
─ 125 ─

서 론

Mitochondria는 생체세포 내에서 에너지 (ATP)를 합성하

는 세포소기관으로 외막과 내막으로 구성되고 내막에는 에

너지 합성에 관여하는 전자전달계효소들이 분포하고 있다.

내막에 분포하는 전자전달계효소들에는 Cytochrome complex

I인 NADH-ubiquinone reductase와 Cytochrome complex II

인 Sucsinate-ubiquinone reductase, Cytochrome complex III

인 Ubiquinone-Cytochrome-c-reductase, Cytochrome com-
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ABSTRACT 

Cytochrome-c-oxidase in mitochondria membrane is one of the most important factors for energy generation in the

cell. As well as it is electron transfer enzyme, it is also heavily related to the apoptosis and other pathologic conditions.

Meanwhile, porin is a protein located in inner and outer membranes of mitochondria, which is assumed to be functionally

correlated with cytochrome-c-oxidase. It functions as forming electron transfer chain and conveying ATP. Therefore,

using the immune-microscopy, It compared the distribution of cytochrome-c-oxidase and porin to figure out the

formation and changes on cytochrome-c-oxidase in mitochondrial cristae. 

The sarcroplasm of cardic muscle tissue has many mitochondria. They are classified into two groups: the mitochondria

with many cytochrome-c-oxidase and the mitochondria with only porins. The mitochondria with porins had few

cytochrome-c-oxidases in their membrane; in contrast, the other mitochondria with rich cytochrome-c-oxidase had few

porins in their walls. In addition, according to the location of the tissue in bovine heart, distribution of those kind of

mitochondria had been clearly separated. As a result, it could be assumed that immature mitochondria has many porins to

transfer the protein materials from sarcroplasm through the porins, and they made cytochrome-c-oxidase until it is

enough, and then they decreased the porin and maintained minimum number of the porin. 

Keywords : Cytochrom-c-oxidase, Porin protein, Bovine cardiac muscle tissue Immunogold labeling, Immuno-flores-
cence labeling
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plex IV인 Cytochrome-c-oxidase 그리고 Cytochrome com-

plex V인 ATPase들이 있다. 그들 중에 COX (cytochrome

aa3, cytochrome IV, cytochrome-c-oxidase)는 mitochondria

가 인산화 반응에 의한 에너지를 형성시킬 때 산소와 수소

분자를 결합시켜 물을 형성시키는 반응에 관여하는 효소로

알려져 있다. 

COX (cytochrome complex IV, cytochrome-c-oxidase)는

mitochondria의 발생과 동시에 형성된 3종류의 단백질 소단

위와 mitochondria가 포함된 모세포 유전자에 의해서 형성

된 10종류의 단백질 소단위가 mitochondria 외막의 porin 단

백 통로를 통하여 mitochondria내로 운반되어 내막의 단백

질 복합체를 이루어 전자전달계효소를 구성하는 것으로 알

려졌다(Jamal, 2005). Porin 단백은 세포질에서 합성된 mito-

chondria 효소단백의 소단위들을 mitochondria 내로 전달시

키는 역할을 하므로 COX 등의 효소단백의 형성을 조절하

고 ATP를 mitochondria로부터 세포질로 이동시키는 기능

이 있는 것으로 알려져 있다 (Konstantinova et al., 1995;

Jamal, 2005).

동물의 심근조직은 근섬유다발을 둘러싸고 있는 근형질

에 많은 mitochondria가 분포하고 mitochondria 내막에는

COX 효소가 항상 다량 존재하는 것으로 알려져 있고 심근

조직의 ATP 요구량에 따라 mitochondria 내막의 COX 양도

증가하는 것으로 알려져 있다(Kim & Jung, 1990). 근조직의

근형질에 mitochondria에는 COX가 결손되면 근 무력증 등

질병이 유발되는 것으로 보고된 바 있다 (Kim et al., 1987).

최근에는 mitochondria 내막의 COX의 결손과 연관된 세포

자연사, 당뇨병, 암, 치매, 파키슨씨병 등 질병에 관한 많은

보고가 있었다 (Hanson et al., 2002). 이는 세포이상과 연관

된 COX가 세포내 생리현상에 긴밀하게 관여하고 있으므로

COX의 형성과 분포 및 결손을 조절하는 경로의 규명은 매

우 중요하다. 특히 COX의 관한 분자구조를 바탕으로 한 이

론적 근거가 밝혀지는 것은 중요함에도 불구하고 이에 관

한 연구보고는 미비하였다. 

