균질화된 세포로부터 준비되었다. cDNA

합성을 위하여 역전사 중합효소연쇄과정을 실행하였다. 중합효

소연쇄과정은 1.5 µl의 용해된 cDNA, 40 mM KCl, 10 mM Tris-

HCl, pH 9.0, 1.5 mM MgCl2, 250 mM dNTP 그리고 1 unit

Taq polymerase를 포함하는 20 µl의 부피에서 진행하였다. 반응

은 94oC에서 5분 동안 변성과정을 거친 후, 94oC 30초, 57oC 40

초, 72oC 40초 순으로 30번을 반복하였다. PCR에 사용한 프라

이머(primer)들은 다음과 같다. Bone morphogenetic protein-

I(BMP-1), 5'-ACAAGTACCCCAGCAAGAAG-3'과 5'-TGTCT-

GAGTAGAAGCGCAAG-3'; Macrophage migration inhibitory

factor(MIF) 5'-CCACCATGCCTATGTTCATC-3'과 5'-TACTG-

TAGTTGCGGTTCTGG-3'; Mimecan 5'-GACCATAACGACC-

TGGAATC-3'과 5'-GCACTGATGGGGTTAGAAGT-3'; Resistin

5'-CACGGGATGAAGAACCTTTC-3'과 5'-TCAAGACTGCTG-

TGCCTTCT-3'; Angiotensinogen 5'-GAACTCAAAGCAGGA-

GAGGA-3'과 5'-GTGACAGCACTGAGTTTTGC-3'; Follistatin-

related protein-1 5'-ATTCCAGATGGCTGGTTCTC-3'과 5'-

GTTTCCAGTCAGCGTTCTCA-3'; Insulin like growth factor-

II(IGF-II) 5'-GTCCCCACATTTGCAGTTCT-3'과 5'-TGAGTT-

GAGGCAAACACCTG-3'을 이용하였다.

역상 ESI 액상 크로마토그래피 텐덤 질량분석

Thermo Finnigan's ProteomeX Workstation LTQ linear

ion trap MS(Thermo Electron, San Jose, CA, USA)을 이용

하여 액상 크로마토그래피 텐덤 질량 분석을 진행하였다. 12 ml

의 펩타이드 혼합물을 펩타이드 트랩 카트리지(Agilent, Palo

Alto, CA)에 주입하였으며 주입된 펩타이드는 이후 연구실에서

제조된 5 mm, 포어 규격 300의 C18 PicoFrit 역상 컬럼에서

용리되었다. 이동상 A와 B에 사용된 증류수와 ACN은 모두

0.1%v/v의 formic acid를 포함하였다. 유속은 분당 200 nl로 일

정하게 유지하였으며 농도구배는 2%의 이동상 B로 시작하여

50분 동안 점진적으로 이동상 B의 농도를 60% 올렸으며 그리

고 나서 이동상 B의 농도를 80%로 급격히 올린 후 5분 100%

에서 10분간 진행하였다.

질량분석 정보 검색 및 단백질 확인

모든 텐덤 질량분석 정보는 BioWorks 소프트웨어(버전 3.2)와

연동된 SEQUEST 알고리즘을 이용하여 국제 단백질 색인의 쥐

단백질 정보(버전 3.24)에서 확인하였다. 정보 분석 과정에서

cysteine 잔기(carboxyamidomethylation, 57 Da)를 고정된 변형

잔기로 methionine 잔기를(oxidation, 16 Da) 유동형 변형 잔기

로 설정하였다. 모 펩타이드(parent peptide) tolerance 값을

1.5 Da으로 하였으며 조각난 펩타이드(fragment peptide)의

tolerance 값은 1 Da으로 하였다. SEQUEST 분석결과는 Xcorr

에 대한 전하상태로 정제하였으며 1가 전하 이온에 대해서는 1.9,

2가 전하 이온에 대해서는 2.2, 3가 전하 이온에 대해서는 3.75

에 상응하는 Xcorr가 사용되었다. 델타 Cn은 0.1 이하 그리고

Rsp는 4 이하로 설정하였으며 신뢰도는 99.9%로 설정하였다. 단

백질 확인은 가장 일치하는 펩타이드의 확인에 기초하였으며 추

가적인 신뢰도를 높이기 위하여 단백질 점수가 10 이상이 되는

것과 확인된 단백질에 대하여 2개 이상의 일치하는 펩타이드를

갖는 단백질들만 분석결과로 사용하였다.

