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요  약 

본 연구는 고지방식이를 섭취한 정소절제수술을 한 수컷 마우스에서 백색지방증가의 개선에 대한 testosterone
의 영향과 그것에 대한 분자생물학적 조절기전을 규명하였다. Testosterone이 처리된 정소절제수술 마우스 

(CAST+T)는 정소절제수술 마우스 (CAST)에 비해 지방조직무게, 지방세포크기 및 C/EBPα와 지방세포 표지유전

자의 mRNA 발현이 감소되었다.  본 연구결과는 testosterone이 C/EBPα와 C/EBPα에 의해 조절되는 지방세포 표지

유전자들의 발현을 억제시킴으로써 지방세포 조절기전이 억제되고 지방조직의 무게가 감소된다는 것을 시사하고 

있다.  따라서 본 연구는 성선기능저하증 남성의 비만조절에 대한 testosterone therapy의 유익한 분자생물학적 정보

를 제공할 것이다.

ABSTRACT 

We investigated the effects of testosterone on the improvement of white adipose tissue explant and its molecular 
mechanism in adipose tissue of high fat diet-fed male castrated (CAST) mice. The CAST mice treated with testosterone 
had lower adipose tissue weights, the average size of adipocytes and mRNA levels of C/EBPα as well as adipocyte 
marker genes than the vehicle-treated CAST mice. These results suggest that testosterone prevent the expression of 
C/EBPα and C/EBPα-mediated adipocyte marker genes, resulting in decreased adipose tissue mass and adipocyte 
metabolism in male CAST mice. Moreover, this study give a valuable molecular and biological knowledge on 
testosterone therapy in obese hypogonadal men.

키워드 : 테스토스테론, C/EBPα, 정소절제수술 수컷 마우스, 지방조직무게
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. 서  론

복강 내의 지방조직축적은 비만과 관련된 대사성 질

환(인슐린 저항성, 심혈관계 질환 등)을 일으킬 위험이 

높다[1]. 특히 남성들은 나이, 성선기능 저하증 등에 의

해 생식선 성 스테로이드 호르몬이 감소되면 복부지방

의 무게가 증가되고 심장혈관계질환이 나타나는 경향

이 있다[2]. 반면 이러한 남성들이 testosterone을 처방

받으면 제지방무게(fat-free mass)는 증가되고 지방무게

는 감소한다[3-4]. 
지방조직은 지방세포 크기가 커지는 hypertrophy과

정과 전구지방세포(preadipocyte)가 지방세포로 분화되

는 adipogenesis 과정을 통해 증가된다.
Adipogensis는 지방세포의 형태적 변화와 지방대사

조절과 관련된 유전자 발현의 변화와 관련이 있다.  
CCAAT/enhancer-binding protein α (C/EBPα)는 지방

세포분화를 조절하는 주요한 전사조절인자이다[5].  
C/EBPα가 과발현된 mouse fibroblast cell lines는 지방

세포로의 분화를 촉진하였다[6]. 또한 adipogenesis 동
안 C/EBPα 발현이 유도되었으며 그것은 분화된 지방

세포에서 특이적으로 발현되는 유전자들을 활성화시

켰다[7].
Testosterone이 지방조직대사를 조절한다는 연구결

과들은 발표되었지만[8-9], testosterone이 C/EBPα-의존

적인 조절기전을 통해 영향을 미치는지에 대해서는 명

확히 밝혀진바 없다. 따라서 본 연구는 testosterone이 

비만조절에 영향을 미친다는 유전적인 근거를 마련하

기 위해, 정소절제수술한 수컷 마우스에서 정소절제에 

의해 증가된 지방조직이 testosterone처리에 의해 억제

되는지를 조사하였으며 이러한 대사적 영향이 C/EBPα

에 의해 조절되는 유전자의 발현에 대한 testosterone의 

억제작용에 의한 것인지를 연구하였다.

. 실험방법

2.1. 실험동물

모든 실험에서 8주령의 wild-type 수컷 마우스

(C57BL/6J)를 대한 바이오링크로부터 구입하여 사용

하였으며, 항균 상태에서 12h light/darkness cycle 조건 

하에서 먹이와 물을 충분히 주면서 사육하였다.