따라서 이 연구에서 면역항체를 이용한 광학, 형광 및 전

자현미경을 사용하여 우심근 조직의 mitochondria에서

COX subunit II와 porin 단백의 분포를 확인하여 상호연관

성을 알아보고자 하였으며, mitochondria 내막의 전자전달계

효소인 COX subunit II의 형성과 형성경로 및 분포와 변화

양상을 규명하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 실험재료

실험동물인 소(牛)는 도축장에서 도살되는 한우(Bos tau-

rus coreanae) 3년생 수소 5마리와 5년생 암소 5마리로부터

심근을 채취하였다. 심근 부위는 심근이 잘 발달된 우심실

중부 1 cm 깊이의 심근을 2 cm×2 cm×2 cm로 절단하여 실

험에 사용하였다.

면역반응에 사용된 항체는 단클론 항체로 mouse anti-

Porin 31HL (Ab2) mAb (Clabiochem 529534)와 mouse anti-

Complex IV subunit II mAb (Mitoscience MS)를 사용하였다.

형광항체는 FITC (alexa488 invitrogen A21131) goat anti-

mouse IgG2a와 Texas Red (alexa594 invitrogen A21145) goat

anti-mouse IgG2b를 이차 형광표지 항체로 사용하였다. 

2. 실험방법

1) 조직항원제작

광학 및 형광현미경 관찰을 위한 조직항원은 0.5 cm×1

cm×1 cm의 심근 조직을 1% paraformaldehyde 용액에 24

시간 고정, ethanol로 탈수하고 paraffin으로 포매하여 2.0

μm 조직절편을 재작하였다. 전자현미경 관찰을 위한 조직

항원은 심근조직을 1% paraformaldehyde와 1% glutaralde-

hyde 고정액에 2시간 전고정하고 2% osmium tetroxide 고정

액으로 2시간 후 고정 하였고, ethanol로 탈수하여 Lowicryl

HM 20 혼합액에 포매한 다음 Reichert-Jung ultramicrotome

으로 60 nm 초박절편을 제작하여 조직항원으로 사용하였다. 

2) 광학현미경 관찰 면역항체 반응

제작한 조직항원슬라이드를 xylene으로 paraffin을 제거

하고 함수과정을 거쳐, 0.01 M sodium citrate buffer (pH 6.0)

에 0.1% triton100, 0.05% tween20를 첨가한 용액과 peroxi-

dase block 용액 및 0.02 M tris buffer (pH 8.2)에 처리하였다.

완충용액에 처리된 조직항원에 mouse anti-Porin 31HL

(Ab2) mAb과 mouse anti-Complex IV subunit II mAb를 1 :

1000로 희석된 희석용액에 반응시켰다. 일차항체에 반응시

킨 조직항원은 DAKO Envision++의 polymer-HRP anti-

mouse (K4006)에 반응시키고 DAB (3,3-diaminobenzidine

tetrahydrochloride)에 처리하고 hematoxylin에 염색하여

Leica DM2000 광학현미경으로 관찰하였다.

3) 형광현미경관찰 면역항체 반응

제작한 조직항원슬라이드를 xylene으로 paraffin을 제거

하고 함수과정을 거쳐, 0.01 M sodium citrate buffer (pH 6.0)

에 0.1% triton100, 0.05% tween20를 첨가한 용액과 peroxi-

dase block 용액 및 0.02 M tris buffer (pH 8.2)에 처리하였다.

완충용액에 처리된 조직항원에 mouse anti-Porin 31HL (Ab2)

mAb와 mouse anti-Complex IV subunit II mAb를 phosphate

buffer와 1 : 1,000으로 희석하여 반응시켰다. 일차항체에 반

응시킨 조직항원은 FITC goat anti- mouse IgG2a와 Texas

Red goat anti-mouse IgG2b를 phosphate buffer와 1 : 1,000으
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로 희석한 용액에 면역반응 시키고 DAPI (4,6-diamidino-2-

phenylindole, dihydrocloride, invitrogen, D21490)에 염색하

여 Leica DM2000형광현미경으로 관찰하였다. 

4) 전자현미경관찰 면역항체 반응

Nickel grid에 부착된 초박절편은 1% periodic acid에 처리

하고, phosphate buffer로 세척하였다. 5% normal goat serum

과 5% Bovine Serum Albumin, 0.1% Cold Water Fish Skin

이 첨가된 phosphate buffer를 사용하여 비특이성 반응을 억

제하였다. mouse anti-Porin 31HL (Ab2) mAb와 mouse anti-

Complex IV subunit II mAb를 phosphate buffer와 1 : 100으

로 희석하여 일차 항체로 각각 면역반응 시키고, 표지항체

로 Goat anti-mouse IgG++IgM gold particle (10 nm)를 phos-

phate buffer에 1 : 20으로 희석하여 반응시킨 후 phosphate

buffer와 증류수로 세척하였다. 처리된 재료는 uranyl acetate

와 lead citrate로 이중염색 하여 Zeiss EM109 전자현미경으

로 관찰하였다. 