온라인 단백질 세포내 위상 확인

확인된 단백질들의 세포내에서의 위치를 확인하기 위하여

Swiss-Prot database(http://ca.expasy.org/), Locate(http://locate.

imb.uq.edu.au/), 그리고 Gene Ontology의 정보를 참고하였으며

각각의 분류는 제1위치에 기초하였다

실험결과 및 고찰

분비성 단백체의 연구방법론 확립

지방 세포로부터 얻어진 모든 분비성 단백질을 확인하기 위하

여 우리는 Fig. 1에 나와 있는 계획대로 연구를 진행하였다. 지

방세포를 분화시킨 후, 이로부터 세포외액(Secretome)을 얻었다.

수확한 배양액에는 많은 양의 염이 포함되어 있다. 이 염은 용매

상에서 역상 고압 액상크로마토 그래피 분석과 액상 크로마토그

래피 텐덤 질량분석에 방해가 된다. 이러한 방해 분자를 제거하

기 위하여 여과와 투석과정을 진행하였다. 시료를 동결건조 과

정을 통하여 배양액의 단백질은 농축하였으며 1차원 단백질 젤

전기영동과 역상 액상 고압 크로마토그래피 방법을 통해 단백질

들을 분획하였다.

분비성 단백질을 포함한 상층액을 수거하기 전 Phosphate

Buffer Solution(PBS)로 세척과정을 극도로 세밀하게 진행하였

다. 세척과정의 질적인 변화는 1차원 단백질 전기영동 후

Coomassie Blue 염색으로 확인하였다. 배지의 영양성분으로 이

용되는 FBS는 Bovine 혈청의 알부민과 혈청 단백질이 많이 존

재한다. 이들을 제거해야 원하는 지방 세포로부터 분비되는 단

백질들을 동정할 수 있다. 따라서 이들 혈청 단백질을 제거하기
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위하여 세포를 PBS로 1회, 4회 및 6회 세척과정을 통하여 세포

외 액에 존재하는 단백질들을 확인하였을 때, 4회 이상 세척하

였을 경우 대부분의 혈청 단백질이 제거되었다(Fig. 2a). 따라서

본 실험 시에 4회 세척 후 세포외 액을 얻었다. 추가적으로 세포

내의 단백질의 혼입을 확인하였는데, 이는 세포가 많이 부서지

게 되면 세포 내 단백질이 많이 나오게 되어 분비 단백질 동정

에 어려움을 준다. 따라서 Secretome을 얻은 후에, GAPDH(세

포내 단백질의 표지인자)를 이용하여 Western blot 실험을 통하

여 세포 내 단백질의 유무를 확인하였다. 분석에 이용할

Secretome으로부터 cell lysate에 비해 10배나 더 많은 단백질을

분석한 경우에도 GAPDH 단백질에 해당하는 신호는 잘 보이지

않았다(Fig. 2b). 이 결과로 부터 다음 실험에 이용한 Secretome

에는 세포내 단백질 및 혈청 단백질이 효과적으로 제거되었음을

확인할 수 있었다.

두 가지 분획화 방법을 통한 집약적인 단백체 질량 분석

1차원 단백질 전기영동 후 젤을 Coomassie brilliant blue를 사

용하여 염색하였다. Fig. 3a는 배양액으로부터 농축된 전체 분비

성 단백질이 젤 상에서 염색된 것을 보여 준다. 전체 젤을 10개

(G1부터 G10까지)로 나누고, 각각을 trypsin을 이용하여 펩타이

드로 절단하였고, 이들 절단 된 펩타이드들은 나노 액상 크로마

토그래피-텐덤 질량분석기를 통하여 분석하였다. 분석 결과, 1차

원 단백질 전기영동에서 251개의 단백질을 확인하였다(Fig. 3c).

