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요 약 문

Ⅰ. 제 목

돼지의 지방생합성 조절을 위한 면역학적 및 생화학적 접근

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

목적

돼지의 지방축적량을 감소시키는 항돼지지방세포막단백질 계란항체(IgY)를 개발하고

이의 이용방법을 조사한다.

중요성

1. 돼지의 체내에 지방이 과다한 축적은 에너지 대사에 영향을 미치므로 사료효율(증

체/사료)을 감소시키고 돼지고기의 품질에 영향을 미친다. 따라서 돼지에서 지방축적

이 적어지는 제제(사료)개발은 양돈업의 생산성을 향상시킨다.

2. 돼지고기중 지방함량이 적은 기능성 돈육 또는 다른 축산식품의 개발에 이용 가능

3. 채란양계업의 부가가치를 향상시킨다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

<모델 실험>

1. 3T 3L- 1세포의 막단백질에 대한 난황면역글로뷸린 (IgY)의 생산과 지방세포의

분화조절작용

본연구는 계란항체를 생산하는 모델과 이를 이용하여 지방세포의 분화를 조절하기

위한 모델을 확립하기 위하여 수행되어졌다. 면역 : 산란계에 3T 3L1 세포주의 막단백

질과 Complete Freund' s adjuvant(CFA )의 유성액으로 최초면역하고 Imcomplete

F reund' s adjuvant(IF A)의 유성액으로 2주간격으로 두 번 추가면역하였다.

(1)최초면역후 4주후부터 계란을 수집하여 분리 정제된 항3T 3L1 세포주의 막단백

질-계란항체(Ig Y)의 순도는 SRID법으로 측정되었으며 60- 98%였다. ELISA법으로

평가된 항체(Ig Y)의 반응성은 3T 3L1 세포주의 막단백질과 매우 높았다.

(2)2.5% Porcine s erum 또는 10% FBS가 함유된 3T 3L1세포의 분화유도배지에 항
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3T 3L1- IgY를 첨가하면, 3T 3L1세포의 분화와 GPDH활성은 대조구에 비하여 유의하

게 (P> 0.05) 감소하였다.

(3)마우스에 항3T 3L1- Ig Y를 1주에 1회씩 3주간 피하에 주입하면, 암 마우스의 난

소주위 지방조직량은 대조구에 비하여 감소하는 경향을 나타내었다.

이러한 결과는 항3T 3L1- Ig Y는 3T 3L1세포의 분화 와 암마우스에서는 지방축적을

제어 가능성을 제시하였다. 포유류에서 조류의 계란항체(IgY)를 이용하여 지방축적을

제어할 가능성을 제시하였다.

<지방생합성 억제 확인>
2. 돼지 지방세포 전구세포의 분화에 미치는 계란항체 (Ig Y)의 작용

목적: 본 연구는 양돈생산성 향상을 위한 지방조직축적의 조절을 위해 IgY을 사용

함에 있어서 조직특이성이 있는 Ig Y의 생산가능성조사하기 위하여 실시되었다.

방법 : 항-돼지지방세포 전구세포, 지방세포 막단백질 및 분화된 지방세포 용해물-

계란항체 (Ig Y)가 지방세포 전구세포의 분화에 미치는 작용을 조사하였다. 대조로서

지방세포 전구세포의 분화를 촉진하는 포도당 (Glucose), 리놀산 (Linoleic acid:C18:2)

과 억제하는 비타민A (Retinoic acid : RA), T umor necros is factor (T NF)-α 및

Norepinephrine (NE)이 지방세포의 분화에 미치는 영향을 조사하였다. 이러한 물질들

이 함유된 분화배지에서 분화한 지방세포 전구세포를 항원으로 채란계에 각각 면역시

켜 생산된 항체(Glucose- Ig Y, C18:2- Ig Y, RA- Ig Y, T NF -α- Ig Y, NE- IgY)가 지방세

포 전구세포의 분화에 미치는 영향을 조사하였다. 지방세포 전구세포의 분화는 분화

세포수와 GPDH의 활성으로 판단하였다. IgY의 항원에 대한 반응성과 특이성은

ELISA , 전기영동, Immunoblot 및 Immunohis tochemis try으로 조사하였다.

결과

(1) 항지방세포 전구세포- Ig Y 및 항혈청 (s erum)은 대조에 비해서 16배 높은 반응

을 보였으나, 피하, 복부 및 신장주위지방조직 유래 항-전구세포- Ig Y 사이에 유의차

는 없었다. 항원주입 후 시간이 경과에 따라 IgY의 반응성이 높아졌다. 항지방세포 전

구세포 막단백질- Ig Y의 반응성 2048배의 회석배율은 항-지방세포 전구세포- IgY에 비

하여 크게 향상되었다.

(2) 분화배지중의 포도당 (g lucos e)과 리놀산 (C18:2)은 전구세포의 분화세포수를 증

가시켰으나, GPDH 활성에는 유의한 영향이 없었고, 비타민 A (RA), T NF-α 및 NE

는 분화세포수를 유의하게 감소시켰으며, GPDH 활성은 RA에 의해 유의한 영향은 없

었으나, T NF-α와 NE는 유의하게 감소시켰다.

(3) 항분화세포 용해물- IgY인, Glucos e- IgY, C18:2- IgY, RA- Ig Y, T NF-α- IgY 및

NE- IgY의 반응성은 512희석배율로 서로 비슷하였다.

(4) 분화배지중의 Glucose- Ig Y는 분화세포수를 높이는 경향이 있었으나 C18:2- Ig Y,
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RA- IgY, T NF-α- Ig Y 및 NE- Ig Y는 분화세포수와 GPDH 활성을 감소시켰다.

(5)면역형광사진으로 평가한 반응성은 항분화 세포- IgY는 지방세포 전구세포와 강

하게 반응하였으나, 간장조직, 비장조직 및 신장조직과의 반응성은 매우 약하였다.

(6)상기결과는 항지방세포막단백질- Ig Y는 돼지지방세포전구세포의 분화를 억제하

며, 분화된 세포용해물(단백질)을 항원으로 한 Ig Y는 지방조직특이성을 높여서 지방

조직에만 특이적으로 반응하는 IgY가 생산된 가능성이 있다는 것을 시사하였다.

<산업적 이용>

3. 돼지지방세포 전구세포의 분화에 미치는 항-항-돼지 지방세포 막단백질

토끼 IgG- Ig Y의 작용

목적 : 생산된 IgY가 포유류에서도 작용할가능성이 평가되었고, 항지방세포막단백

질- IgY는 돼지의 지방세포전구세포의 분화를 억제한다. 항체의 산업적생산을 위한 항

원의 생산 가능성과 최소량의 항원을 이용한 Ig Y의 생산실험을 실시하였다.

방법 : 돼지의 지방조직 축적을 조절하기 위하여 항-지방세포 막 단백질 계란항체

(IgY)와 항-항-지방세포 막단백질 토끼혈청(Ig G)- Ig Y (Idiotype Ig Y)가 지방세포의

분화에 미치는 작용을 조사하였다. 항돼지 지방세포 막단백질 토끼-혈청(Ig G)를 10

ug 및 50 ug으로 각각 생산된 Ig Y (Idiotype Ig Y) 및 대조의 항-돼지 지방세포 막단

백질 IgY을 각각 분리 정제하여 ELISA법으로 친화성을 조사하였다.

약 25 kg 돼지 (랜드레이스)의 복부와 등부위 피하 지방조직을 콜라젠분해효소

1mg /mL와 함께 배양하여 분리한 지방세포 전구세포를 배양배지에서 배양하고 시험

배지와 여기에 10 ug/mL의 인슐린이 함유된 분화배지에서 배양하였다. 분화배지에

농도를 달리한 포도당, T NF -α 그리고 IgG, Ig Y, idiotype Ig Y가 함유되었을 때의 지

방세포 전구세포의 분화정도를 시험배지 및 분화배지에서의 분화상황과 비교하였다.

분화는 GPDH활성과 분화된 세포에 축적된 중성지방의 Oil Red O염색으로 조사하였

다.

결과

(1)항-돼지 지방세포 막단백질 IgY의 친화성은 최초 면역 후 첫번째 추가면역 4주

까지는 뚜렷이 높아지지 않았으나, 그후는 시간의 경과와 함께 증가하였다. 두 번째

추가면역 후 8주의 친화성은 312 ng의 IgY까지 민감해졌으나 그 후 12주까지 더 높

아지지 않았다. ]

(2)IgG(정제한 토끼혈청) 10 ug으로 생산된항-항-지방세포 막단백질 토끼혈청

(IgG)- IgY( idiotype Ig Y)의 친화성은 50 ug의 Ig G로 작제된 것과 동일하였다. 최초

면역 2주 후부터 idiotype IgY의 친화성은 주령의 경과에 따라 높아져서 12 주의 친

화성은 2.0 ng Idiotype Ig Y까지 민감해졌다.
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(3)복부와 등 부위 피하 지방 유래 지방세포 전구세포는 시험배지에 비해 분화배

지에서 배양하면 GPDH 활성이 유의하게 (P< 0.05) 높았고 Oil Red O의 붉은 염색상

이 진해졌다. 분화배지에 T NF -α, IgY 및 Idiotype Ig Y를 첨가하여 배양된 전구세포

의 GPDH 활성은 유의하게 (P< 0.05) 낮아졌고 Oil Red O의 붉은 염색상이 묽어졌다.

분화배지의 포도당 농도가 20 mM로 높아짐에 따라 GPDH 활성은 증가하고 Oil Red

O 염색은 진해졌으나, 분화배지중 T NF-α, IgG, IgY 및 Idiotype Ig Y의 농도가 높아

짐에 GPDH 활성은 낮아지고, Oil Red O의 붉은 염색상은 묽어졌다 (P< 0.05).

(4) 이상과 같이 항지방세포 막 단백질 토끼 Ig G에 대한 계란항체 (Idiotype IgY)가

10ug의 IgG로 생산되어도 항지방세포 막단백질-계란항체 (Ig Y)또는 T NF -α의 작용

과 비슷하게 돼지지방세포 전구세포에서 중성지방의 생합성과 축적을 낮추었다. 본연

구는 지방세포 전구세포의 분화억제에 Idiotype- Ig Y의 사용이 가능하며 IgY의 생산을

위한 항원의 생산방법을 시사하고 있다.

4. 항돼지지방세포세포막단백질- IgY유래 F ab`조각의 기능

목적 : 항지방세포막- IgY의 작용메카니즘을 조사하고, 항체의 산업적이용을 위한 분

자량이 낮은 Ig Y(F ab)를 생산하여 이의 이용성을 평가함에 있다.

방법 : 본 연구는 항돼지지방세포막단백질- IgY와 펩신(peps in)을 배양하여 얻은

F ab` 조각의 특징과 이것이 돼지지방 전구세포의 증식과 분화에 미치는 영향을 조사

하였다.

결과

(1) 전기영동상으로 확인한 펩신과 항돼지지방 막단백질- Ig Y의 비율(W /W )이 1:10과

1:25펩신 소화물은 59 kDa 부근에서 일정한 밴드가 나타났다.

(2) ELISA로 확인한 F ab`는 항원과 1,024배의 친화력을 보였고 이것은 Ig Y의 친화

력과 같았다.

(3) 돼지지방세포막단백질의 전기영동상에 Fab`를 부착(Immunolot)하면 강한 친화력

이 있었고 IgY의 Immunolot과 유사하였다.

(4)따라서 항돼지지방 막단백질- IgY의 펩신 소화물은 주로 59.4kDa의 Fab`가 생성된

다는 것을 나타내었다.

(5)생산된 돼지지방 전구세포의 분화배지에 F ab`가 함유되면 지방세포전구세포의 증

식(p< 0.05)을 억제하였으며 증식세포수는 MT T의 비색정량으로 확인하였다.

(6)지방세포전구세포를 분화배지에 IgY, F ab(1:10), F ab(1:25), T NF-α 그리고 리놀

산을 첨가하여 분화도를 GPDH 활성과 oil red O 염색으로 측정하였다. 지방세포 전

구세포의 분화배지에 첨가된 Fab(1:10) 와 Fab(1:25)는 GPDH 활성 억제는 분화배지

의 이들값들에 비해서 40%- 190%를 억제하였고 첨가된 Ig Y 같은 효과를 나타내었다.
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대조로 분화배지에 첨가된 T NF-α는 GPDH 활성을 억제하였고 리놀산은 GPDH 활

성을 증가시켰다.