결 과

심근조직은 심근섬유들이 다발을 형성하고 섬유다발들

사이로 근형질이 채워져 있으며, 근형질에는 불규칙하게 분

포하는 핵과 mitochondria 및 근세포소기관들이 포함되어

있었다 (Fig. 1). 근조직의 횡단면에 COX subunit II (cyto-

chrome-c-oxidase, complex IV) 효소단백에 대한 단클론 항

체를 반응시키고 peroxidase 표지항체로 처리한 다음 DAB

를 이용한 발색반응으로 관찰한 결과 근원섬유 사이의 근

형질에 분포하는 mitochondria에서 COX subunit II를 다량

함유하고 있음이 확인되었다. 심근 조직의 모든 근형질

mitochondria에서 COX subunit II를 함유하고 있는 것은 아

니며, 근조직 부위에 따라 mitochondria들이 각각 상이하게

COX subunit II를 함유하는 것으로 관찰되었다(Fig. 1).

심근의 근 다발 (muscle fascicles)은 다수의 근원섬유 다

발들로 구성된 근세포 (muscle fiber, muscle cell)는 근형질

에 COX subunit II 항체에 반응이 나타나는 COX subunit II

를 다량 포함하는 mitochondria가 분포하는 근세포와 COX

subunit II 항체에 대하여 반응이 없거나 COX 효소를 포함

하지 않는 mitochondria가 분포하는 근세포로 구별되었다

(Fig. 2). 근원섬유 다발들로 구성된 근섬유 즉 근세포들은

횡단면 표면에서 mitochondria가 근원섬유사이로 구형으로

나타나 일부의 근세포들은 mitochondria가 섬유형태로 관찰

되었다(Fig. 2).

심근조직의 종단면 조직항원에 COX subunit II 항체를 반

응시킨 결과 근원섬유들이 배열된 사이 근형질에 분포하는

mitochondria는 근원섬유의 배열과 나란히 분포하며, 부분

적으로 mitochondria 분포 밀도가 높은 부위는 mitochondria

가 근원섬유와 나란히 나열된 형태로 관찰되었다. 근세포에

분포하는 핵은 다수가 불규칙하게 분포하는 것으로 관찰되

었으며, COX subunit II 항체 반응이 미약한 근세포들은

COX subunit II 효소단백질이 포함되지 않은 mitochondria

가 존재하는 것으로 확인되었다(Fig. 3).

심근조직의 횡단면 조직항원에 porin 단백에 대한 항체를

반응시키고 형광표지항체를 이차반응 시킨 다음 DAPI에

처리하여 형광현미경으로 관찰한 결과 porin 단백이 포함된

mitochondria가 존재하는 근세포들은 Taxas red 형광으로

인하여 적색을 나타내었다 (Fig. 4). 근세포가장자리에 DAPI

에 반응한 핵이 청색으로 불규칙하게 존재하는 것이 관찰

되었다. 근원섬유사이에 분포하는 많은 porin 단백이 포함된

mitochondria는 밝은 주황색을 나타내고 있으나 porin 단백

이 적은 량으로 분포하는 근세포는 흐린 주황색을 나타내

어 porin 단백의 양적 존재를 확인할 수 있었다. 따라서 형

광현미경 관찰에서 porin 단백이 존재하는 주황색 근세포의

경계가 분명하게 관찰 되었다(Fig. 4).

Fig. 4와 동일한 항원조직에 COX subunit II 단백에 대한

항체를 반응시키고 FITC 형광표지항체를 이차반응 시킨 다

음 DAPI에 처리하여 형광현미경으로 관찰한 결과 COX

subunit II 단백질이 포함된 mitochondria가 존재하는 근세포

들은 FITC 형광반응으로 밝은 녹색으로 나타나며, 녹색으로

나타나는 근세포 가장자리에는 DAPI에 반응된 핵이 청색

으로 관찰되었다 (Fig. 5). COX subunit II 단백이 적은 량으

로 분포하는 mitochondria를 포함하는 근세포들은 녹색의

반응이 관찰되지 않는다. COX subunit II 단백을 포함하는

mitochondria가 분포하고 있지 않는 근세포들에도 다수의

핵이 청색으로 관찰되어 근세포의 존재를 확일 할 수 있었

다. Fig. 4에서 밝은 주황색으로 Taxas red에 반응된 부위에

는 COX subunit II단백에 표지된 FITC 형광반응이 나타나

지 않는 것으로 관찰되었다. 반면에 Fig. 4에서 porin 단백이

관찰되지 않는 근세포에는 COX subunit II 단백을 다량 포

함하는 mitochondria가 분포하는 것으로 관찰되었다 (Fig.