또 다른 분획 방식으로 Secretome을 역상 고압 액상크로마토그

래피 분석을 통하여 분리하였고, 이들 모든 분획을 자외선 흡수

정도에 따라 10개의 분획으로 다시 모은 뒤 트립신 절단 과정을

거친 후 나노 액상 크로마토그래피-텐덤 질량분석기로 펩타이드

들을 분석하였다. 그 결과 액상 크로마토그래피 분획과정을 통

하여 총 184개의 단백질을 확인하였다(Fig. 3c). 이들 중 132개

단백질은 1차원 전기영동 후 분석에서 공통으로 얻어진 단백질

이었다. 참고로, 분획 L1(Fig. 3b)은 높은 자외선 흡수량을 보여

줬지만 이 분획에서 얻어진 단백질들은 모두 keratin과 albumin

이었으며 단백질 분석 결과 단백질 점수도 낮게 나와 의미 있는

결과에는 포함되지 않았다.

Adipokins의 경우 adiponectin, angiotensinogen, plasminogen

activator inhibitor-1, retinol binding protein-4, interleukin-6,

macrophage migration inhibitory factors(MIF), resistin 등의

단백질이 동정되었다(Table I). 추가적으로 호르몬인 insulin like

growth factor-II(IGF-II)가 지방세포로부터 분비되는 것을 확인

하였다. 이 연구에서 확인된 다른 분비성 단백질들은 지방세포

에서 중요한 역할을 할 것이며 더 나아가 이들의 기능 분석되어

야 할 것이다.

몇몇 단백질의 경우 한쪽의 분획화 방법에서만 확인되었다. 그

러나 더 많은 단백질이 1차원 단백질 전기영동 실험에서 확인되

Fig. 1 − Overview of secretome preparation and analysis.

Fig. 2 − Optimization of washing condition and evaluation of quality

of secretome. a) After 1, 4 and 6 times washing using PBS,

the clearance of FBS protein was confirmed. After 4 times

washing, FBS proteins of media disappeared b) Western

blot analysis of cellular protein GAPDH. 300 ng of lysate

protein was loaded in left lane and 3 mg of protein was

loaded in right lane.
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었다(Fig. 3c). 이 중 1-O-acylceramide synthase, Adamt-1,

adiponectin, angiotensinogen, ceruloplasmin, cystatin C,

dermatopontin, dystroglycan, fibronectin, decorin, epididymal

secretory protein E1, follistatin-related protein-1, galectin-1,

haptoglobin, insulin-like growth factor binding-4 and 7,

lumican, metalloproteinase inhibitor-2, sulfated glycoprotein-1

은 모두 분비성 단백질로서 양쪽의 분획화 실험에서 모두 확인

하였다.

추가적으로, 본 연구에서 발굴된 7개 단백질들(BMP-1, resistin,

angiotensiongen, Folistatin-related protein-1, Macrophage

migration inhibitory factor, Mimecan, IGF-II)에 대해서 유전자

발현을 확인하기 위하여 RT-PCR을 이용하여 그 존재를 확인하

였다(Fig. 4).

온라인 단백질 정보를 이용한 단백질 세포내 위치 확인

확인된 단백질들은 온라인 단백질 정보에 따라 그 위치가 분

류되었으며 303개의 확인된 단백질들 중 28.7%가 단백질 정보

와 문헌정보에 기초하여 분비성 단백질로 확인되었다(Fig. 5). 또

한 단백질들의 세포내 위치는 각 단백질의 Entrez gene ID에 기

초하여 Gene Ontology 정보에 있는 DAVID bioinformatics를 사

용하여 확인한 결과 86개의 단백질이 세포외재성 단백질로 확인

되었다.