(7)분화세포에 함유된 지방구의 Oil red O 염색사진도 GPDH 활성과 유사한 경향을

보였다. 따라서 항지방세포막단백질- Ig Y유래 Fab는 지방세포전구세포의 분화억제역

할을 하였다.

(8) 본 실험결과는 펩신으로 Fc 조각이 완전히 분해되어 생성된 Fab가 항돼지지방세

포막단백질- IgY가 지방세포전구세포에 대하여 같은 경향의 분화억제 효과를 나타내

므로 항돼지지방세포막단백질 Ig Y가 Fc 조각과 보체와의 반응메커니즘이 아닌 다른

메커니즘으로 그 분화억제 효과를 나타낼지도 모른다는 것을 시사하고 있다.

(9) 상기 연구 성적은 Ig Y 대신 Fab를 사용하여도 지방세포의 분화억제와 지방축적감

소에 작용할것이라는 것을 나타내었다.

5. 사료중첨가된 Ig Y에 대한 자돈에서의 항Ig Y혈청 생산

목적 : 지방세포 전구세포의 분화를 In v itro에서 항지방세포막단백질Ig Y가

억제하였 으므로 이 Ig Y의 산업적 이용을 목적으로 in vivo에서 항체와 담체

혼합물이 함유된 사료급여시의 항- Ig Y혈청이 생성되는지에 대하여 확인하였다.

방법 :IgY 또는 Ig G와 담체1 또는 담체2 혼합물이 함유된 사료를 급여하여

사료급여시의 자돈 과 부로일러에서의 모델실험을 실시하고 그결과를 바타으로 다시

자돈에서의 모델실험을 실시하였다.

결과

1. 담체의 스크리닝을 위한 모델로 항체 또는 담체에 대한 항혈청 생성되는지

부로일러에 담체1 또는 담체2와 Ig G가 함유된 사료를 4주간 급여하여 조사되었다.

항- IgG혈청의 반응성이 10배로부터 80희석 배율까지 있었으며 항-담체2혈청의

반응성은 매우 높았다. 담체1 또는 담체2가 성장,사료효율, 간장 및 비장무게에

영향을 미치지 않았다. 이 결과를 기초로 담체1 과 담체2를 자돈의 항- IgY혈청

생산의 모델 실험을 실시 하였다.

2. 자돈에서 사료중 담체 1 또는 담체 2는 항Ig G(토끼항체) 또는 IgY혈청의 반응성을

8배 로무터 1,280배의 회석배율에서 있었다. 항담체혈청의 반응성은 1,280로부터
256,000배가 되었다. Immunoblot 결과 항- IgY혈청은 Ig Y와 확실히 반응하였다.

3. 본연구 결과는 담체1 과 담체2는 자돈에서의 항- IgY-혈청 생성을 시킨다는 것을
나타내었다.
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

연구개발결과

1. 지방세포전구세포의 분화를 억제하는 Ig Y와 F ab 생산방법의 확인.

2. Ig Y의 대량생산을 위한 Idiotype Ig Y의 생산방법의 개발.

3. 자돈에서 대조 IgY를 이용하여 항Ig Y혈청이 생산(체내전이)되는 기초 데이터 확인.

연구개발결과의 활용에 관한 건의

1. 실제 양돈업에서의 산업적이용을 위한 Ig Y의 활용성에 관한 기초 확립이 필요.

-항지방세포막IgY와 Fab를 이용하여 돼지에서 항Ig Y 및 항F ab혈청생산의 지속성

확인 실험이 필요.

-체내 전이된 항체는 지방세포전구세포의 수를 감소 시키는가.

- 실제 체지방함량을 감소시킬것인가.

- 자돈의 성장률을 증가 시키고 사료효율을 증가 시킬것인가 .

의 확인실험이 필요

2. 항IgY 혈청 및 항Fab혈청이 생성되는 기초이론 확립이 필요
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편집순서 4 S UMMARY(영문요약문)

Ⅰ.T heme :

Immunolog ical and Biochemical Approach for the Reg ulat ion of Fat

Biosynthes is and Accumulat ion in Sw ine

Ⅱ.T he Goals and T he Importance

Goal

F or the improvement of performance reg ulat ing the energy metabolis m

the reducing of the fat accumulation in sw in and animals ,

1. T he development of the egg immunog robulin(IgY)

2. T he inves tigat ion of w ays to ut ilize the Ig Y

Importance

1. T he reduction of fat accumulat ion increase feed efficiency(g ain/ feed) by the IgY

may improv e the performance of the s w ine indus try making the bes t quality of

pig meat.

2. T he res earch results may propose the bas is of product ion of the functional pig

meat and the development of other lives tock products .

3. T he results may increas e the values of the layer egg indus try .

Ⅲ. T he Contents and Range of the A pproach

1. T he Product ion of Anti- 3T 3L- 1 Cell Membrane Protein Yolk Immunog lobulin

(IgY) and the Control of Adipocytes Different ia tion in Mous e

In order to es tablish a model for the control of adipocytes different iation by

us ing antibody produced from eg g yolkk, the emuls ion of membrane protein of

3T 3L- 1 cell membrane protein w ith the complete F reund' s adjuvant for the firs t

immunizat ion and w ith the incomplete F reund' s adjuvant for the s econd and third

boos t ing w ith tw o w eeks intervals w ere injected in layer. A fter 4 w eeks of the
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firs t immunizat ion, egg s w ere collected and antibody (IgY) w as purified from egg

yolk. T he Ig Y w as purity of 60- 98% determined by s ingle radial immunodiffus ion

(SRID) methods and s how ed high react ivity w ith the preadipocytes membrane

protein ass ayed by ELISA . W hen the Ig Y w as added in the tes t media containing

either 2.5% porcine serum or 10% F BS(control), the different ia tion of 3T 3L- 1 cells

and GPDH activities w as s ig nificantly decreas ed compared to the control cells .

W hen mice w ere s ubcutaneous ly injected w ith the IgY for 3 w eeks , adipose tis s ue

mas s around ov ary w as tended to be decreas ed in female mice compared to those

of control mice. T he res ults indicated that the eg g immunog obuin (IgY) raised

agains t 3T 3L- 1 cell membrane protein may decreas e the different ia tion of 3T 3L- 1

cells in vitro and fat accumulation in the female mouse.

2. T he Influence of Eg g Immunoglobulin (Ig Y) on the Different iat ion of

Adipocyte Precurs or Cells of Sw ine

T he function of egg antibody (IgY) on the reg ulat ion of fa t accumulat ion or

differentiat ion of adipocyte precursor cells w as s tudied.

T he IgYs ag ains t adipocyte precursor cells , adipocyte plasma membrane protein

and the differentiated adipose precursor cell lysates w as rais ed in layer.

Eg g immunoglobulin (IgY) agains t the precursor cell, adipocyte plasma

membrane protein and the differentiated adipocyte precursor cells (Glucos e- IgY,

C18:2- Ig Y, RA - Ig Y, T NF-α- IgY, and NE- Ig Y) w as raised. T he react ivity and

s pecificity of the purified IgY w ith the ant igens w as determined by ELISA,

electrophores is , immunoblot and immunohis tochemis try . T he different iation of

adipocyte precurs or cells from pig let w as induced w ith the insulin . T he influence

of Ig Y w ith the adipogenic and antiadipog enic s ubs tances on the differentiat ion of

adipocyte precursor cells w as compared. T he different iat ion of the adipocyte

precurs or cells w as assayed counting the different iated cell number and assaying

the GPDH activity .

Anti- adipocyte precurs or cell s erum and Ig Y had higher react ivity compared

w ith those in control, w hile any difference w as not found among precursor cells

from the s ubcutaneous , abdominal and perirenal adipos e pads . A nti- adipocyte

plas ma membrane protein- Ig Y gav e hig her react ivity than anti- precursor cells - IgY.

React iv ity of the IgY increas ed g radually w ith w eeks of immuniza tion pass ed.

Influence of adipogenic glucose and linoleic acid (C18:2), and antiadipogenic
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ret inoic acid (RA), tumor necros is factor-α (T NF -α) and norepin ephrine (N E)

on the different iat ion of adipocyte precursor cell w as inves t ig ated. Glucose and

linoleic acid in the medium increased the different iated cell numbers w hile

s ig nificant effect on GPDH activity w as not found. Retinoic acid (RA), T NF-α

and norepinephrine (NE) reduced the differentiated cell numbers , w hile the GPDH

activity w as not influenced by the RA but decreased s ignificant ly by the T NF-α

and NE.

T he g lucose- IgY in the medium increas ed the different iated cell numbers , w hile

C18:2- Ig Y, RA - Ig Y, T NF-α- IgY and NE- Ig Y g enerally decreased the

differentiated cell numbers and GPDH activities . T he fluores cence of adipocyte

precurs or cell reacted w ith the the IgY agains t the differentiated cells w as clear,

w hile the cros s react iv ity of liver, kidney and s pleen w ith the IgY w as unclear.

3. Funct ion of egg immunog lobulin (IgY) agains t ant i- s w ine adipocyte membrane

protein rabbit Ig G on the different ia tion of adipocyte precurs or cells of s w ine

In order to reg ulate the energ y metabolism and accumulat ion of fat for the

improv ement of animal performance, the function of eg g immunoglobulin (Idiotype

Ig Y) rais ed ag ains t anti- porcine adipocyte plasma membrane protein rabbit IgG on

the different ia tion of sw ine adipocyte precurs or cells w as s tudied. Eg g

immunog lobulin (Ig Y) agains t 50 ug of porcine adipocyte plasma membrane protein

and the egg immunoglobulin (idiotype IgY) raised agains t ant i- porcine adipocyte

plas ma membrane protein rabbit Ig G 10 ug or 50 ug w ere raised, res pect iv ely.

T he affinity of IgY, Ig G and idiotype Ig Y w ere ass ayed by ELISA. T he GPDH

(Glycerol- 3- phos phate dehydrogenas e) act iv ity and Oil Red O staining of adipocyte

precurs or cells incubated w ith tes t ing medium and differentiat ion medium (tes ting

medium w ith ins ulin) w ere compared w ith thos e incubated w ith the different iat ion

medium added glucose, T NF-α, Ig Y, IgG and idiotype Ig Y.

T he affinity of the IgY w as not highered s ig nificantly after the immunization

to 4 w eeks of the firs t boos t ing, but w as increas ed to the sens itivity of 312 ng in

8 w eeks of the second boos t ing and w as show n a plateau v alues thereafter to 12

w eeks . T he idiotype IgY raised agains t 10 ug and 50 ug Ig G have show n the

ident ical affinity of 2.0 ng in 12 w eeks after the firs t immunizat ion and 2 times of

boos t ing. T he affinity of idiotype IgY w as increased gradually (P< 0.01) w ith the

w eeks of immuniza tion passed after 2 w eeks to 12 w eeks . T he adipos e t is sue
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adipocyte precurs or cells of abdominal and back subcutaneous incubated w ith the

differentiat ion medium and the differentiat ion medium w ith ra is ing glucose level

had s ig nificantly (P< 0.05) hig her GPDH activity and s tained more the red areas of

Oil Red O staining compared w ith thos e incubated w ith the tes t ing medium. T he

adipocyte precursor cells of abdominal and back incubated w ith the different iat ion

medium added T NF-α, Ig G, Ig Y and idiotype IgY g ave s ignificant ly (P< 0.05)

low er GPDH activity and smaller the red areas of Oil Red O staining . T he

idiotype Ig Y s how ed the low es t GPDH activity and the s malles t the red area of

Oil Red O s ta ining among media w ith IgG, IgY and idiotype IgY. T he results

indicated that anti- porcine adipocyte plas ma membrane eg g immunoglobulin (IgY)

and idiotype IgY raised agains t ant i- porcine adipocyte plasma membrane rabbit

Ig G decreased GPDH activity and reduced the red area of Oil Red O staining . It

may show that the Ig Y decrease biosynthes is and accumulation of tr ig lyceride

during the different iat ion of s w ine adipocyte precurs or cells to adipocyte.

4. F unction of Fab` F ragment from Anti- Porcine Plasma Membrane Protein IgY

T he Fab` fragment from anti- porcine adipocyte plasma membrane protein Ig Y

by peps in dig es t ion w as characterized. Laying hens w ere s t imulated of immun

res ponse inject ing of 100 ug of porcine adipocyte plasma membrane protein and

boos ted 2 times for 4 w eeks interval during 12 w eeks . T he anti- porcine adipocyte

plas ma membrane protein IgY w as purified and dig es ted in peps in w ith Ig Y of

rat io(w /w ), 1:1, 1:5. 1:10 and 1:25. T he frag ment obtained w ere characterized by

ELISA , nondenaturing polyacrylamide gelelectrophores is and immunoblot t ing.