5).

동일한 조직항원에 porin 단백 단클론 항체와 COX

subunit II 단백 단클론 항체를 혼합하여 동시에 반응시킨

다음 각각의 단클론 이형항체에 표지된 FITC와 Taxas red

를 중복 반응시켰을 때 porin 단백이 풍부한 주황색 형광을

나타내는 근세포에는 COX subunit II 단백의 녹색 형광이

관찰되었으며, porin 단백의 주황색 이 나타나는 근세포에는

COX subunit II 단백의 녹색형광이 나타나는 것으로 관찰되

어 porin 단백을 포함하는 근세포와 COX subunit II 단백을

포함하는 근세포가 각각 상이하게 구성되어 있음을 확인할

수 있었다(Fig. 6). 일부 근세포에는 녹색 형광과 주황색 형

광이 중복되어 노란색 형광으로 나타나는 porin 단백과

COX subunit II 단백을 동시에 포함하고 있는 mitochondria



가 분포하는 근세포가 존재하는 것으로 확인되었다. 그러나

대부분의 근세포들은 porin 단백이 풍부하면, COX subunit

II 단백이 부족하고 COX subunit II 단백이 풍부하면 porin

단백이 빈약한 것으로 확인되었다(Fig. 6). 

심근조직의 종단면 조직항원에 porin 단백 항체를 반응시

키고 peroxidase 표지항체가 반응된 부위에 DAB를 발색처

리 했을 때 근원섬유들이 배열된 사이 근형질에 porin을 포

함하는 mitochondria가 근원섬유의 배열과 나란히 분포하

며, 부분적으로 mitochondria 분포 밀도가 높은 부위는

mitochondria가 근원섬유와 나란히 나열된 형태로 관찰되었

다. Porin 단백을 포함하지 않은 근세포에도 다수의 핵이 분

포하여 근세포의 존재를 확인할 수 있었다. 따라서 porin을

풍부하게 함유한 mitochondria가 분포하는 근세포와 porin

을 미약하게 함유한 mitochondria가 분포하는 근세포들이

공존함을 확인할 수 있었다(Fig. 7).

심근조직의 종단면 조직항원에 COX subunit II 단백 항체

를 반응시키고 peroxidase 표지항체가 반응된 부위에 DAB

를 발색처리 했을 때 근원섬유들이 배열된 사이 근형질에

COX subunit II 단백을 포함하는 mitochondria가 근원섬유

의 배열과 나란히 분포하며, 부분적으로 mitochondria 분포

밀도가 높은 부위는 mitochondria가 근원섬유와 나란히 나

열된 형태로 관찰되었다. COX subunit II 단백 포함하지 않

은 근세포에도 다수의 핵이 분포하여 근세포의 존재를 확

인할 수 있었다. 따라서 COX subunit II 단백을 풍부하게 함

유한 mitochondria가 분포하는 근세포와 COX subunit II 단

백을 미약하게 함유한 mitochondria가 분포하는 근세포들이

공존함을 확인할 수 있었다(Fig. 8).

심근조직의 종단면 조직항원에 porin 단백 항체를 반응시

키고 황금표지항체를 반응하여 전자현미경으로 관찰했을

때 근원섬유 주위에 cristae가 발달하지 않은 mitochondria

에 황금입자가 표지되어 porin을 포함하는 mitochondria가

근원섬유 사이에 분포하는 것으로 관찰되었다. 그러나 cris-

tae가 발달한 mitochondria에는 황금입자의 표지가 다소 미

약하게 표지된 것으로 관찰되었다 (Fig. 9) 반면에 심근조직

의 종단면 조직항원에 COX subunit II 단백 항체를 반응시

키고 황금표지항체를 반응하여 전자현미경으로 관찰했을

때 근원섬유 주위에 cristae가 발달한 mitochondria에 황금

입자가 표지되어 COX subunit II 단백을 포함하는 mitochon-

dria가 근원섬유 사이에 분포하는 것으로 관찰되었다. 그러

나 cristae가 발달하지 않은 mitochondria에는 황금입자의

표지가 다소 미약하게 표지된 것으로 관찰되었다(Fig. 10).