Fig. 3 − 1D SDS-PAGE pattern and RP-FPLC profile of secretome from 3T3-L1 adipocytes a) 1D SDS-PAGE pattern of secreted proteins. After

dialysis, 200 mg of protein was loaded on to 15% Tris-HCL gel, resolved and coomassie blue stained. Gel containing protein was cut

into 10 slices. Each slice was broken in several pieces and trypsin-digested. b) Profile of RP-FPLC of secreted proteins. 200 mg of

same protein was fractionated by RP-FPLC. Fractions were subintegrated into 10 fractions based on UV absorbance c) Comparison

of the number of proteins, identified by gel or LC separation.
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Table I − Secretory proteins identified from 3T3-L1 adipocytes

Protein name MW

Gel electrophoresis liquid chromatography

Coverage Score
Peptide
(Hit)

Coverage Score
Peptide
(Hit)

1-O-ACYLCERAMIDE SYNTHASE 47276.8 9.50 30.20 3 - - -

ADAMTS-1 105773.2 2.00 20.24 3 8.90 30.22 23

ADIPONECTIN 26824.2 15.80 50.25 55 11.60 20.24 4

ALPHA-1-ACIDGLYCOPROTEIN 1 23880.1 0.00 10.17 7 - - -

ANGIOPOIETIN-RELATEDPROTEIN4 45509.9 7.80 20.26 2 11.20 40.23 5

ANGIOTENSINOGEN 52637.3 9.30 30.24 7 - - -

APOLIPOPROTEIN D 21515.6 6.30 10.12 2 - - -

ARMET PROTEIN 20360.6 9.50 20.22 4 - - -

BETA-2-MICROGLOBULIN 13813.9 7.60 10.15 2 5.40 30.21 3

BIGLYCAN 41612.6 34.40 110.26 42 1.10 10.19 2

BONE MORPHOGENETIC PROTEIN 1 111536.4 - - - 1.10 10.19 2

CERULOPLASMIN 121085.1 3.80 30.19 3 24.70 280.34 86

COL15A1 PROTEIN (FRAGMENT) 85376.9 1.80 10.21 2 - - -

COLLAGENALPHA-1(III)CHAIN 138857.9 25.30 280.35 105 3.30 30.22 3

COLLAGENALPHA-1(IV)CHAIN 160579.5 - - - 2.20 20.21 2

COLLAGENALPHA-1(V)CHAIN 183579.1 4.50 50.22 11 3.40 20.25 2

COLLAGENALPHA-1(VI)CHAIN 108421.9 15.80 120.30 25 2.40 30.25 4

COLLAGENALPHA-1(XV)CHAIN 140570.5 3.10 40.25 7 54.20 450.33 333

COLLAGENALPHA-2(I)CHAIN 129478.6 50.40 380.35 327 - - -

COMPLEMENT C1R-A SUBCOMPONENT 80021.6 - - - 5.40 20.22 2

COMPLEMENT COMPONENT 1 77365.1 4.00 20.17 2 37.90 40.23 13

COMPLEMENT FACTOR D 28038.8 31.70 60.30 52 - - -

CYSTATINC 15520.8 47.90 68.24 31 - - -

DECORIN 39783.9 36.20 130.28 29 10.40 20.17 7

DERMATOPONTIN 23978.7 15.90 30.23 6 - - -

DIVALENT CATION TOLERANT PROTEIN CUTA 
ISOFORM 2

16442.6 9.10 10.18 2 - - -

DYSTROGLYCAN 96844.5 1.80 10.19 2 17.40 20.17 4

EPIDIDYMAL SECRETORY PROTEINE 1 16431.5 34.20 40.17 7 23.10 40.19 6

EXTRACELLULAR SUPEROXIDE DISMUTASE [CU-ZN] 27374.7 28.70 60.26 9 5.90 80.37 11

EXTRACELLULAR MATRIX PROTEIN 1 62734.9 - - - 5.00 20.22 2

FIBRONECTIN 1 252840.8 1.70 20.31 8 - - -

FIBRONECTIN 272316.2 19.40 340.32 82 2.90 10.16 2

FOLLISTATIN-RELATED PROTEIN 1 34515.6 8.80 20.29 3 33.60 50.24 10

GALECTIN-1 14725.2 9.00 10.18 2 23.60 70.33 33

GELSOLIN 85888.1 6.40 30.26 5 5.90 10.16 2

HAPTOGLOBIN 38727.5 18.20 50.32 36 28.50 60.25 12

IGFBP 7 PROTEIN (FRAGMENT) 27140.8 36.90 80.26 23 - - -

IMMUNOGLOBULIN SUPERFAMILY CONTAINING 
LEUCINE-RICH REPEAT

45586.2 2.30 10.18 2 - - -

INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR II 20017.2 - - - 8.30 10.22 5