F unct ion of Fab` fragment on the proliferat ion of porcine adipocyte precursor cells

w as determined by MT T assay. Porcine adipocyte presursor cells w ere incubated

in differencitat ion medium containing the Ig Y, Fab(1:10), F ab(1:25) T NF-α and

linoleic acid. T he peps in w ith s ame amount of IgY(1:1) dig es ted random pos it ion

of IgY. T he peps in and Ig Y rat io of 1:10 and 1:25 remained Fab` fragment

59.4kDa. T he reactivity of the 59.4 kDa frag ment w ith the adipocyte plas ma

membrane protein by ELISA w ere given at 1,024 dilut ion (31ng ) show ing no

difference w ith the IgY. T he 59.4kDa fragment combined w ith the porcine

adipocyte plas ma membrane protein s trongly by immunoblot ting s how ing s ame

res ult w ith the IgY. T he res ults indicated the 59.4kDa frag ment is deriv ed from

the anti- adipocyte membrane protein- IgY. T he Fab` frag ment decreas ed the
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proliferat ion of porcine back(p< 0.05) and abdominal subcutaeous adipocyte

precurs or cells . T he Fab(1:25) and the T NF-αdecreased the different iat ion of the

abdominal and back subcutaneous adipocyte precurs or cells to adipocyte

s ig nificantly(p< 0.05) decreas ed the different iat ion of abdominal subcutaneous

adipocyte precursor cells . T he results indicated 59.4kDa frag ment of Ig Y w ill be

F ab` frag ment . And the F ab` frag ment decreas ed the proliferation of adipocyte

precurs or cells and the different iat ion of adipocyte precursor cells . In conclus ion,

the Fab` may funct ion same as the IgY and the IgY may function w ithout Fc

frag ment of immunog lobulin .

5. Product ion of anti- IgY serum by Feeding in Pigs

In order to ut ilize the ant i- adipocyte membrane protein IgY in sw ine indus try ,

the reactivity of anti- IgY serum by feeding w as evalulated in pigs .

Diets containing the compounds of the IgY and v ehicle 1 or vehicle 2 w as fed on

the new ly hatched broiler or new ly birth pigs during 4 w eeks - old, respeciv ely.

T he react ivity of ant i- Ig Y- serum w as assayed by ELISA and immunobott ing .

1. F or the screerining model of vehicles to transfer the IgY, diets containig a

compouds of Ig G(rabbit) w ith v ehicle 1 or vehicle 2 w as fed on broiler bird during

4- w eek- old. A nti- Ig G serum had 10 to 80 dilut ion of affinity and the reactivity of

ant i- vihicle 2 serum w as high. Vehicle 1 and Vehicle 2 did not affect g row th, feed

efficiency, and w eight of liv er and spleen during 4 w eeks of feeding. T he res ults

w as us ed as bas is of product ion model in pig s for ant i- s erum us ing vehicle 1 and

v ehicle 2.

2. Diets containing a compound of Ig Y and vehicle 1 or vehicle 2 w as fed on pig s

during 4 w eek old. A nti- Ig Y s erum gave 8 to 1280 dilution of affinity . A nd the

reactivity of ant i- v ehicle w as hig h. T he immunoblot show ed the anti- Ig Y serum

had hig h react iv ity w ith the IgY during 4 w eeks of feeding.

3. T he res ults indicated the vehicle 1 and vehicle 2 have synerg ic effect rais ing

anti- Ig Y s erum in pigs .
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제 1 장 서 론

제1절 연구개발의 목적과 범위

1. 연구개발목적

가. 생산된 IgY에 의한 돈육중 지방생합성제어 방법 개발

- 돼지의 지방세포에서의 지방축적을 감소시키기 위하여 가금을 이용하여

항 돼지지방세포막 단백질 항체(Ig Y)를 생산하여 돼지의 지방축적량감소에

이용한다.

나.돼지에서의 IgY에 대한 항혈청 생성 담체의 확인 과 이용

다.항원 과 항체의 대량생산방법 개발

2. 연차별 연구개발목표와 내용

구 분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차 년도
(1996 )

항체 스크리닝 시스템개발
3T 3L1 및 Primary지방세포에 대한 항체생산,항체정
제모델 정립

2차 년도
(1997 )

지방세포성장억제항체 개발
정제 및 생산

Primary지방세포증식 억제항체스크리닝, 막단백질정
제, Immunoblot ing . Immunohis tochemis ty

3차 년도
(1998 )

지방세포성장억제항체정제방
법

특이항원 과 항체 스크리닝, Immunoblot ing. 항체의
in vivo 생물반응 모델

4차 년도
(1999 )

생산된 항체의 이용방법연구
(산업화)

특이항체 이용방법 연구. 특이항원항체생산연구
항체의 in vivo 적용방법 연구

5차 연도
(2000)

생산된 항체의 이용방법과

메커니즘연구(산업화)

ｏ항체의 대량생산과 반응성 향상.-소량항원으로대량

항체(Ig Y,Idio- typeIg Y)생산연구.-지방세포분화및조직

특이성에미치는Ig Y및 Idio- type IgY의 영향

ｏ F ab의 생산 A향상

- 지방세포분화 및 특이성

ｏ성장중인 동물에서 담체의 연속적 자극과 항혈청

반응성

- 담체 1, 담체 2 의 항혈청생산 영향

- 가금에서의 모델 실험

- 돼지지방모델 실험
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제 2 절 동물의 체지방 축적량 조절
국내외 관련기술 현황

1. 지방세포와 사료섭취량

동물에서 사료섭취량의 조절은 에너지균형 조절과 증체조절에 중심적인 역할을 한

다. 사료섭취량은 포만 (飽滿) 인자 (Satiety factor)의 작용으로 시상하부에서 조절된

다 (Hervey등, 1959). 사료섭취량의 단기조절은 장에서 생성되는 콜레시스토키닌

(Choles tokinin)이 포만신호가 되어 중추신경계에 작용하여 사료섭취량이 감소하고

(W oods등, 1998), 장기조절을 위한 기아 (飢餓)와 포만 (飽滿) 신호는 시상하부에서

생성된 뉴로펴타이드 Y (Neuropeptide Y : NPY) 와 지방세포에서 생성된 려틴

(Leptin)에 의해서 이루어진다. 절식 동물의 시상하부에서 NPY의 생성이 증가하며,

NPY를 주사하면 중추신경에 기아 (飢餓) 인자로 작용하여 사료섭취량과 증체를 증가

시킨다. 지방세포에서 생성된 려틴은 혈류로 방출되는 포만인자로서 시상하부에 작용

해서 NPY의 생성을 저해하여 사료섭취량과 체중을 감소시킨다(F ig lew icz등, 1996).

2. 지방조직성장

근육조직과 지방조직의 성장정도는 동물의 성장단계에 따라 다르다. 출생 후 근육

조직의 성장은 근육 섬유아세포의 증생 (Hypertrophy)이나, 지방조직의 성장은 증생

과 더불어 증식 (Hyperplas ia)이 동반된다 (Roche와 Quirke, 1986). 근육 성장은 연령

경과에 따라 감소하여 연령과 반비례한다. 성숙된 동물의 체중증가는 60%이상이 지방

조직의 성장이다. 지방조직은 지방세포 (fa t cell), 지방세포 전구세포 (adipocyte

precurs or cells ), 혈관의 내피세포 (endothelial cells ), 비만세포 (mas t cells ), 그리고

대식세포 (macrophage)등으로 이루어진다. 이들중 지방세포가 가장 많은 세포이다

(Vernon과 Cleg g, 1985). 백색지방조직(W hite adipos e t is sue)의 발달은 태내 자돈에

서 연구되어왔다(Haus man등, 1987). 지방조직 중 지방세포 전구세포와 다양한

fibroblas t 유래의 미분화된 세포주(cell line)들은 tr iacyg lycerol 생합성과 동원에 관여

하는 효소를 합성하지 않는다. 이들을 배양증식하여 군집(confluence)하면 분화가 일

어나고 지질합성과 동원에 관련된 효소가 생성된다. 지방세포전구세포의 지방세포로

의 분화과정에서는 세포내 Glycerol- 3- phosphate dehydrog enase (GPDH)의 활성이

수백 배로 증가한다(Kuri- Harcuch 등, 1978). 이때부터 지방세포대사에 영향을 미치는

호르몬의 반응으로 지질을 계속 축적한다. 지방이 지방세포 내에 축적되면 세포골격

단백질의 합성능력이 상실되면서 동시에 fibroblas t 모양으로부터 구형의 지방세포 모

양으로 변한다(Cryer, 1982).
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3. 조직성장조절의 실제

반추동물 (Baile등, 1987), 돼지 (Houpt, 1985) 그리고 가금 (Forbes , 1985)의 성장

중에 사료섭취량이 증가하면, 지방축적량이 많아진다. 축산물의 생산효율은 체지방 축

적율이 증가하면 낮아지고, 근육생산이 증진되면 높아진다. 성장홀몬등 홀몬류와 신경

전달물질인 아드레날린 β- 수용체 유사물질인 Cimaterol은 축산물의 생산효율 향상

을 위한 생리조절제로서 사용이 시도되었다 (Futter등, 1990). 이들을 이용하여 생산된

축산물의 인체에 대한 안전성이 검증되지 않아 β- 수용체 유사물질등은 유럽과 미국

에서 사용이 허가되지 않았다 (W arries등, 1989).

최근에는 안전성이 보다 많이 보장되는 방법으로서 Flint 등(1986)은 항지방세포

혈장막단백질의 단클론 또는 다클론 항체가 지방세포 전구세포의 분화를 억제한다고

보고하였다. 이러한 방법중의 하나가 지방세포 막단백질에 대한 단클론 또는 다클

론항체로 지방세포 전구세포의 분화를 조절하는 것이다. 지방세포 막단백질을 항원으

로 하는토끼 (Dulor등, 1990), 양 (Moloney등, 1989), 돼지 (Kes t in등, 1993), 가금

(Dong등, 1991)에서 다클론 항체가 생산되었다. De clercq (1997)등은 항돼지 지방세

포 막단백질 단클론 항체가 in vitro에서 돼지의 지방세포 전구세포의 분화를 감소시

킨다는 성적을 보고하였다.

4. 본연구의 목적 과 필요성

채란계에 항원을 주입하여 생산된 항체는 계란(IgY)에 이행한다. 계란은 대량 생산되므

로 IgY도 대량 생산되어, 이것은 산업적인 관점에서도 돼지의 지방 생합성 제어에 이용

가능하다고 가정하였다. 토끼등을 이용한 포유동물로부터 채혈에 의한 항체의 생산은 산

업적인 대량생산에 이용하기 어렵다. 본 연구는 계란에 항 지방세포 항체를 이행시켜 이

것을 면역조절(Immunomodulation) 방식으로 돼지의 지방축적제어에 이용할려는 것으로,

계란의 생산증가는 언제나 가능하므로 산업적으로 이용 가능한 기술이 될것이다.

경제 산업적 측면: 돼지의 지방축적 억제에 의한 사료효율 향상: 고급 육(기능성육)

의 생산으로 소비자의 기대에 보답하고 수출산업의 육성에 도움을 주므로서 양돈업의 국

제경쟁력 향상. 계란의 기능성이 증가하여 채란 양계업의 부가가치 향상된다.

사회 문화적 측면 : 산업화된 풍요한 사회에서 많이 발생하는 비만증, 당뇨병, 고혈

압등 성인병의 원인중 하나는 지방세포 대사의 부조화에 의한 것이다. 지방세포의 대사를

조절하는 항체 연구는 건강한 사회를 지향한 사람의 성인병의 연구와도 관계가 있다.
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제2장. 3T 3L- 1세포의 막단백질에 대한 난황

면역글로뷸린 (IgY)의 생산과

지방세포의 분화조절작용

제1절 적요

본연구는 계란항체를 이용하여 지방세포의 분화를 조절하기 위한 모델을 평가하기

위하여 수행되어졌다. 면역 : 산란계에 3T 3L1 세포주의 막단백질과 complete

F reund' s adjuvant 그리고 imcomplete Freund' s adjuvant의 유화액으로 각각 최초면

역한뒤에 2주간격으로 두 번 추가면역하였다. 최초면역후 4주후부터 계란을 수집하였

다. 분리 정제된 계란항체(Ig Y)의 순도는 SRID법으로 측정되었으며 60- 98%였다.