수컷마우스는 무작위로 3그룹  즉, 모조수술 마우스 

그룹(Sham), 정소절제수술 마우스 그룹(CAST), 그리

고 정소절제수술 후 실험기간 마지막 2주 동안 

testosterone(5 /pellet, 60-day release)이 피하주입식으

로 처리된 마우스 그룹(CAST+T)으로 분류하였다.
모든 마우스는 실험기간 7주 동안 고지방식이 사료

(High fat diet: 45% kcal fat, Research Diets, New 
Brunswick, NJ)를 섭취하였다. 모든 연구에 사용된 마

우스의 수는 각 그룹 당 8마리이다  (n=8/group).
모든 실험 군은  마우스를 죽이기 4시간 전에 사료를 

제거하였다. 지방조직은 무게 측정 후 사용할 때까지 

80 에서 보관하였다.

2.2. 조직형태학적 분석

지방조직은 10% phosphate-buffered formalin에서 

하루 동안 고정한다. Paraffin section(5 )은 탈수와 세

척과정을 실시한 후,  hematoxyin과 eosin으로 염색한

다. 지방세포의 크기는 image analysis system(Image 
pro-plus, MD, USA)으로 분석한다.

2.3. Target genes 발현 분석

Total RNA는 Trizol(Invitrogen, Avenue Carlsbad, 
U.S.A.)을 사용하여 조직으로부터 추출하였으며, 역전

사-중합효소 연쇄반응(RT-PCR : reverse transcription- 
polymerase chain reaction,)을 이용하여 특이적 mRNA
의 발현 양을 측정하였다. Complementary DNA는 total 
RNA  2μg과 reverse primer 0.5μg을 혼합하여 최종 약 

14μl를 준비하여 75 에서 15분 동안 열처리(heating)
한 후, 5분 동안 얼음 속에 보관하였다. 여기에 5X 
M-MLV reaction buffer, 10 mM dNTP mixture, 200 
units M-MLV RT(Promega, Madison, WI, USA)를 첨

가하여 최종 양이 25μl가 되게 한 후, 42 에서 1시간 

동안 반응시켰다. RT reaction 5μl에 10X reaction 
buffer(Mg2+포함), 10 mM dNTP, 5 unites Taq 
polymerase(Solgent, Daejeon, South Korea), 그리고 10 
μM primer를 첨가하여 최종 50μl가 되게 한 후, 
RTC-100TM Programmable Thermal Controller(MJ 
Research, INC., Waltham, MA, USA)를 이용하여 

PCR을 실시하였다. 표 1은 primer sequences와 PCR 
conditions이다.
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2.4. 분석방법

모든 값은 mean ± standard deviation(SD)으로 표시

하였다. 통계분석은 Tukey’s multiple-comparison test
에 의한 one-way ANOVA를 실시하였다. 유의수준은 

p<0.05로 설정하였다. 

표 1. Primer sequences와 PCR 조건

Table. 1 Sequences of oligonucleotide primers and PCR 
conditions

 Genes Size
(bp) Primer sequences AT

( ) C

C/EBP
α

465 F:5 -agacatcagcgcctacatcg-3
R:5 -tgcaggtgcatggtggtc-3 52 34

LPL 770 F:5 -atggagagcaaagccctgc-3
R:5 -agtcctctctctgcaatcca-3 52 34

FAT/
CD36 883 F:5 -agttttggatctttgatgtgc-3

R:5 -ttcaataggttctgaaacatc-3 52 34

Leptin 275 F:5 -ccaagaagagggatccctgctccagcagc-3
R:5 -agaatggggtgaagcccagga-3 58 26

β-actin 350 F:5 -tggaatcctgtggcatccatgaaa-3
R:5 -taaaacgcagctcagtaacagtcc-3 58 28

AT : Annealing temperature, C : Cycle

. 실험결과

Testosterone이 CAST 수컷 마우스에서 증가된 지방

조직무게를 억제조절하는지 조사하였다 (그림 1). 