INSULIN-LIKE GROWTHFACTOR-BINDING PROTEIN 4 27788.4 12.60 20.22 2 27.90 240.27 118

INTERLEUKIN-6 24368.6 - - - 7.58 10.21 2

ISOFORM 1 OF COLLAGEN ALPHA-1(I) CHAIN 137948.2 29.80 260.37 197 34.70 70.34 49

ISOFORM 1 OF SULFHYDRYL OXIDASE 1 82733.2 7.80 50.22 6 28.20 140.28 27

ISOFORM C2 OF LAMIN-A/C 52619.9 9.10 50.21 7 0.80 10.24 2

ISOFORM LONG OF COMPLEMENT C3 186537.1 23.20 290.31 71 - - -

KIT LIGAND 30625.7 - - - 3.50 20.24 2

LAMININ B1 SUBUNIT 1 202308.3 8.60 120.30 24 - - -

LAMININ GAMMA-1 CHAIN 177184.0 9.60 110.28 25 7.90 20.22 3

LAMININALPHA-4CHAIN 201864.8 8.00 100.28 19 - - -

LEUCINE-RICHALPHA-2-GLYCOPROTEIN 37407.5 4.10 10.21 2 7.70 20.28 3

LUMICAN 38240.6 8.30 20.28 4 26.30 20.29 10

MACROPHAGE MIGRATION INHIBITORY FACTOR 12365.1 - - - 4.40 10.17 3

MATRIX METALLOPROTEINASE 3 54040.1 2.50 30.18 4 3.80 20.15 2

METALLOPROTEINASE INHIBITOR 1 22613.3 - - - 13.60 30.21 4

METALLOPROTEINASE INHIBITOR 2 24312.1 30.00 40.26 5 11.70 20.28 4
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기존 연구결과와 비교

기존의 단백체 연구에서 Kratchmarova와 그의 동료들은 지방

세포 분화과정에서 단백량이 증가하는 8개의 단백질을 1차원 단

백질 전기영동의 방법으로 확인하였다.14) 반면에 Wang과 그의

동료들은 2차원 단백질 전기영동을 통하여 41개의 지방세포 분

비성 단백질을 염색된 점을 통하여 확인하였다.15) 추가적으로 몇

Table I − Continued

Protein name MW

Gel electrophoresis liquid chromatography

Coverage Score
Peptide
(Hit)

Coverage Score
Peptide
(Hit)