ELISA법으로 평가된 항체(Ig Y)는 3T 3L1 세포주의 막단백질과 매우 높은 반응성을

나타내었다. 2.5% Porcine serum 또는 10% FBS가 함유된 3T 3L1세포의 분화유도배

지에 Ig Y를 첨가하면, 3T 3L1세포의 분화와 GPDH활성은 대조구에 비하여 유의하게

(P> 0.05) 감소하였다. 마우스에 Ig Y를 1주에 1회씩 3주간 피하에 주입하면, 암 마우스

의 난소주위 지방조직량은 대조구에 비하여 감소하는 경향을 나타내었다. 이러한 결

과는 계란항체 처리로 3T 3L1세포의 분화와 암마우스에서는 지방축적을 제어 가능서

을 암시한다.

제2절 서론

가축에 과다한 지방 축적은 식육생산산업에 있어서 고비용을 초래한다. 체지방을

감소시키기위한 영양학적(Lhuillery et al., 1988, Becker et al., 1986), 호르몬적

(W arris s et al., 1990), 생리학적 (Dauncey et a l., 1983)방법들을 포함한 여러가지 연

구들이 수행되어져 왔다. 도체중 단백질함량의 증가를 위해서 β- adregenic 아고니스

트와 성장호르몬(Futter et al., 1990 ; W arris s et a l., 1989.)을 이용하여 성과를 거두

었다. 그러나 성장호르몬의 경우는 정기적인 주입이 필요하고, 다른 호르몬에서는 부

작용(W arriss et al., 1989, 1990) 때문에 유럽연합에서는 이러한 제제들의 사용이 금

지되었다.

지방세포 막 단백질에 대한 다클론 항혈청으로 지방세포의 세포독성효과를 이용하
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여 체지방함량을 조절하는 연구가 발표되었다 (Declercq et a l., 1997; Butterw ith et

a l., 1989; F lint et al., 1986). 성장중인 쥐(렛트)와 돼지에 지방세포 막 단백질에 대한

항혈청을 수동면역시키면, 지방세포의 광범위한 용해가 일어나서 체지방감소를 유도

할수 있다고 하였다. 그러나 면역 과 채혈에 의한 항혈청생산은 사용가능한 항혈청의

생산량에 제한이 있다. 그뿐만 아니라 동물에게 많은 스트레스를 주며 동물복지에도

문제가 제기된다. 암탉은 간에서 생산한 혈청 면역글로부린을 난황에 이행시켜 병아

리에게 면역력을 제공한다는 것은 잘 알려져 있다. 계란항체는 난황으로부터 쉽고 빠

르게 분리할수 있다는 것은 이미 잘 알려져 있다 (Akita et al., 1992). 최근 수동면역

요법분야에서 여러 질병을 방지하기 위해 경구 투여법을 이용한 계란항체의 실제적용

이 소개되었다 (Bartz et a l., 1980). 이러한 경우에 있어서는 손쉬우면서도 대량의 계

란항체의 공급이 요구되어진다. 본 연구는 계란항체생산의 모델시스템을 만들고

3T 3L1세포 막 단백질에 대한 가금 계란항체를 이용하여 마우스의 체지방 축적의 조

절이 가능한지를 조사하기 위해 수행되었다.

제3절 재료 및 방법

1. 세포배양 및 분화유도

3T 3L1 마우스 섬유아세포주는 습도가 조절되고 이산화탄소가 대기중 5% 함유된

조건에서 10%의 FBS가 함유된 DMEM배지로 배양되었다. 5×106 개의 세포들이

2.5%의 porcine s erum이나 10%의 FBS가 함유된 시험배지에서 배양되었고, 인슐린

(10 ug /mL), IBMX (0.5 mM), Dexamethasone (0.25 uM)를 첨가한 분화 유도배지에

계란항체를 5 ug /mL의 농도로 첨가하였다. 시험배지는 이틀간격으로 7- 10일간 교체

하였다.

2. IgY 생산 및 정제

막 단백질을 제조하기 위하여 8 mL의 막 추출완충액 (40 mM HEPES, 1%

T ritonX- 100, 10% Glycerol, 5 uM EDT A, 1 mM PMSF , 1 mM DT T )에 6×107개의

3T 3L1세포를 넣고 Dounce 균질기로 균질화하였다. 균질화된 세포액은 100,000 g, 4℃

에서 1시간 원심하여 얻은 펠렛을 0.85% 식염수에 현탁하여 제조된 막단백질은 단백

질농도 측정 후에 사용전까지 - 70℃에 보관하였다.

77주령의 Isa Brow n종 산란계 10수에 막 단백질 250 ug과 complete Freund' s

adjuvant로 조제한 유화액 1 mL를 최초면역시켰으며, complete Freund' s adjuv ant와

동일한 막 단백질로 제조한 유화액을 2주간격으로 2번 더 추가면역시켰다.

계란항체는 Hatta등 (1990)의 방법에 의해 분리되어졌다. 난백으로부터 난황을 분리
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하여 알부민등을 제거하기 위하여 증류수로 난황을 세척하였고 부착되어있는 난백을

제거하기 위하여 세척한 난황을 페이퍼타올 위에 올려 놓고 굴렸다. 난황막에 구멍을

뚫어 난황막이 섞이지 않게 난황을 코니칼 튜브에 넣었다. 난황은 난황과 같은 량의

증류수로 희석하였다. 혼합물은 다시 난황 용적의 4배량의 0.15% λ- carrag eenan과

섞어 4℃에서 15시간 이상 정치하고 4,000 g, 15분간 원심하였다. 상등액을 여지를 이

용해 여과한 뒤 침전이 생길때까지 포화 암모늄 설페이트 용액을 첨가하였다. 4,000

g , 15분간 원심시킨후 상등액을 따라내고 난황용적 4배량의 PBS로 현탁하였다. 현탁

액의 18%량 (W /V)에 해당하는 Na2(SO4)2 파우더를 첨가하였다. Na2(SO4)2 파우더가

완전히 용해될때까지 혼합물을 교반기에서 교반한 뒤 4,000 g, 15분간 원심하였다. 펠

렛은 난황용적 2배량의 PBS에 녹였다. 0.45 um의 막필터를 이용하여 여과한 뒤 다음

실험을 위해서 단백질농도를 측정한다.

3. S ing le Radial Immunodiffus ion (SRID) Ass ay

Radial immunodiffus ion은 McCannel과 Nakai의 방법에 의해 분석되었다. 2.5

mg /mL의 토끼 anti- chicken Ig G anti- sera를 함유한 1% ag aros e g el을 제조하여

RID 플레이트에 부었다. 6 uL의 희석된 시료와 0.1, 0.2, 0.5와 1.0 mg /mL의 표준물질

을 직경 3 mm의 w ell에 넣었다. 알려지지 않은 시료의 계란항체농도는 표준물질의

각농도별 면적에 의해 작성된 기본곡선을 참고하여 결정되어졌다.

4. Enzyme- linked Immunosorbent As say (ELISA )

ELISA는 Shimizu등(1988)이 서술한대로 수행되었다. Carbonate/ bicarbonate 완충

액에 현탁한 막단백질을 플레이트 w ell당 0.5 ug씩 코팅하여 4℃에서 하룻밤 배양하

였다. 플레이트는 PBS- T (0.05% T w een- 20)로 3번 세척하고 다음과정으로서 블로킹

완충용액 (0.17 M H3BO3, 0.12 M NaCl, pH 8.5, 0.05% T w een- 20, 0.25% BSA,

0.05% NaN3)을 w ell당 100 uL씩 넣어 37℃에서 30분간 배양하였다. 플레이트들은 정

제된 계란항체를 연속적으로 희석하여 37℃에서 1시간 배양하였다. 플레이트들은

PBST로 3번 세척하고, w ell당 100 uL의 anti- chicken IgG (Alkaline phosphatase -

S igma Chemical CO., S t . Louis , MO, 1 : 500 in PBST )를 첨가하였다. 37℃에서 1시

간 배양뒤에 PBST로 플레이트를 2번 세척하고 50 uL의 기질용액 (0.1%

p- nitrophenyl phosphate disodium in glycine buffer : 0.1 M g lycine, 1 mM MgCl

2·6H2O, 1 mM ZnCl2, pH 9.8)을 첨가하였다. 친화성은 0.5 M의 NaOH 50 uL첨가에

의해서 정지되었다. 흡광도는 ELISA 측정기를 통해 405 nm에서 측정되었다 (BIO

T EC EL311SL).

5. In vivo Adminis trat ion of IgY
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3주령에 이유된 ICR 마우스 숫컷 12마리와 암컷 6마리을 각각 대조구와 계란항체구

로 나누어 톱밥을 깔아주고 온도는 21- 24℃, 습도는 40- 60% , 12시간씩 명암조건으로

플라스틱 케이지에 3마리씩 넣어 사육하였다. 마우스들은 3주간 사료 (Purina

Centified Laboratory Chow )와 물을 자유급여하였다. 마우스들은 1주간격으로 3주간

계란항체와 imcomplete Freund' s adjuv ant로 제조된 유화액 200 uL로 피하 주입되었

다. 실험종료시에 증체량과 정소, 난소주위 지방조직을 채취하여 무게를 측정하였다.

6. Glycerol- 3- phosphate Dehydrog enas e (GPDH) 활성

냉각된 PBS로 세포들은 두 번 세척하고 0.3 mL의 T ris - EDT A완충액 (25 mM

T ris - HCl, 1 mM EDT A, pH 7.5)을 넣고 긁어서 모은다. 세포들은 5초간 초음파분해

하여 균질화하고, 13,000 g , 4℃ 조건하에서 5분간 원심한다. 상등액을 분석에 이용한

다. GPDH는 Kozac과 Jens en (1975)의 방법에 의해 분석하였다.

7. 통계처리

얻어진 값들은 SAS (1985)의 GLM으로 분산분석하고 평균값들간의 유의성은 은

SA S의 LSD값이나 s tudent' s t- tes t로 결정하였다.

제4절 결과 및 고찰

1. Ig Y의 수율 과 순도

생산된 계란항체의 농도와 순도를 T able 1에 나타내었다. 난황을 두배로 희석하

고 0.15% λ- carrageenan용액을 첨가하여 원심분리하여 난황의 주요성분인 지단백을

침전시켰다. 상등액층의 계란항체의 순도는 60- 98%이다. Hat ta (1990)등은 계란 한

개당 항체 량은 약 70- 100 mg이며 황산소다로 세 번 제염하면 순도는 98%이상이 된

다고 하였다. 계란 난황 과립자들로부터 수용성 혈장단백질 층을 형성하기 위해 증류

수로 난황을 희석하면 수용성층에서 Ig Y의 회수율은 90%이상이다. 계란항체의 생산

에 있어서 본 실험의 데이터는 Hatta (1990)등의 결과와 유사하였다. 면역시킨 산란계

로부터 1주일간 6개의 계란을 수집하면 상당한 양의 계란항체(Ig Y)를 얻을 수 있다는

것을 의미한다. 이는 채혈의 스트레스 없이 대량의 계란항체를 난황으로부터 쉽게 분

리할 수 있었다.
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T able 1. T he concentration of egg yolk immunog lobulin (Ig Y) raised ag ains t

3T 3L- 1 cell.

T otal protein T otal Ig Y Recov ery Purity of IgY

mg/ mL mg/ mL % %

Supernatant* 235±10.0 45±3.7
A fter desalting 45±5.0 32±2.7 71.1 60- 98

3 replicates

Init ial eg g yolk w as mean±SE(13.0±1.51 mL).
* Supernatant : T he doubly diluted egg yolk w as mix ed w ith 0.15 % λ- carrageenan

s olut ion(four t im es of egg yolk) and s tood over night in refrig erator. T he mix ture
w as then centrifug ed at 10,000 × g for 15min. T he supernatant w as then filtered

throug h a filter paper.