고 찰

Mitochondria는 세포내 ATP에너지를 합성하는 세포소기

관으로 내막인 cristae의 전자전달계효소들에 의하여 ATP

가 합성되며, 합성된 ATP는 외막에 분포하는 porin 단백에

의하여 mitochondria의 기질에서 세포질로 이동되는 것으로

알려져 있다(Konstantinova et al., 1995). ATP 합성에 관여하

는 전자전달계효소들 중에 COX (cytochrome-c-oxidase)는

ATP 합성에 사용되는 수소와 기질속의 산소를 결합하여 물

을 형성시키는 효소로 알려져 있다. 따라서 mitochondria가

형성되어 기능을 수행하면 cristae에는 COX (cytochrome-c-

oxidase) 효소가 항상 존재하며, cristae에서 COX가 결손이

생기면 mitochondria 이상으로 인하여 근육질환이 유발되는

것으로 알려져 왔다 (Kim et al., 1987; Jung & Kim, 1990).

(Vik et al., 1981)에 의하면 COX의 분자적 구성 13종류의

소단위로 구성되어 있다. 이들 단백질 소단위들의 유전적 근

원은 3종류의 소단위 유전자는 mitochondria 기질에 유전적

근원을 갖고 있으며, 나머지 10종류의 소단위 유전자는 모

세포의 핵에 유전적 근원을 갖고 있는 것으로 알려져 있다

(Huttemann et al., 2003). 또한 이들 소단위들은 그 기능이

재각각 상이하며 일부 소단위에는 cardiolipin의 광 결합으

로 전자전달과정에서 극대화 효과를 나타내기도 한다(Sed-

lak et al., 2006). 

이 실험에서 심근 조직의 mitochondria에 COX 단백이 항

상 균일하게 분포하는 것이 아니며, 근세포에 따라 COX 단

백을 포함 하는 세포와 포함하지 않는 세포로 구별되었다.

COX 단백을 다량 포함하는 근세포는 근원섬유를 따라

mitochondria들이 나란히 그리고 규칙적으로 분포하고,

COX 단백을 다량 포함하는 근세포와 COX 단백이 소량으

로 포함된 근세포들이 번갈아가며 분포하고 있음이 관찰되

어 심근조직의 근세포의 근형질에는 COX 효소가 형성된

mitochondria를 함유한 근세포와 COX 효소가 형성되지 않

은 mitochondria를 함유한 근세포가 공존하고 있음을 알 수

있었다. 따라서 심근조직은 ATP를 다량 요구하는 즉 활성

근과 ATP를 요구하지 않는 비활성 근세포가 공존하는 것

으로 생각되었다.

Mitochondria의 COX 단백질에 여러 원인으로 이상이 나

타나면 세포내 에너지 생성이 불가능하므로 조직세포의 기

능이 기능 저하로 질병으로 이어진다 (Hanson et al., 2002;

Persichini et al., 2005; Shivaa et al., 2005). 이들 질병 중에는

인슐린을 생성하는 세포에 COX단백질이 결손 된 당뇨병,

뇌신경세포에 COX단백질이 결손 된 파키슨씨병 등이 대표

적으로 알려진 질병이다. COX 단백질은 mitochondria에서

구성과 기능이 다양한 것으로 알려져 있다. Persichini et al.

(2005)에 의하면 세포내 물질대사로 형성되는 산화질소

(nitric oxide NO)와 COX가 기능적으로 연관성이 있는 것

을 쥐의 소뇌 피질에서 NO synthases (NOS) 단백질이 존재

하여 COX 연관되어 질산대사에 관여함을 증명한 바 있다.

Prabu et al. (2006)은 토끼의 심장에서 산소부족으로 인한
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근세포가 손상을 받았을 때 COX 단백질이 근세포의 회복

을 조절할 수 있는 능력이 있으며, Lee et al. (2005)은 소의

간 조직에서 glycogen 대사는 COX subunit I의 활성과 연관

이 있는 것으로 보고한 바 있다. 이러한 다양한 기능이 있

는 COX 단백질은 근세포에서도 다양한 형태로 나타나 역

동적이라는 사실이 알려지면서 mitochondria의 COX 단백

질의 형성과 분표에 관한 가설이 일부 제시 되어 형성과 분

표에 관한 연구가 이루어지고 있다. 