MIMECAN 33990.6 - - - 6.60 10.21 2

MIR-INTERACTING SAPOSIN-LIKE PROTEIN 20754.3 - - - 3.40 30.27 5

NAGLU 82570.0 - - - 6.40 60.21 7

NIDOGEN-1 136535.5 15.70 160.26 39 2.20 10.19 2

PEPTIDYL-PROLYL CIS-TRANS ISOMERASE C 22779.7 10.80 20.21 3 30.70 90.30 23

PERIOSTIN 90198.2 6.80 30.25 8 15.70 10.21 4

PIGMENT EPITHELIUM-DERIVED FACTOR 46205.3 47.70 130.30 72 - - -

PLASMINOGEN ACTIVATOR INHIBITOR 1 45141.2 6.50 20.23 3 - - -

PLEIOTROPHIN 18856.6 22.00 30.28 17 34.20 110.27 30

PROCOLLAGEN, TYPE V, ALPHA 2 144929.0 7.50 70.22 9 - - -

PROCOLLAGEN, TYPE VI, ALPHA 2 110265.6 2.20 10.29 3 - - -

PROCOLLAGENC-ENDOPEPTIDASE ENHANCER 1 50136.2 40.40 140.29 81 5.10 40.21 6

PROCOLLAGEN-PROLINE, 2-OXOGLUTARATE
4-DIOXYGENASE (PROLINE 4-HYDROXYLASE), ALPHA 1 
POLYPEPTIDE

63769.3 2.50 10.23 2 23.70 90.25 33

PROSTATIC STEROID-BINDING PROTEIN C1 CHAIN 12754.2 - - - 15.30 10.21 4

RESISTIN 12483.1 - - - 21.10 20.19 4

RETINOIC ACID RECEPTOR RESPONDER PROTEIN 2 18337.7 32.10 50.23 30 32.10 40.25 18

RIBONUCLEASE 4 17013.4 20.90 30.24 4 - - -

SERINE PROTEASE INHIBITOR A3N 46688.4 10.50 28.26 7 - - -

SERPINB5 42315.7 - - - 4.00 10.18 2

SERUM ALBUMIN 68647.8 4.30 20.23 5 13.00 60.23 13

SPARC 34427.6 23.20 50.23 15 24.80 70.22 10

STROMALCELL-DERIVED FACTOR1 10025.4 - - - 6.90 30.17 4

STROMELYSIN-2 53876.9 2.50 10.18 2 2.50 10.19 2

SULFATED GLYCOPROTEIN 1 61381.5 9.30 40.23 6 6.50 40.19 9

TETRANECTIN 22243.1 24.30 40.25 6 - - -

THIOREDOXIN DOMAIN CONTAINING 7 48626.7 13.30 40.26 8 - - -

THROMBOSPONDIN 1 129606.4 4.40 50.22 8 - - -

THROMBOSPONDIN-2 129828.0 9.60 80.23 16 - - -

TYPE IV COLLAGENASE 74054.9 27.30 120.30 29 3.10 20.22 7

TYPE VI COLLAGEN ALPHA 3 SUBUNIT 286702.9 15.70 310.31 79 1.00 20.24 2

UNCHARACTERIZED PROTEIN C19ORF10 HOMOLOG 17971.0 5.40 10.15 2 - - -

Fig. 4 − RT-PCR for identified adipokines. Total RNAs were isolated

from differentiated 3T3-L1 adipocyte. The gene expression

of seven proteins were confirmed by RP-PCR. (Lane 1;

Size marker, 2; Resistin, 3; Angiotensinogen, 4; bone

morphogenetic protein-I (BMP-1), 5; Follistatin-related

protein-1, 6; Macrophage migratin inhibitory factor (MIF),

7; Mimecan, 8; Insulin like growth factor-II (IGF-II).

Fig. 5 − Classification of secretory proteins and functional analysis.
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몇 연구 그룹에서 인간 지방세포의 분비성 단백체의 특성을 밝

혀 내었다.16-18) 그러나 그들의 모두 단백질 전기영동 실험 방법

을 사용하였다. 좀 더 집약적인 단백질 확인을 위하여 단백체 분

획화는 아주 중요한 과정이다. 우리의 실험은 분획화 방법을 통

하여 좀 더 집약적인 지방세포 분비성 단백질의 분석에 초점을

맞추었다. 세포외재성 단백질을 확인하는 것은 아주 어려운 실

험이다. 왜냐하면 하나의 세포가 터지게 되면 수많은 종류와 많

은 량의 단백질들이 흘러나오게 된다. 이 경우 분비성 단백질은

이들에 비해 훨씬 낮은 농도로 존재하기 때문에 특히나 단백질

질량 분석 장비에서는 더욱 확인하기가 어렵다. 배양액을 수거

하는 과정 또한 매우 중요하며 세포가 터지는 것을 방지하기 위

하여 극도의 세밀함을 요구한다.

이 실험에서 많은 collagen alpha-1 type 3, collagen alpha-1

type 5, collagen alpha-1 type 6, collagen alpha-1 type 15,

collagen alpha-2 type 1 chain 등의 콜라겐 유형의 단백질들을

확인하였다. 이 단백질 들은 세포외부에 매트릭스에 존재하며 지

방세포에서 두드러지게 존재한다.