2. Ig Y의 친화성

생산된 IgY의 친화성은 Figure 1과 2에 보이고 있다. 대조로 사용된 계란항체와

비교해서 항3T 3L1지방세포 전구세포 막단백질- IgY의 친화성은 1 : 2048희석농도로서

50 ng of IgY/ w ell이 되었다. 이 결과는 최초면역후 4주면 반응성이 높은 계란항체를

생산할수있다는 것을 나타낸다.
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3. 세포분화에 미치는 항- 3T 3L1- Ig Y의 작용

2.5% porcine Serum 또는 10% F BS가 함유된 시험배지에 인슐린 (10 ug /mL),

IBMX (0.5 mM), Dex amethas one (0.25 uM)을 첨가하여 3T 3L1세포들의 분화를 유도

하였다. 분화배지에 항- 3T 3L1- Ig Y를 5 ug /mL농도로 첨가하였다. 3T 3L1세포주의 지

방세포로의 분화는 극적으로 억제되었다 (photo 1- 1, 1- 2 and 2- 1, 2- 2). 광학현미경

으로 관찰하면 항- 3L1- Ig Y를 분화배지에 첨가하였을때 지방구의 크기와 수는 적었

다. 최근 De clercq등 (1997)에 따르면 잘 분화된 s troma v ascular 세포를 항 지방세

포 단클론 항체에 24시간 노출시키면 보체가 존재하는 혈청이 함유된 배지 또는 혈청

이 함유되지 않은 배지에서 돼지 지방세포 전구세포에 대한 세포독성을 나타낸다고

한다.

세포독성효과는 적어도 0.1과 10 ug/ mL처리간에서 농도증가에 따른 독성증가효과

는 나타내지 않았다. 하지만 그들이 분화전 3일째에 세포에 보체와 항체처리를 했을

때 대조세포들에 비해 분화된 세포들이 적었다. 본 실험에서 우리는 분화발생 첫째날

부터 세포에 항체 (5 ug/mL를 처리하였고 세포배양 마지막날인 7일째에 광학현미경
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으로 관찰하였을 때 세포용해현상 없이 지방축적의 현저한 억제를 나타냈다.

3T 3L1세포의 GPDH활성에 대한 계란항체의 효과는 T able 2에 나타내었다. 인슐린

(10 ug /mL), IBMX (0.5 mM), Dexamethasone (0.25 uM)의 처리에 의해서 FBS함유

배지, porcine s erum배지 모두에서 GPDH의 활성이 유의하게 (P> 0.05) 높아졌다. 항

- 3T 3L1세포- Ig Y가 분화배지에 함유되면 GPDH활성은 유의하게 감소하였다. F BS를

처리한 세포에서도 유사한 결과가 관찰되어졌다.

본 실험에서 항- 3T 3L1세포- Ig Y가 5 ug /mL의 농도로 함유되어도 세포독성이 분

명하게 관찰되어지지 않았다. 그러나 분화된 세포 수는 감소하였으며, 분화된 지방세

포는 지방방울들로 꽉 차지않았다. 지방전환이 세포표면 단백질의 시그널링전환 같은

비 세포독성기전에 의해 dow n- reg ulate될수 있는지는 아직 알려지지 않았다. 향후 연

구에서는 이러한 관점을 명확히 할 필요가 있다.

T able 2. Effect of IgY raised agains t the 3T 3L- 1 cell membrane protein on

relat ive GPDH activities .

T reatment FBS Porcine serum

(mmol/min/㎍ protein)

- Ins 15.000±0.500c 15.000±0.500c

+Ins 100.000±0.000a 134.900±21.200a
+Ins +Ig Y 72.300±0.300b 69.800±1.500b

Values are mean±SE of 3 replicates , FBS : Fetal bovine s erum

- Ins : w ithout ins ulin in media .
+Ins : w ith ins ulin in media.

+Ins+IgY : w ith insulin and IgY(5㎍/mL) in media.
Different iat ion w as induced w ith insulin(10ug/ mL), IBMX(0.5mM) and

dex amethas one(0.25uM) in the media containing either 10% FBS or 2.5%
porcine s erum for 7 days w ith or w ithout ant ibody.

a∼c : Means w ith a column w ith no common supers cript differ s ig nificantly at
p〈 0.05.
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4. 마우스의 지방조직 축적에 미치는 항3T 3L1- Ig Y의 작용

항3T 3L1세포 막 단백질- IgY는 in vivo 투여를 위해서 새로 만들었다. 3주간 1주에

1회씩 마우스에 항3T 3L1세포 막 단백질- IgY를 피하주입하여 능동 면역시키면 T able

3에 보이고 있는 바와같이 체중 100g당 정소주위 지방조직의 무게는 대조구와 계란항

체 주입구간에 차이가 없었다. 그러나 암 마우스에서 체중에 대한 난소주위 지방조직

의 무게는 항3T 3L1세포 막 단백질- IgY에서 감소하는 경향을 나타내었다.

항지방세포막단백질 혈청의 in vivo투여로 체지방축적의 감소는 렛트 (Parton et

a l., 1990; Hu et al., 1992), 돼지 (Kes t in et a l., 1993), 소 (Cryer et al., 1984), 닭

(Dong et a l., 1991; Butterw ith et al., 1989, 1992a), 양 (Nassar and Hu., 1991)등에서

보고된바 있다. 쥐에서 로타바이러스의 전염을 막기위한 계란항체의 경구투여는 성공

적으로 이용되어져 왔다(Bartz et al., 1980). 그러나 도체지방함량을 조절하기 위한 in

v ivo에서의 계란항체의 투여성적은 찾을 수가 없었다.

지방축적을 조절하는 모델시스템을 평가하기 위해 우리는 쥐의 섬유아세포로부터

기원되는 3T 3L1세포주의 막 단백질에 대한 계란항체를 제조하여 마우스에 주입하였

다. 계란항체의 주입에 의한 체중의 손상은 없었으며, 지방 축적이 감소하는 경향을

나타내었다. 이러한 발견은 인간뿐 아니라 양돈산업에 있어서 지방조직 성장의 조절

하는 방법으로 도입이 가능할런지도 모른다.
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T able 3. Effect of inject ion of antibody emuls ion on the body w eig ht gain

and adipose pad accumulat ion in mouse

F emale Male
SEM LSD

Control +Ab Control +Ab

Body w eig ht
Final(g/head) 27.92b 27.12b 34.58a 35.12a 0.94 2.14

Gain(g /period) 4.30b 5.10b 8.20a 7.90a 0.41 2.50
Adipos e pad

g/BW 0.453b 0.307b 0.640a 0.683a 0.046 0.199
g/100g BW 1.631ab 1.095b 1.795ab 1.940a 0.124 0.578

g/Gain 0.105a 0.060b 0.078ab 0.087ab 0.008 0.034

Values are mean of 3 replicates (head).
SEM : s tandard error of mean

LSD : Leas t s ig nificant difference
+Ab : Injected the emuls ion of IgY ag ains t 3T 3L- 1 cell membrane proteins w ith

incomplete freund' s adjuvant
a∼b : Mean w ith a row w ith no common superscript differ s ignificant ly at p〈

0.05.
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제3장 돼지 지방세포 전구세포의 분화에 미치는

계란항체 (IgY)의 작용

제1절 摘 要

본 연구는 양돈생산성 향상을 위한 에너지대사 와 지방조직축적의 조절을 위해,

항-돼지지방세포 전구세포, 지방세포 막단백질 및 분화된 지방세포 용해물-계란항체

(IgY)가 지방세포 전구세포의 분화에 미치는 작용을 조사하였다. 대조로서 지방세포

전구세포의 분화를 촉진하는 포도당 (Glucos e), 리놀산 (Linoleic acid:C18:2)과 억제하

는 비타민A (Retinoic acid : RA), T umor necros is factor (T NF)-α 및

Norepinephrine (NE)이 지방세포의 분화에 미치는 영향을 조사하였다. 이러한 물질들

이 함유된 분화배지에서 분화한 지방세포 전구세포를 각각 항원으로 채란계에 면역시

켜 생산된 항체(Glucose- Ig Y, C18:2- Ig Y, RA- Ig Y, T NF -α- Ig Y, NE- IgY)가 지방세

포 전구세포의 분화에 미치는 영향을 조사하였다. 지방세포 전구세포의 분화는 분화

세포수와 GPDH의 활성으로 판단하였다. IgY의 항원에 대한 반응성과 특이성은

ELISA , 전기영동, Immunoblot 및 Immunohis tochemis try으로 조사하였다.

항지방세포 전구세포- Ig Y 및 항혈청 (serum)은 대조에 비해서 16배 높은 반응을

보였으나, 피하, 복부 및 신장주위지방조직 유래 항-전구세포- IgY 사이에 유의차는

없었다. 항원주입 후 시간이 경과에 따라 Ig Y의 반응성이 높아졌다.

분화배지중의 포도당 (g lucos e)과 리놀산 (C18:2)은 전구세포의 분화세포수를 증가

시켰으나, GPDH 활성에는 유의한 영향이 없었고, 비타민 A (RA), T NF -α 및 NE는

분화세포수를 유의하게 감소시켰으며, GPDH 활성은 RA에 의해 유의한 영향은 없었

으나, T NF-α와 NE는 유의하게 감소시켰다.

항지방세포 전구세포 막단백질- IgY의 반응성 2048배의 회석배율은 항-지방세포

전구세포- IgY에 비하여 크게 향상되었다. 항분화세포 용해물- Ig Y인, Glucose- Ig Y,

C18:2- Ig Y, RA- IgY, T NF-α- IgY 및 NE- IgY의 반응성은 512배의 희석배율로서 서

로 유의차가 없었다. 분화배지중의 Glucose- IgY는 분화 지방세포수를 높이는 경향이

있었으나 C18:2- IgY, RA- Ig Y, T NF-α- IgY 및 NE- IgY는 전구세포의 분화 지방세

포수와 GPDH 활성을 감소시켰다. 면역형광사진은 항분화 세포- IgY는 지방세포 전구

세포와 강하게 반응하였으나, 간장조직, 비장조직 및 신장조직과의 반응성은 매우 약

하였다. 분화된 세포용해물(단백질)을 항원으로 한 Ig Y는 지방조직특이성을 높일 가

능성이 있다는 것을 시사하였다.
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제2절 緖 論

동물의 생존을 위한 에너지균형 조절과정은 체온이나 혈당조절계와 중복된 조절계

(homeos tas is )이다. 그러나 에너지균형의 조절은 우선순위가 높다. 사료섭취 또는

대사는 에너지 균형을 조절하는 신호중추신경계와 말초신경 (peripheral sources )에 의

해서 조절된다. 성장중에는 반추동물 (Baile 등, 1987), 돼지 (Houpt, 1985) 그리고 가

금 (F orbes , 1985)에서 지방축적을 위해 사료섭취량이 증가한다.

지방조직은 지방세포 (adipocyte), 혈관 내피세포(endothelial cells of the blood

v essels ), 지방세포 전구세포 (adipocyte precurs or cells ), 비만세포 (mas t cells )와 대

식세포 (macrophage) 등으로 이루어지며 지방세포가 우점하는 세포이다 (Bjorntorp

등, 1979).

지방세포와 지방조직의 대사는 중성지방 (t r iacylglycerol)의 합성과 연속적인 가수

분해 (lipolys is )이며, 대부분 in vitro계에서 연구되었다 (Vernon과 Cleg g,1988). 지방

합성의 원료는 대부분 포도당로부터 합성된 지방산과 g lycerol 3- phosphate이다.

여러 가지 호르몬이 쥐의 지방세포 대사를 조절한다. 인슐린은 반추동물의 지방조직

과 지방세포와는 아주 약하게 반응하나, 양 (Vernon, Cleg g과 Flint, 1981)과 소

(Vernon 등, 1985)의 지방세포에 인슐린 수용체 (receptors )의 숫자와 특성은 쥐의 지

방조직의 그것과 비슷하다. 인슐린의 생리적 농도에서 in vitro로 지방조직을 단기간

에는 영향이 없으나 24시간 이상 배양하면 glucose와 acetate로부터(Vernon 등,

1985) 지방산 합성과 아세트산 CoA탄산화 효소 (acetyl- CoA carboxylase)의 활성이

촉진된다.

광학및 전자현미경적 초기연구에서, 지방세포는 분열하지 않으며, 형태학적으로

선유아세포 (fibroblas t) 비슷한 세포에서 유래한다(W as s erm an ,1965). 3H- thymidine의

방사선은 지방조직의 s t rom o v as cu la r(S - V ) 세포분획에 우선 들어가고 지방세포에서

계속적으로 나타난다 (Hausman, Campion및 Martin , 1980). 쥐, 마우스, 소 및 사람

(Cryer,1982)과 양 (Broad과 Ham, 1983)의 지방조직중 S- V분획은 지방세포로 분화된

다. 다른 조직들중의 fibroblas t는 지방세포로 발달하지 않는다. 중국 햄스터 배 (胚)의

fibroblas t는 adipoblas t뿐만 아니라 chondroblas ts 및 myoblas t로 분화한다. 모든 세포

형태들이 처음에는 pluripotent mes enchymal progenitor cell로부터 파생된다 (Sager

과 Kov ac, 1982).