이 실험에서 COX subunit II 단백을 풍부하게 함유한

mitochondria가 분포하는 근세포와 COX subunit II 단백을

미약하게 함유한 mitochondria가 분포하는 근세포들이 공존

함을 확인할 수 있었다. COX subunit II 단백 포함하지 않은

근세포에도 다수의 핵이 분포하여 근세포의 존재를 확인할

수 있었으며, 근원섬유 주위에 cristae가 발달한 mitochon-

dria에 황금입자가 표지되어 COX subunit II 단백을 포함하

는 mitochondria가 근원섬유 사이에 분포하는 것으로 관찰

되었다. 그러나 cristae가 발달하지 않은 mitochondria에도

미약하지만 황금입자 표지가 관찰되어 COX subunit II 단백

질이 mitochondria의 cristae에 주로 분포하고 기질에도 소

량 분포하는 것으로 생각되었다. 근원섬유 주위에 cristae가

발달하지 않은 mitochondria에 황금입자가 표지되어 porin

을 포함하는 mitochondria가 근원섬유 사이에 분포하는 것

으로 관찰되었다. 그러나 cristae가 발달한 mitochondria에는

황금입자의 표지가 다소 미약하게 표지된 것으로 관찰되어

porin 단백질은 cristae가 형성되지 않은 mitochondria에서

기질에도 분포하지만 cristae가 발달하면 mitochondria 외막

에 주로 분포하는 것으로 생각되었다. 따라서 porin 단백은

mitochondria가 형성될 때는 세포질에서 mitochondria 기질

에 이르기까지 다양하게 분포하지만 mitochondria가 성숙하

면 많은 단백질이 소멸되고 일부 porin 단백질이 mitochon-

dria 외막에 한정되어 분포하는 것으로 사료된다. 이는 porin

단백이 COX 효소의 소단위 단백질을 운반하여 cristae에

COX 효소를 형성시킨 다음 대부분 소멸되고 일부가

mitochondria 외막에 존재하여 ATP 운반 통로로 작용하는

것으로 생각된다. 

Piana et al. (2005)에 의하면 COX단백은 13종류의 소단위

중에 모세포의 DNA에 의하여 유도되어 합성된 10종류의

소단위는 mitochondria 외막의 porin 단백에 의하여 mito-

chondria 기질로 운반되면서 내막의 형성과 동시에 COX 복

합단백체를 형성하는 것으로 보고한 바 있다. 또한 porin은

외막에 ion 통로를 형성하여 COX 단백들의 소단위들의 뿐

만 아니라 mitochondria 내로 유입되는 물질의 통로로 역할

을 수행할 수 있는 단백질로 보고된 바 있다 (Pianaa et al.,

2005). 또한 mitochondria 외막에 porin 또는 VDAC (vol-

tage-dependent anion-selective channel)이라고 알려진 단백

질 세포질에 존재하는 음이온을 선택적으로 통과시키는 역

할을 수행하며, porin채널에 의해 통과된 음이온 및 전자들

이 전자전달계 효소로 전달되는 것으로 알려져 있다 (Col-

ombini, 1979). Porin 단백질은 효모, 동물 식물에 이르는 대

부분의 진핵생물에서 발견되는 것으로 보고된 바 있다

(Linden et al., 1982; De Pinto et al., 1989; Heins et al., 1994;

Abrecht et al., 2000). Porin 단백질은 미토콘드리아의 외막에

작은 세공(細孔)형태로 형성되어 있는 단백질로 알려져 있

으며 전압에 의존하는 단백질로 알려져 있다 (Schein et al.,

1976). Porin 단백질의 전압의존은 전위가 0 mV에 가까워지

면 porin의 채널이 열린 상태에서의 succinate, malate, ATP

와 같은 음전하용질의 확산이 가능해지지만 양이온이 선택

적인 전도 상태로 전환되지 않는 경우도 있는 것으로 알려

져 있다(Rostovtseva & Colombini, 1997).