기존의 지방세포 실험은 생체 내에서 지방세포로 분비되는 대

사과정에 중요한 역할을 하는 성장 인자와 싸이토카인(cytockine)

을 확인하였다.19-21) 그 결과에 추가적으로 우리는 흔하게 발견

되는 단백질을 포함하여 adiponectin, interleukin-6, plasminogen

activator inhibitor-1, retinol binding protein-4, insulin like

growth factor-II, angiotensinogen, macrophage migration

inhibitory factors, resistin 등을 확인함과 동시에 몇 가지 기존

의 단백체 연구기법에서 보고되지14,21) 않은 분비성 단백질들을

확인하였다. IGF-I의 지방세포에서의 분비는 기존에 보고가 되었

으나, IGF-II의 지방세포에서 분비는 기존의 단백체 연구기법에

서는 확인하지 못하였다.

몇 가지 뼈 형성과 관련된 단백질 또한 이 연구에서 확인되었

다.23,24) BMP-1은 포유류 뼈의 osteogenetic 분획에서 처음 확인

하였다. 이 단백질은 프로콜라겐 1, 2, 3의 C 말단의 프로펩타이

드 부분을 절단하며 연골과 뼈의 형성을 위하여 BMP-2를 활성

화하는 역할을 한다. 이 연구에서 확인된 BMP-1은 다른 BMP

종류들과는 관련 없이 골격세포의 성장과 분화 조절에 관여하지

않는 것으로 보인다. 흥미롭게도 BMP-2는 골 형성과 지방세포

형성 신호를 다른 종류의 수신자 유형 IB와 IA를 통해서 보내는

데25) BMP-2는 생체내에서 thiazolidinedione와 연관되었을 때에

는 강력하게 지방형성을 촉진하는 것으로 알려져 있다.

BMP들은 골아 세포 배양에서 IGF-I과 IGF-II의 유전자 발현

량을 증가시키고 골아 분화 및 기능을 촉진시키며 IGF-I과 IGF-

II는 또한 골아세포성 기능을 촉진시킨다.26)

IGF-2는 뼈 형성과 관련된 매개변수들을 촉진시키며 IGF-I과

같이 뼈에서 다양한 세포성 기능을 조절한다.27) 반면에 IGF-2는

세포성장, 생존, 분화에 중요한 촉진 요소이다.28) 출생 후 IGF-2

는 대부분의 종에서 낮은 농도로 감소한다.29) 그러나 비만의 경

우 혈청에서 IGF-2의 농도는 높게 나타난다.30) 앞으로 비만과 뼈

형성의 연관성은 더 많은 연구를 필요로 한다. 뼈 형성에 관련되

며 BMP-I에 의하여 활성화되는 TGF-beta-1 또는 TGF-beta-2과

깊은 관련이 있는 mimecan이 연구에서 확인되었다. Mimecan은

뼈에서 처음 확인되었으면 골아 유도 인자로서 알려져 있었다31).

이후 mimecan/osteoglycin으로 명명되었는데 특징적으로 단백질

분해(proteolytic) 과정의 결과 다양한 길이의 단백질을 가지고

있다.

결 론

집약적인 지방세포 분비성 단백질의 확인을 위하여 우리는 1

차원 단백질 전기영동과 역상 고압 액화 크로마토그래피의 두 가

지 단백체 분획화 방법을 사용하였다. 이 방법을 통하여 낮은 농

도로 존재하는 분비성 단백질과 분화된 3T3-L1로부터 유래된 펩

타이드들을 확인하였다. 지방세포로부터 분비된 단백질의 확인

은 새로운 항비만 인자발굴에 도움을 줄 수 있으며 지방세포의

내분비 기관으로서의 분자기작 이해를 도와 줄 것이다. 뼈 형성

(BMP-1)과 지방세포 형성 및 비만에 관련된 성장인자(IGF-II)와

같이 분비성 펩타이드들은 낮은 농도로 존재하는 데 본 연구에

서는 각 단계에서의 시료 소실을 최소화한 방법을 이용하여 효

과적으로 이들 단백질들을 동정하였다. 더 나아가 이 연구에 사

용된 연구 전략은 분비성 단백질과 펩타이드를 확인하는 다른 연

구에 쉽게 적용될 수 있을 것이다.
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