지방조직과 다양한 fibroblas t 유래의 세포주 (cell line)들은 미분화된 작은 세포들

로 tr iacylg lycerol 생합성과 동원에 관여하는 효소가 합성되지 않는다. 이들을 배양

증식하여 콘플루언스 (confluence)가 되면 세포의 분화가 나타나고, 지질합성과 동원

에 관련된 효소가 생성된다. 이때부터 지방세포대사에 영향을 미치는 호르몬과 반응
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하며 계속해서 지질을 축적한다. 또한 세포골격단백질 합성능력을 상실하면서 동시에

fibroblas t 모양으로부터 구형의 지방세포 모양으로 변한다 (Cryer, 1982). 세포주 (cell

line)나 지방조직 유래의 adipoblas t의 배양에 기초한 결론은 in v ivo의 상태를 반영하

지 않는다. 무흉선증의 마우스내로 세포주를 주입하면 전형적인 지방 다발이 발달한

다. 지방조직의 s tromovascular fract ion으로부터 분리한 adipoblas t의 기원도 불분명

하다. 이들이 미분화된 전구세포 (precursor cells )인지 또는 탈분화 (또는 역분화) 지

방세포인지 확실치 않기 때문이다.

연구의 목적 : 지방축적은 지방세포 (adipocyte)가 증식하거나 지방생합성이 증가

하는 현상으로 어린 돼지에서는 지방세포의 증식이 많으나, 성장하면서 지방세포의

증식이 감소하고 간장과 지방세포에서 생합성된 지방이 지방세포에 축적된다. 본 연

구에서는 지방세포의 증식과 지방조직의 tr iacylg lycerols (fat)의 합성과 가수분해

( lipolys is )를 조절하면 지방축적을 조절할수 있다고 가정하였다.

지방세포를 인슐린과 함께 배양하면 지방의 합성이 촉진된다 (Ailhaud 등, 1990).

Retinoic acid는 C/EBPβ가 매개하는 전사(t rans cription)를 저해함으로서 지방생합성

을 막는다 (Emily, 1996). T umor Necros is Factor-α는 지방세포 전구세포의 분화를

저해하고 새롭게 발달한 지방세포의 탈지방화를 일으킨다고 한다(Petrus chke과

Hauner, 1993). 장쇄지방산 ( long chain fat ty acid)(C18:2)은 미분화 지방세포의 분화

를 촉진한다고 한다 (Nada 등. 1991). 지방세포 전구세포의 분화에 미치는 지방 생합

성 인자인 포도당 (glucose)과 리놀산 ( linoleic acid) 그리고 항지방생합성 인자인

ret inoic acid, tumor necros is factor-α, norepinephrine의 영향을 조사하였다. 또한 이

들 처리에 의하여 분화유도된 지방세포 막단백질 (세포 용해물)을 이용하여 채란계에

면역하고 IgY를 생산하여 그 특이성과 이것들의 돼지 지방세포 전구세포의 분화에

미치는 영향을 조사하였다.

제3장. 材料 및 方法

1. 지방세포 전구세포의 분리 및 배양

가. 지방세포 전구세포의 분리

체중 15- 25kg의 숫랜드레이스 (landrace) 지방조직을 콜라젠 분해효소(collagenase)

1 ㎎/ mL (Kes t in 등, 1993)가 함유된 세척배지( Medium 199)에서 가위로 세절하고

37℃에서 90분간 배양하고 원심하여 생긴 펠렛을 배양배지 (Plat ing media : medium

199 F BS 10% )로 현탁하고 세포수를 센후 각 플레이트에 나누어 37℃와 CO2 5%에서

24시간배양하였다.
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나. 분화.

지방세포 전구세포의 분화유도(Henteg es and Hausman,1989)는 배양배지에

Insulin (10 ug /mL), 3- Isobutyl- 1- Methylx anthine (IBMX : 0.5 mM 그리고

Dexamethasone (0.25 μM)이 함유된 분화배지(Medium 199, Porcine serum 2.5% )로

분화를 유도하였다. 분화배지에 포도당 (Glucos e), Ret inoic acid, Norepinephrine,

T umor necros is factor-α 또는 Linoleic acid가 각각 함유시 전구세포의 분화정도를

분화배지의 그것과 비교하였다.

분화정도는 분화세포수 와 Glyceraldehyde- 3- phos phate dehydrogenase (GP DH :

E .C.1.1.1.8)의 활성을 측정하여 인슐린이 함유되지 않은 대조배지(- Ins ulin)에서 배양한것

의 분화정도와 비교하였다. 분화세포수는 현미경 (Olympus CK2, ULW CD 0.30,

Japan, 400배)으로 배지를 여러 부분으로 나누어 세고, GPDH활성은 Rams ay 등(1987)

NADH의 흡광도의 감소를 340 nm에서 측정하여 활성단위는 분당 NADH 1 um ol의

산화량을 단백질 무게를 기준으로 계산하였다.

2. 돼지 지방세포 막단백질의 분리 및 정제

도축장에서 취한 돼지 복부지방조직을 37℃의 PBS(pH 7.4)에서 세척하고 지방조직

만을 골라내어 잘게 세절하고 지방조직 10 g 당 지방세포막 추출액 (pH 7.4)

(Butterw ith 등, 1989) 15 mL의 비율로 균질화하여 지방세포 막단백질을 추출하였다.

추출액은 실온에서 500 × g로 10분간 원심하여 상층부 지방층과 맨 아래층의 펠렛을

제외한 중간층을 수집하였다. 중간층과 PBS는 1:1로 혼합하여 100,000 × g에서 1시

간 원심하여 펠렛을 취하였다. 펠렛은 s ucros e 32% gradient buffer (pH 7.4) 1.5

mL로 현탁액을 만들었다. 초원심관에 sucrose 40% g radient buffer를 넣고 그위에 같

은양의 sucros e 32% gradient buffer를 조심스럽게 넣은 후 그위에 수집한 막단백질

(gradient buffer 32%)을 적용하고 (Kes tin 등, 1993) 100,000 × g에서 1시간동안 원

심하여 sucrose 32%층을 조심스럽게 취했다. sucrose 32%층과 PBS는 1:1로 혼합하

여 100,000 × g에서 한시간 원심하여 얻어진 펠렛은 PBS에 현탁하여 단백질을 정량

한후 1.5 mL씩 분주하여 - 80℃에 보관하고 다음실험에 사용하였다.

3. 채란계의 면역, IgY의 분리 및 정제

가. 면역

1) 돼지 지방세포 전구세포의 면역

77주령의 ISA- brow n 산란계 7마리에 106 개의 지방세포 전구세포와 Complete

F reund' s Adjuvant(CFA)로 조제된 유상액(emuls ion)을 주사하여 자극하고 다음 2주
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마다 2회 106개의 지방세포 전구세포와 Incomplete F reund' s Adjuvant(IFA) 유상액을

같은 방법으로 주사하여 면역반응을 증강 (Boos t ing)시켰다.

2) 돼지 지방세포 막단백질의 면역

77주령 ISA- Brow n 산란계에 돼지 지방세포 막단백질 PBS현탁액 동량의 CFA의

유상액을 (생물시료조제법①, 1986) 4차에 걸쳐서 2주에 한번씩 주사하였다. 두번째의

자극 (Boos t ing )부터는 지방세포 막단백질 PBS 현탁액과 IF A 유상액을 주입하였다.

항원을 주입하기 전에 채란계의 대조혈액을 취하여 4℃에서 3- 4시간 방치한후 3000

rpm에서 10분 원심하여 분리한 혈청을 - 80℃에 보관하였다.

나. IgY의 정제

난황은 난백과 분리하여 증류수로 난백을 씻고, 페이퍼타월 위에서 조심스럽게 굴

리며 난백을 제거한 다음 난황막에 구멍을 뚫어 50 mL 원심튜브에 난황을 모았다.

난황은 동량의 증류수로 희석 교반한 후 난황체적 4배의 0.15%λ- carrag eenan

용액으로 희석 교반하여 4℃에서 12시간 이상 정치하였다. 난황균질화액을 4,000 × g

에서 15분간 원심하여 얻은 상층액을 여지로 여과하고 포화 ammonium sulfate 용액

을 침전이 생길때까지 넣고 4,000 × g 로 15분동안 원심하여 상등액은 버리고 펠렛

을 취하여 난황량의 5배만큼의 PBS로 현탁시켰다. 펠렛 PBS 현탁액은 무수 sodium

s ulfa te을 18% (W /V)가 되도록 넣고 완전히 녹을 때까지 수조에서 진탕한다음 4,000

× g 에서 15분간 원심하고 발생한 펠렛을 2배의 냉각 PBS로 용해하고, 멸균 0.45

uM filter로 여과하고 단백질함량을 측정하였다.

4. 항체의 반응성과 특이성

가. ELISA에 의한 항체의 반응성 평가

항혈청과 항체 (Ig Y)의 반응성은 직접 ELISA법으로 측정하였다. 돼지 지방세포

막단백질을 carbonate/ bicarbonate 용액 (pH 9.8)에 현탁하여 96 w ell immunoplate

에 0.25 ㎍/w ell씩 분배하고 지방세포 전구세포나 분화유도 세포는 103개/ w el씩 분배

하였다. 면역플레이트는 4℃에서 하룻밤동안 또는 37℃에서 2시간 배양하고, PBST (

pH 7.4)로 3회 세척한 다음 blocking buffer를 50 ㎕씩 분주하고 37℃에서 1시간 동안

배양하였다. 계속해서 PBST로 1회 세척하고 2번 w ell부터 blocking buffer를 100 ㎕

씩 분배하고 항혈청 (1차 항체) 또는 Ig Y를 순차적으로 희석하여 넣고 1시간 배양한

후 PBST로 세번 세척하였다. PBST로 1000배 희석한 anti- chicken IgG (w hole

molecule) - alkaline phosphatase conjug ate (2차항체)를 50 ㎕씩 배분하고 1시간 배

양한다음 PBST로 2번 세척하였다. 기질용액 (20 ㎎ P- Nitrophenyl phosphate / 20

mL glycine buffer) 50 ㎕/ w ell을 넣고 10분간 방치한후 0.5 N NaOH용액 50 ㎕로 반
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응을 정지시키고 microtiter reader (m icroplate autoreader EL 311, bio- tek ins truments ,

U.S .A)로 405 nm에서 OD값을 측정하였다.

나. 전기영동, Immunoblott ing 및 Immunohis tochemis try

1)전기영동(S DS - Polyacry lam ide Gel Electrophores is )

T w o M ini Gel (M ini- PROT EA N Ⅱ Electrophores is Cell, BIO- RA D,

A merica)의 seperating 부분과 s tacking 부분에 젤을 고정하고 빈공간에 러닝버퍼

(Running buffer : T ris 6.06 g, Glycine 28.8 g, 10% SDS (Sodium Dodecyl Sulfate

20 mL, H2O 2 L)를 채우고 주사기로 거품을 제거하였다. 돼지 지방 막단백질 10, 20,

30㎍을 90- 100℃에서 4- 5분간 가열하여 단백질 분자와 SDS의 결합을 촉진시킨 후

s tacking 부분에 로딩한 후 100V 전압에서 1시간 30분 통전하였다. 전기영동이 끝난

후 젤을 분리하여 염색용액(Commass ie Blue R- 250 0.025% , Methanol 40% , Acetic

acid 7%, H2O 2 L)으로 1시간 30분이상 밸리댄서로 흔들어주면서 담가두었다. 다시

탈염색용액 Ⅰ(Acet ic acid 400 mL, Methanol 70 mL, H2O 1 L)로 30분씩 2번 탈염색

하고 이어서 탈염색용액 Ⅱ (Acet ic acid 70 mL, Methanol 50 mL, H2O 1 L)로 3시간

이상 세척하였다. 그다음 이미지 아날라이징 시스템 (Imag e Analys ing s ys tem,

BIO- PROF IL, 8617, F rance, 1998)으로 젤을 현상하여 단백질 패턴과 분자량을 확인

하였다.

2)전기영동상중 단백질의 분자량 정량

단백질 표준품 (Biorad Pres tained SDS- PA GE standards , Broad rang e, Cat . No.

161- 0318)의 단백질 조성과 단백질의 이동거리를 용매의 총이동거리로 나눈

Retent ion factor(Rf) (X)과 단백질 분자량의 대수값 (Y)의 상관관계식을 이용하여

(Rosenberg, 1996) 전기영동상으로 분리된 단백질띠의 분자량을 예측하였다.