이 실험에서는 porin 단백과 COX 단백의 관계와 COX 단

백의 형성과 변화에 porin 단백의 역할을 알아보기 위하여

근조직의 횡단면 조직항원에 porin 단백에 대한 항체를 반

응시키고 형광표지항체를 이차반응 시킨 다음 DAPI에 처

리하여 형광현미경으로 관찰한 결과 porin 단백이 포함된

mitochondria가 존재하는 근세포들은 Taxas red 형광으로

인하여 적색을 나타내었다. 근세포가장자리에 ADPI에 반응

한 핵이 청색으로 불규칙하게 존재하는 것이 관찰되었으며

근원섬유사이에 분포하는 많은 porin 단백이 포함된 mito-

chondria는 밝은 주황색을 나타내고 있으나 porin 단백이 적

은 양으로 분포하는 근세포는 흐린 주황색을 나타내어

porin 단백의 양적 존재를 확인할 수 있었다. 따라서 형광현

미경 관찰에서 porin 단백이 존재하는 주황색 근세포들의

경계가 분명하게 관찰 되었다. 동일한 항원조직에 COX

subunit II 단백에 대한 항체를 반응시키고 FITC 형광표지항

체를 이차반응 시킨 다음 DAPI에 처리하여 형광현미경으

로 관찰한 결과 COX subunit II 단백질이 포함된 mitochon-

dria가 존재하는 근세포들은 FITC 형광반응으로 밝은 녹색

으로 나타나며, 녹색으로 나타나는 근세포 가장자리에는

DAPI에 반응된 핵이 청색으로 관찰되었다. COX subunit II

단백이 적은 양으로 분포하는 mitochondria를 포함하는 근

세포들은 녹색의 반응이 관찰되지 않았으나 다수의 핵이

청색으로 관찰되어 근세포의 존재를 확일 할 수 있었다. 밝

은 주황색으로 Taxas red에 반응된 부위에는 COX subunit

II 단백에 표지된 FITC 형광반응이 나타나지 않는 것으로 관

찰되는 반면에 porin 단백이 관찰되지 않는 근세포에는

COX subunit II 단백을 다량 포함하는 mitochondria가 분포

하는 것으로 관찰되었다. 동일한 조직항원에 porin 단백 단

클론 항체와 COX subunit II 단백 단클론 항체를 혼합하여

동시에 반응시킨 다음 각각의 단클론 이형항체에 표지된

FITC와 Taxas red를 중복 반응시켰을 때 porin 단백이 풍부

한 주황색 형광을 나타내는 근세포에는 COX subunit II 단

백의 녹색 형광이 관찰되었다. Porin 단백으로 주황색이 나



타나는 근세포에는 COX subunit II 단백의 녹색형광이 나타

나는 것으로 관찰되어 porin 단백을 포함하는 근세포와

COX subunit II 단백을 포함하는 근세포가 각각 상이하게

구성되어 있음을 알 수 있었다. 일부 근세포에는 녹색 형광

과 주황색 형광이 중복되어 노란색 형광으로 나타나는

porin 단백과 COX subunit II 단백을 동시에 포함하고 있는

mitochondria가 분포하는 근세포가 존재하는 것으로 확인되

었다. 그러나 대부분의 근세포들은 porin 단백이 풍부하면,

COX subunit II 단백이 부족하고 COX subunit II 단백이 풍

부하면 porin 단백이 빈약한 것으로 확인되었다. 이는 porin

단백이 COX 단백을 형성시킨 다음 대부분은 소실되고 일

부만이 mitochondria 외막의 통로를 형성하는 것으로 생각

된다. 또한 COX 단백은 mitochondria가 형성되면서 동시에

합성된다고 하기보다는 mitochondria가 형성된 다음에도 합

성과 분해가 기능에 따라 불규칙적으로 이루어지는 것으로

생각되었다. 

이상의 결과로 근세포의 COX 단백은 고정된 분포와 일

정한 형성 주기가 아니며, 유동적으로 형성되고 근세포의

활성에 따라 다양하게 분포하는 특성이 있는 것으로 생각

되었다. 따라서 근세포의 조직은 부분적으로 주기적으로 활

성화가 이루어짐으로써 지속적인 근세포의 수명을 유지하

는 것으로 생각되었다.
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⁄국문초록¤

Mitochondria 내막의 cytochrome-c-oxidase는 세포의 에너지

생합성에 중요한 요소이며, 세포자멸사와 각종세포의 병리학적

현상과 밀접한 연관성이 있는 전자전달계효소로 알려져 있다.

Porin 단백은 mitochondria 내막과 외막에 분포하는 효소단백으
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로 전자전달계효소 형성과 ATP 운반에 관여하는 것으로 알려져

있다. 따라서 면역현미경법을 사용하여 cytochrome-c-oxidase의

분포와 porin 단백과의 연관성을 확인하여 mitochondria의 cris-

tae에 분포하는 cytochrome-c-oxidase의 형성과 변화를 알아보고

자 하였다.