그림 1. 지방조직무게에 대한 testosterone의 영향

Fig. 1 Effect of  testosterone on adipose tissue mass 
* p<0.05 significantly different from Sham mice 
** p<0.05 significantly different from vehicle-treated CAST mice

Sham 마우스에 비해 CAST 마우스는 총 지방조직

무게와 내장지방조직무게가 각각 47.8%와 51.4% 씩 

증가하였으나(p<0.05), testosterone이 처리된 CAST 마
우스는  CAST에 의해 증가된 총 지방조직무게와 내장

지방조직무게가 각각 20.3%와 23.0% 씩 감소되었다

(p<0.05). 
CAST 마우스에서 testosterone에 의한 지방조직무게

의 감소가 testosterone에 의한 지방세포의 형태적 변화

와 관련이 있는지를 조사하였다(그림 2와 그림 3).

그림 2. 백색지방조직의 형태적 변화에 대한 testosterone의 

영향

Fig. 2 Effects of testosterone on morphological changes 
of white adipose tissue 

그림 3. 백색지방조직의 세포 크기에 대한 testosterone의 영향

Fig. 3 Effects of testosterone on adipocyte size of white 
adipose tissue 
* p<0.05 significantly different from Sham mice 
** p<0.05 significantly different from vehicle-treated CAST mice

조직형태학적 분석에 의하면 CAST 마우스의 내장

지방조직을 구성하는 지방세포의 크기는 Sham 마우

스에 비해 더 증가되었다(p<0.05). 그리고 내장지방조

직의 무게에 대한 testosterone의 영향과 일치되게 

testosterone은 내장지방세포의 크기를 감소시켰다. 
CAST 마우스에 비해 testosterone이 처리된 CAST 마우

스의 내장지방세포의 크기는 48.3% 감소되었다

(p<0.05). 고지방식이를 섭취한 CAST 수컷 마우스에서 

testosterone이 백색지방조직의 증가를 개선시킨 분자

생물학적 조절기전을 규명하기 위해, 내장백색지방조

직에서 C/EBPα 전사조절인자의 mRNA 발현정도를 조

사하였다(그림 4). 
내장백색지방조직에서의 C/EBPα mRNA 발현은 

CAST 마우스가 Sham 마우스에 비해 26.7% 증가되었
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다(p<0.05). 그러나 이러한 효과는 testosterone 처리에 

의해 억제되었다. CAST 마우스에 비해 testosterone이 

처리된 CAST 마우스의 C/EBPα mRNA 발현은 23.4% 
감소되었다(p<0.05).

그림 4. testosterone에 의한 C/EBPα 유전자 발현의 조절

Fig. 4 Modulation of adipose C/EBPα gene expression 
by testosterone 
* p<0.05 significantly different from Sham mice 
** p<0.05 significantly different from vehicle-treated CAST mice

또한 백색지방조직에서 testosterone이 지방세포 표

지 유전자의 발현을 조절하는지를 조사하였다(그림 5).

그림 5. testosterone에 의한 지방세포 특이적 유전자 발현의 

조절

Fig. 5 Modulation of adipocyte specific gene expression 
by testosterone 
* p<0.05 significantly different from Sham mice 
** p<0.05 significantly different from vehicle-treated CAST mice

Sham 마우스에 비해 CAST 마우스는 지방세포 표지 

유전자인 lipoprotein lipase(LPL), fatty acid translocase 
(FAT/CD36) 및 leptin의 mRNA 발현정도가 각각 

31.3%, 34.5% 및 29.7% 씩 감소되었다(p<0.05). 
Testosterone에 의한 C/EBPα mRNA 발현의 감소와 일

치되게, CAST 마우스에 비해 testosterone이 처리된 

CAST 마우스의 LPL, FAT/CD36 및 leptin의 mRNA 발
현정도는 각각 22.7%, 31.2% 및 33.5% 씩 감소되었다 

(p<0.05).