Immunoblot t ing (W esternblott ing) : 전기영동이 끝나면 종이막, 솜 및 미리 준비

한 젤 (Gel)과 동일한 크기의 membrane을 trans fer buffer (t r is 3.03 g , glycine 14.4

g , methanol 200 mL, H2O 1 L)에 충분히 적셔두었다. 전기영동장치에 t rans fer

membrane을 set ting한후 membrane 위를 가볍게 스포이드로 rolling하여 100 V에서

2시간 통전하여 단백질을 전이 ( transfer)하였다. membrane을 분리하여 panceau 용액

(panceau S (0.1%)/acet ic acid (5%))에 담궈 염색하고 증류수로 가볍게 씻고

blocking buffer (5% sikn milk pow der/T BST )로 10- 20분 배양한뒤에 2.5%

BSA/T BST 용액에 1000배 희석한 시험항체 (1차항체)로 2시간 반응시킨후 T BST로

10분씩 3번 세척하였다. peroxidase 결합 chicken Ig Y (2차항체)를 1% BSA/ T BST

용액으로 2500배 희석하여 1시간 배양하고 T BST로 10분씩 3번 세척하였다. 암실에서

t rans fer membrane에 검출용액 (ECL Soln, w es tern blot ting detection reagents ,

amers ham life science, england)을 뿌려준다음 1분 경과후 lap으로 싸서 형광을 관찰
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하고 casset te (bio max MS intens ifying screen, eas tman kodak company, U.S .A )에

장착하여 필름을 감응시키고 auto dev eloper로 필름을 현상하였다.

3) Ig Y- FIT C 조제

FIT C 1 vial에 2 mL 0.1 M carbonate- bicarbonate buffer를 넣어 충분히 혼합한

20:1 FIT C를 조제하였다. 이것을 0.1 M carbonate- bicarbonate buffer로 2배, 4배 희

석하여 10:1, 5:1의 FIT C(F luorescein isothiocyanate) 용액을 조제하였다. 호일로 싼

병에 freeze- dried 1.0 ㎎/mL의 Ig Y 0.2 mL를 넣었다. 20:1, 10:1, 5:1 FIT C 용액을 50

㎕ 넣고 빛을 완전히 차단하여 실온에서 2시간 흔들어주었다. G- 25M Sephadex 칼럼

을 12 mL의 PBS로 안정화시키고 0.25 mL의 F IT C 부착 IgY 항체를 로딩한후 2.5

mL의 PBS를 흘려주었다. 처음 1.25 mL는 버리고 형광색이 나타나기 시작할 때 약 1

mL를 받아 실험에 사용하였다.

4) Immunohis tochemis try

조직 또는 분화 세포를 실온 또는 4℃에서 80% aceton으로 5- 10분간 고정하고 10

분 동안 공기중에서 건조한 다음 PBST (PBS + T w een 80 3% )로 5분간 3회 세척하

였다. 공기중에서 10분간 건조시키고 Daco Pen이나 머니큐어로 테두리를 만들고 빛

에 노출되지 않도록 호일에 싼 IgY- FIT C (IgY를 PBS로 10배 희석한 용액)를 이미

테두리를 만들어놓은 부위에 반응시키고 습식 배양기에서 45분간 배양하였다. PBS로

5분씩 3회 세척하고 가장자리를 휴지로 닦아낸 다음 mounting buffer (glycine buffer

: g lycine 0.42 g , sodium hydroxide 0.2 g, NaCl 0.51 g , sodium azide 0.03 g,

g lycerol 70 mL, 증류수 30 mL)로 반응시킨 다음 커버그라스로 덮어 현미경으로 관

찰함과 동시에 사진을 촬영하였다.

제4절 結果 및 考察

1. 항체(Ig Y)의 반응성

가. 항지방세포 전구세포- IgY 와 항지방세포 막단백질- Ig Y

복부, 피하 및 신장주변 지방조직 유래의 항지방세포 전구세포- IgY의 반응성은 그

림 1에 나타낸바와 같이 대조구에 비해 16배의 희석배율에서 반응성을 보였다. 복부,

피하 및 신장주변 지방조직 사이에 항체의 반응성에 미치는 유의한 차는 없었다.

복부와 피하지방세포 막단백질에 대한 항혈청과 Ig Y(그림 2)는 2048배가 넘는 반
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응성을 보이고 있다. 그림 2의 계란을 수집한 4일 뒤에 채취한 계란에서 정제된 항지

방세포 막단백질- Ig Y의 반응성을그림 3에나타내었다. 항지방세포 전구세포- IgY(그림

1)에 비해서 항막단백질- Ig Y (그림 2와 3)의 반응성이 크게 높아졌다.

Figure 3. Reactivity of IgY raised agains t porcine
adipocyte membrane proteins from abdominal
and subcutaneous adipose tis sues tow ard
porcine adipocyte membrane proteins as determined

by ELISA

본 연구에서 IgY의 반응성은 지방세포 전구세포를 항원으로 사용했을 때 16배, 분

화된 지방전구세포의 세포용해물을 사용하면 512배 그리고 지방세포 막단백질을 항원

으로 사용하면 2048배까지 반응성이 증가하였다. 이것은 막단백질 항원은 세포자체에
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비하여 그만큼 항원의 특이성이 향상된다는 것을 나타낸다고 생각되었다. 이것은 항

원결정기 (epitope)의 특이성이 향상되는 결과를 나타내는 것이라 생각된다.

가금에서는 토끼에 비해서 적은량의 항원을 주입해도 반응성이 높은 항체가 생산된

다 (Goodman 등, 1951)는 것은 잘 알려져 있다. 본 연구성적은 이러한 결과를 뒷받침

하는 것이다.

항원의 주입시간과 주입회수의 증가에 따라 반응성이 증가하고 있으나, 이것은 닭

뿐만 아니라 오리 (Nig gins , 1989)에서도 잘 연구되었으며 이들 성적과 일치하는 결과

라고 생각된다.

한편 본 연구에서는 지방세포막 단백질을 추출한 지방조직의 종류가 생산된

Ig Y의 반응성에 영향을 미치지 않는다는 것을 나타내고 있다.

Figure 4. React ivity of IgY for antiadipocyte precursor
cell from the subcutaneous adipose tis sue
by ELISA 96 w ell plate coated with 103
adipocyte precursor cells per w ell

나. 항원주입후 경과시간과 항체의 반응성

항원주입후 경과시간이 항지방세포 전구세포 (IgY)의 반응성(그림 4)은 1주후는 2

배, 2주후는 64배 그리고 3주후에는 약 512배로 희석해도 반응성이 존재하였다. 항원

주입후 시간이 지남에 따라 항체의 반응성은 상승하여, 반응특이성이 증가하였다.

다. 항 분화 지방세포 전구세포- Ig Y의 반응성
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1) 포도당 항체 (Glucose- Ig Y)

분화배지에 20 mM의 포도당이 함유된 배지에서 분화된 피하지방조직의 지방세포

전구세포의 막단백질을 채란계에 주입하여 작성된 항체 (Glu cos e- Ig Y)의 반응성(그

림 5)은 512배 이상 희석해도 항원과의 반응성을 보이고 있다. 이 값은 그림 1의 항지

방세포 전구세포- Ig Y에 비해서는 높으나, 그림 2의 항지방세포 전구세포 막단백질- Ig Y 비해서

는 낮은 값이다.

2). 리놀산 항체 (C18:2- IgY)

분화배지에 2 μM의 리놀산 (C18:2)존재하에서 분화된 피하지방조직의 지방세포

전구세포의 막단백질에 대한 채란계의 항체 (C18:2- IgY)의 반응성(그림 6)은

Glucose- Ig Y(포도당 항체)와 같은 512배의 희석농도에서 반응성이 있었다.

F igure 6. Reactivity of C18:2- IgY for the antis ubcutaneous
s tromal vascular cells
different iated w ith linoleic acids (2μM) into the

same cells

3). 비타민 A산 (Retinoic acid ; RA) 항체 (RA- Ig Y)

분화배지에 2 μM의 RA 존재하에서 분화된 피하지방세포 전구세포의 막단백질에

대한 채란계 항체(RA- IgY)의 반응성(그림 7)은 512배의 희석농도에서 반응성이 있

었으며, Glucose- Ig Y (그림 5) 및 C18:2- IgY (그림 6)의 반응성과 같았다.

4). T umor necros is factor (T NF)-α- Ig Y (T NF-α- Ig Y)
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분화배지에 2 ng/mL의 T NF- alpha 존재하에서 분화된 피하지방세포 전구세포의

막단백질에 대한 채란계 항체 (T NF-α- IgY)의 반응성(그림 8)도 512배의 희석농도에

서 반응성이 있었으며, Glucos e- IgY (그림 5) 및 C18:2- Ig Y (그림 6) 및 의 RA- IgY

반응성과 같았다.

분화유도시 첨가된 지방생합성 촉진 또는 억제제는 항체의 반응성에 영향을 미치

지 않았다. 이것은 이러한 물질들의 항원결정기 (epitope)의 수에는 영향을 미치지 않

았다는 것을 나타낸다. 이러한 물질을 첨가한 이유는 항체의 반응성보다도 분화시 생

성되는 단백질 밴드에 영향을 미칠 것이라고 생각되어 첨가되었으나, 단백질 밴드를

확인하는 실험이 조직적으로 이루어지지는 않았다.

F igure 7. React iv ity of RA- IgY for the antis ubcutaneous
s trom al vascular cells differen tiated w ith ret inoic
acids (2μM )

라. IgY 생산조건

본 연구에서 Ig Y를 생산하기 위한 조건에 따른 IgY의 반응성에 관해서 설명한

내용을 T able 2에 정리하였다. Ig Y의 생산은 혈액채취가 필요없고 IgY의 정제가 간

단하기 때문에 polyclonal 항체를 만들기 위한 효율이 높은 경제적인 방법이다 (Akita

과 Nakai, 1992). IgY의 반응성을 제 21차 유럽대체방법에 관한 워크숍 (T he 21s t

European w orks hop on Alternative Methods) (Shade 등, 1996)에서 추천한 프로토콜

에 의하면 Adjuvant는 F reund' s Incomplete adjuvant , Specol, Lipopeptide (250 ㎍)이

다. 본 연구에서는 F reund' s Complete adjuvant와 항원의 에멀젼을 주입하여 자극하

고, Boos ting은 F reund' s Incomplete adjuvant를 사용하였다. 면역에 사용한 Adjuv ant

가 생산된 IgY의 반응성에 영향을 미치는지에 대해서는 검토되지 않았다. 항체 사용
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량도 10- 100 ㎍을 추천하고 있으나, 본 실험에서는 250 ㎍의 단백질을 사용하였으며,

T able 2. React ivity of Ig Y studied

W eek React ivity(ELISA)
A ntibody Antig en S timul- Boos t- after Antig en A ntibody

at ion ing immun- /W ell Dilution
iza tion rate ng/W ell

Ig Y Precursor 106 106 6 103 16 12500

cell
A ntis erum Membrane 250㎍ 250㎍ 3 0.5㎍ 2048 98

protein

Ig Y Membrane 250㎍ 250㎍ 3 0.5㎍ 2048 98
protein

Glucose Lysate 250㎍ 250㎍ 3 0.5㎍ 512 391

- IgY protein

C18:2- Ig Y Lys ate 250㎍ 250㎍ 3 0.5㎍ 512 391
protein

Ra- IgY Lys ate 250㎍ 250㎍ 3 0.5㎍ 512 391

protein

T NF-α Lys ate 250㎍ 250㎍ 3 0.5㎍ 512 391
- Ig Y protein

주입위치도 Shade 등 (1996)은 성계에서는 피하주사를 권장하고 있으나, 본 연구에서

는 주로 흉근의 근육에 주사하였다. 한편 면역간격도 4- 8주를 두고서 2- 3회 주입할

것을 권장하고 있으나, 본 연구에서는 2주 간격으로 3회까지 주입하였다. 이러한 점을

고려하여 적은 노력으로 계속적인 Ig Y 생산을 위한 프로토콜을 만드는 것이 필요하

다고 생각한다. 한편 T able 2에서 알 수 있는 바와 같이 항원의 특이성이 향상되어

야 Ig Y의 반응성도 증가하므로 항원의 특이성을 증진시키기 위한 연구가 필요하다고

생각된다.
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2. 지방세포 전구세포의 분화에 미치는 분화촉진 및 억제제의 영향

가. 인슐린 과 포도당

인슐린(10 ㎍/mL)이 함유된 지방세포 전구세포의 분화배지에 20 mM의 포도당,

20 μM의 리놀산, 2 μM의 Retinoic acid, 2 ng /mL의 T NF-α 및 1 μM의 노르에프

네프린이 각각 함유되었을때의 분화세포수와 GPDH 활성을 T able 3에 나타내었다.