Cardiac muscle tissue의 sarcoplasm에는 많은 수의 mito-

chondria가 분포하며, cytochrome-c-oxidase가 풍부한 mitochon-

dria와 porin 단백이 풍부한 mitochondria로 구별되었다. Cyto-

chrome-c-oxidase가 풍부한 mitochondria는 porin 단백이 빈약하

고 porin 단백이 풍부한 mitochondria는 cytochrome-c-oxidase가

소량 포함되어 있는 것으로 관찰되었다. 심근조직의 부위에 따라

근형질에 분포하는 mitochondria에 cytochrome-c-oxidase가 풍

부한 mitochondria와 porin 단백이 풍부한 mitochondria가 각각

상이하게 분포하였다. 이상의 결과로 미성숙 mitochondria는 많

은 양의 porin 단백을 함유하여 근형질로부터 단백질 소단위를

mitochondria 막내로 운반하여 cytochrome-c-oxidase를 형성시키

고 mitochondria가 성숙하면서 ATP를 운반할 최소한 양의 porin

단백만을 남기고 소멸되는 것으로 추측된다.

FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Light microscopical observation of the bovine cardiac muscle cross section region colorized with cytochrome-c-oxidase monoclonal
antibody reaction (×200). It observed muscular fiber subunit which was compose of Several myofibril, sacroplasm and nucleus. Some
mitochondria of myofibril space observed that distribution of cytochrome-c-oxidase (arrow). Scale Bar==1 μm.
Fig. 2. Light microscopical observation of the bovine cardiac muscle cross section region colorized with cytochrome-c-oxidase monoclonal
antibody reaction (×1,000). It observed mitochondria of sacroplasm which was composed of myofibril, sacroplasm and nucleus colorized with
cytochrome-c-oxidase monoclonal antibody reaction and it was not colorized. Colorization at mitochondria of sacroplasm with cytochrome-c-
oxidase monoclonal antibody reaction form mitochondria and muscular fiber (COXM). On the other hand not Colorization at muscular tissue
observed that muscular cell made up only myofibril (none COXM). Scale Bar==1 μm.
Fig. 3. Light microscopical observation of the bovine cardiac muscle longitudinal section region colorized with cytochrome-c-oxidase
monoclonal antibody reaction (×1,000). It observed muscular tissue which was compose of Several myofibril, sacroplasm and nucleus with
cytochrome-c-oxidase monoclonal antibody reaction on longitudinal section region abundance of mitochondria. Scale Bar==1 μm.
Fig. 4. Fluorescence microscopical observation of the bovine cardiac muscle cross section region labeled with porin monoclonal antibody
reaction (×400, Taxas red). It observed that longitudinal section region of myofibril react abundance of mitochondria with porin monoclonal
antibody (porinM). Scale Bar==1 μm.
Fig. 5. Fluorescence microscopical observation of the bovine cardiac muscle cross section region labeled with cytochrome-c-oxidase
monoclonal antibody reaction (×400, FITC). It observed that between myofibril react mitochondria of sacroplasm with cytochrome-c-oxidase
monoclonal antibody (COXM). Scale Bar==1 μm.
Fig. 6. Fluorescence microscopical observation of the bovine cardiac muscle cross section region labeled with cytochrome-c-oxidase and porin
monoclonal antibody reaction at the florescence merged images (×400, FITC and Taxas red). It observed that between myofibril react
mitochondria of sacroplasm with cytochrome-c-oxidase monoclonal antibody (green color, COXM) and abundance of mitochondria with porin
monoclonal antibody (red color, Porin M). Scale Bar==1 μm.
Fig. 7. Light microscopical observation of the bovine cardiac muscle longitudinal section region colorized with porin monoclonal antibody
reaction (×400). It observed muscular fiber subunit which was compose of Several myofibril, sacroplasm and nucleus. Some mitochondria of
myofibril space observed that distribution of porin. Scale Bar==1 μm.
Fig. 8. Light microscopical observation of the bovine cardiac muscle longitudinal section region colorized with cytochrome-c-oxidase
monoclonal antibody reaction (×400). It observed muscular fiber subunit which was compose of several myofibril, sacroplasm and nucleus.
Mitochondria of muscular tissue disticgush including of cytochrome-c-oxidase and not including of that. Scale Bar==1 μm.
Fig. 9. Transmission Electron Microscopical observation of the bovine cardiac muscle longitudinal section region labeled gold particle with
porin monoclonal antibody reaction (×20,000). It observed that a numbers mitochondria of between myofibril include porin. Scale Bar==1 μm.
Fig. 10. Transmission Electron Microscopical observation of the bovine cardiac muscle longitudinal section region labeled gold particle with
cytochrome-c-oxidase monoclonal antibody reaction (×20,000). It observed that mitochondrial cristae of between myofibril include a numbers
cytochrome-c-oxidase. Scale Bar==1 μm.
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