. 고  찰

본 연구는 CAST 수컷 마우스가 testosterone 처리에 

의해 지방무게가 감소되었음을 보여주었다. 이러한 결

과는 나이가 들거나 성선기능의 저하로 testosterone 분
비량이 감소된 남성들에게 testosterone을 처리한 경우 

복부비만과 총 지방무게가 감소된다는 다른 논문들에 

의해서 뒷받침되고 있다[3, 4, 10]. 
내장지방의 축적은 신진대사 장애(metabolic syndr- 

ome)를 일으키는 대사작용과 밀접한 관련이 있다[11]. 
따라서 본 연구는 testosterone이 지방세포 대사작용과 

관련된 분자생물학적 조절기전을 통해 지방조직무게가 

조절되는지를 규명하기 위해, CAST 마우스의 내장백

색지방에서 지방세포 대사작용과 관련된 유전자들의 

발현을 조사하였다. 
C/EBPα는 지방세포분화를 조절하는 중요한 전사조

절인자이다. C/EBPα의 발현은 지방세포분화 동안 증가

되며 C/EBPα의 활성은 지방세포분화와 지방세포 표지

유전자의 발현을 촉진한다[5].  Singh 등(2006)의 연구

결과에 의하면 testosterone이 3T3-L1 지방전구세포가 

성숙한 지방세포로 분화되는 것을 억제하였으며  C/ 
EBPα의 mRNA 발현과 단백질 활성을 억제하였다 [12]. 
본 연구결과는 CAST 마우스가 Sham 마우스에 비해  

C/EBPα mRNA 발현이 증가되었지만 testosterone 처리

에 의해 CAST에 의해 증가된 C/EBPα mRNA 발현이 

감소되었음을 보여주었다. 
이러한 연구결과들은 testosterone이 지방세포에서 

C/EBPα의 전사기전에 관여함으로써 지방세포분화를 

억제하였음을 시사하고 있다. 
비만동안 지방세포의 형태적 변화측면에서 볼 때, 지

방조직 무게의 증가는 지방세포로의 lipid 축적으로 인

한 지방세포의 크기가 커졌기 때문인 것으로 알려져 있

다[13]. 일반적으로 지방세포의 형태적 변화는 지방조

직에서의 지방세포 유전자(adipogenic gene)의 조절과 

관련이 있다. LPL과 FAT/CD36은 지방세포로의 지방

축적과 관련이 있다. LPL은 혈액 속의 triglycerides를 
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자유 지방산으로 가수분해하는 효소이며 FAT/CD36은 

지방산을 세포막으로 이동시켜 세포 속으로 유입시킴

으로써 지방조직에 저장시킨다[14-15]. Leptin 또한 음

식섭취, 에너지 소비 및 몸무게 항상성을 조절하는 중

요한 지방 단백질로써 leptin의 양은 신체의 지방분포 

및 양과 밀접한 관련이 있다[16]. 
C/EBPα mRNA 발현이 testosterone에 의해 감소된 

것처럼, 본 연구에서는 testosterone이 CAST 마우스의 

내장지방에서 지방세포 유전자인 LPL, FAT/CD36 및 

leptin의 발현을 억제시켰다. 따라서 본 연구는 CAST 
마우스에서 testosterone이 adipogenesis와 adipocyte 
metabolism과 관련된 유전자인 C/EBPα 작용을 억제조

절함으로써, 지방세포의 형태를 변화시키고 지방조직

무게를 감소시킨다는 것을 입증하였다.
따라서 지방세포의 대사작용에 대한 testosterone의 

분자생물학적 조절기전을 이해하는 것은 testosterone 
분비량이 감소된 남성들의 비만을 조절하고 효과적인 

지방무게 감소를 위한 치료에 도움을 줄 것이다.

. 결  론

본 연구는 testosterone이 처리된 CAST 마우스는 

CAST 마우스에 비해 1)지방조직무게와 지방세포 크기

가 감소되었으며 2)CAST에 의해 증가된 C/EBPα 및 지

방세포 표지유전자들(LPL, FAT/CD36 및 leptin)의 

mRNA 발현이 감소되어 Sham 마우스의 실험과 비슷한 

결과를 얻었다.
결론적으로 본 연구는  testosterone이  CAST 마우스

에서 C/EBPα에 의해 조절되는 지방세포 표지 유전자들

의 발현을 억제시킴으로써 지방조직무게와 지방세포의 

대사작용을 조절한다는 것을 시사하고 있다.
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