분화된 세포수와 GPDH 활성은 인슐린이 첨가되지 않았을 때에 비해서 인슐린이

첨가되면 유의하게 높아졌다. Ailhaud 등(1990)은 지방세포 전구세포를 인슐린으로 분

화유도시 GPDH의 활성은 인슐린이 첨가되지 않았을때에 비해서 높다고 하여 본 연

구성적과 일치하였다. 인슐린은 C/EBP-α를 탈인하여 활성화하고 (MacDoug ald 등,

1995), C/EBP-α의 발현이 유지되므로서 마지막 지방세포 분화를 유지한다

(Edmonson 등, 1992)고 한 보고와 일치하는 성적이라 생각되었다.

본 연구에서 지방세포 전구세포의 분화배지에 20 mM의 포도당이 함유되면 인슐

린으로 분화유도시에 비해서 세포수는 유의하게 (P ＜ .05) 많았으나 GPDH 활성은

감소하는 경향을 보였다. 포도당의 농도가 세포수와 GPDH 활성에 미치는 영향은 본

연구에서는 조사되지 않았다. 따라서 GPDH 활성이 낮아지는 것이 포도당의 농도에

의한 독성을 나타내는 것인지에 대한 고찰이 불가능하였다.
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T able 3. T he different ia tion of adipocyte precurs or cells to adipocyte in the

medium containing adipogenic or ant i- adipogenic s ubs tances

F actor T reatment Cell Number GPDH activ ity

Number/plate NADHnmol/mg /min
Basal None 1.6±1.0c(25) 66.3±5.2b(2)

Control Insulin 84.7±12.7b(25) 242.7±28.3a(2)
A dipogenic Glucose 118.9±13.1a(25) 188.2±14.6a(2)

Linoleic acid 102.7±9.5b(25) 193.5±2.1a(2)
A nti- Retinoic acid 57.1±9.7b(25) 192.2±49.7a(2)

adipogenic T NF-α 68.3±11.3a(25) 107.4±18.7b(2)
Norepinephrine 62.8±11.2b(25) 164.6±2.1b(2)

Values are the mean±SD of replicat ion. F ig ures in parenthes is indicates the

number of replicat ion.
A dipocyte precursor Cells proliferated to reach confluence in media w ith 10% fetal

calf s erum and then incubated w ith the media containing 2.5%porcine serum,0.25
mM dex amethasone, 0.5 mM3- isobutyl- 1- methylx anthine and 10㎍/ mL insulin for 7

days w ith or w ithout 20 mM g lucos e,20 uM linoleic acid, 2 uM retinoic acid, 2
ng/ mL tumor necros is factor alpha and 1 uM norepinephrine, respect ively. T he

differentiated cells w ere counted randomly at 25 s pots in the microscope and
GPDH activit ies w ere ass ayed in the cells harves ted.

a~c:Mean w ith a column w ith no common s upers cript differ s ig nificantly at p< .05
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나. 리놀산

지방세포 전구세포를 인슐린으로 분화를 유도할 때 20 μM의 리놀산( linoleic

acid)이 함유되도록 하면 분화세포수는 인슐린으로 분화유도시에 비해서 높아지는 경

향이 있었고, GPDH 활성은 낮아지는 경향을 나타내었다. 지방산 (Nada 등, 1991)과

리놀산 (Amri 등, 1991)이 지방세포 전구세포의 분화를 촉진한다고 하였다. 이는 지방

산이 지방세포 전구세포의 분화에 필요한 단백질의 유기를 조절하거나 촉진하기 때문

이라고 하였다. 본 실험결과는 분화된 세포수는 배지에 20 μM의 리놀산이 함유되면

인슐린으로 분화유도시에 비해서 유의하게 많은 세포수를 보여 Nada 등 (1991)의 실

험결과와 일치한다고 생각되었다. 최근에 3T 3- L1 전구지방 세포주의 분화중에 지방

산 수송단백질 (FAT P) 유전자의 발현이 인슐린과 장쇄지방산에 의하여 증가한다

(Man 등, 1996)는 보고가 발표되었다. 분화배지중의 리놀산은 FAT P의 발현을 증가시

키므로서 분화세포수를 증가시키는 원인이 될지도 모른다. 그러나 GPDH의 활성은 인

슐린으로 분화유도시에 리놀산이 함유되거나 되지않은 배지사이에 유의차가 나타나지

않았다.

다. 비타민 A (Retinoic acid)

인슐린으로 분화유도시 2 μM의 ret inoic acid가 함유되면 분화된 세포수는 인슐

린으로 분화유도시에 비해서 유의하게 낮았으나 GPDH 활성은 인슐린으로 분화유도

시와 2 μM의 Retinoic acid가 함유된 것 사이에 유의차가 보이지 않았다. 분화세포수

가 낮아지는 것은 지방세포 전구세포의 분화가 Retinoic acid에 의해서 억제되고 있다

는 것을 나타내는 것으로 Retinoic acid가 지방세포의 분화를 저해한다는 보고

(Pairault 등 1987, Xue 등 1996, Suryaw an 등 1997)와 일치하는 결과일 것이다.

GPDH의 활성이 유의하게 낮아지지 않는 것은 GPDH 활성의 측정회수가 적은 것을

뜻하는지, 분화는 억제하나 지방생합성은 억제하지 않는다는 것을 의미하는지 알 수

없었다. 그러나 3T 3- F442A 전구 지방 세포주에서 RA는 g lycerol- 3- phosphate

dehydrag enase (GPD) Gene의 전사 ( transcript ion) 및 mRNA GPD의 양을 75% 억제

한다는 보고도 있으므로, 측정횟수를 증가하여 RA가 GPDH 활성에 미치는 영향을 확

인할 필요가 있을 것이다. .

라. T NF-α

T NF -α가 2 ng /mL의 농도로 인슐린 분화배지에 첨가되면, 분화세포수 및

GPDH활성 모두 인슐린 분화유도시에 비해서 유의하게 (P〈 .05) 낮은값을 나타내었

다. T h- Ptruschke 등 (1993)의 실험에 의하면 사람 지방세포 전구세포에서 지방세포

- 45 -



수와 GPDH 활성이 T NF-α를 첨가했을 때 농도와 분화시간에 따라 감소한다고 하였

다. Reid 등 (1989), Zhang 등 (1996) 및 T ort i 등 (1989)도 세포수와 GPDH 활성이

T NF-α의 첨가에 의하여 낮아진다는 것을 발표하고 있다. 이들 연구성적들과 본 연

구는 일치한다고 생각되었다.

마. 노르에프네프린

인슐린으로 분화를 유도할때 분화배지에 첨가된 1 μM의 Norepinephrine은 지

방전구세포의 분화세포수 및 GPDH 활성 모두 인슐린으로 분화유도시에 비해서 유의

하게 낮았다. 노르에피네프린은 쥐의 Brow n adipos e t is sue (BA T )의 증생

(Hyperplas ia)을 유도하는 교감 (s ympathet ic)신경에서 분비되는 호르몬이다 (Geloem

과 Collet , 1992). BAT에서는 전구세포의 분화를 포함한 GPDH mRNA의 발현을 증

가시킨다 (Barroso 등, 1996). 본 연구에 사용된 지방세포 전구세포는 BAT유래가 아

니나 분화세포수가 감소하는 것은 노르에피네프린이 pre- adipocyte의 증식을 억제한

다 (Jones 등, 1992)는 보고와 일치하는 성적인 것 같다. 한편 본 연구에서 GPDH의

활성이 낮아지는 것이 BAT와 W hite adipos e t is sue의 차이인지에 대한 검토를 위한

실험은 진행되지 않았다.

3. 지방세포 전구세포의 분화에 미치는 항체 (Ig Y)의 영향

T able 4에는 지방세포 전구세포를 인슐린으로 분화유도할 때 20 mM의 포도당

(Glucose- IgY), 20 μM linoleic acid (C18:2- Ig Y), 2 μM retinoic acid (RA- Ig Y), 2

ng/ mL tumor necros is factor- a lpha (T NF -α- IgY) 및 1 μM norepinephrine

(NE- Ig Y)를 각각 첨가하여 분화유도된 세포 용해물( lysa te)을 산란계에 각각 면역시

켜 얻은 항체의 영향을 나타내었다.

Glucos e- IgY (5 ng /mL)는 유의하게 (P＜.05) 분화세포수를 증가시켰으나 GPDH

활성은 감소시켰다. 인슐린으로 분화유도하는 배지에 20 mM의 포도당이 첨가되었을

때 (T able 3)와 유사한 경향을 나타내었다.

C18:2- Ig Y가 분화배지에 5 ㎍/mL의 농도로 함유되면 분화된 세포수와 GPDH 활

성은 분화배지에 비해서 유의하게 감소되었다. 지방세포 전구세포의 분화배지에

Linoleic acid존재하에서 (T able 3) 분화세포수는 증가하는 경향이 그리고 GPDH 활성

은 낮아지는 경향이 있었다. 그러나 C18:2- Ig Y는 지방세포의 분화를 억제하여

Glucose- Ig Y의 분화세포수와 GPDH 활성에 미치는 영향과 달랐다.

T NF-α- IgY는 5 ㎍/mL농도로 분화배지에 첨가되면 지방세포 전구세포의 분화세포

수와 GPDH 활성을 유의하게 낮추어서 C18:2- Ig Y의 지방세포 전구세포의 분화에 미
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치는 영향과 유사하였다.

NE- Ig Y 5 ㎍/ mL가 분화배지에 함유되면 분화세포수가 유의하게 감소하였다.

NE- IgY가 GPDH 활성에 미치는 영향은 cell 배양도중 오염과 GPDH 활성 측정시 부

주의로 인하여 측정하지 못하였다.

RA- Ig Y가 분화배지에 함유되면 분화세포수와 GPDH 활성을 유의하게 감소시켰

다.

T able 4. Effect of Anti- differentiated cell by adipogenic or ant i- adipog enic
subs tances Ig Y on the different ia tion of adipocyte precusor cells

F actor T reatment Cell Number GPDH activity

Number/plate NADHnmol/mg /min

Basal None 0.8±0.81(10) 224.4±71.3c(2)
Control Ins ulin 88.5±7.1b(6) 532.3±78.3a(3)

A ntibody Glucos e- IgY 97.6±6.2a(10) 281.1±26.7c(2)
C18:2- Ig Y 71.5±7.1c(10) 172.7±11.8c(2)

RA- Ig Y 53.4±5.5e(10) 374.9±10.8b(2)
T NF -α- Ig Y 66.0±7.4d(10) 268.4±19.1c(2)

NE- Ig Y 73.6±9.5c(8) - - - -

Values are mean±SD of replicat ion. F ig ures in parenthes is indicates replication.
A dipocyte precursor cells proliferated to reach confluence in media w ith 10% feta l

calf s erum and incubated w ith the media containing 2.5%porcine serum, 0.25 mM
dex amethas one, 0.5 mM 3- isobutyl- 1- methylxanthin and 10 ㎍/mL ins ulin for 7

days w ith or w ithout 5 ㎍/mL g lucos e- IgY, 5 ㎍/ mL C18:2- Ig Y, 5 ㎍/mL (T NF-
α)- IgY, 5㎍/mL NE- Ig Y, 5 ㎍/ mL RA- IgY. IgY ag ains t different iated cells in the

media containing 20 tumor necros is factor (T NF)-α and 1 μM norepinephrine
(NE) w as rais ed in hen. the differentiated cells w ere counted randomly at 25 s pots

in the microscope and GPDH activities w ere as sayed after the cells w ere
harves ted

a~f:Mean w ith a column w ith no common superscript differ s ignificant ly at p< .05

이상과 같이 지방세포 전구세포의 분화배지에 항체(Ig Y)가 첨가되면 지방세포의

분화가 감소하였다. 여러가지 IgY 사이에서 분화세포수에 미치는 영향은
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Glucose- Ig Y는 오히려 중가시켰으나, NE- Ig Y, C18:2- Ig Y, T NF-α- Ig Y 및 RA- Ig Y

순으로 점점 많이 감소시켰다. GPDH 활성은 RA- IgY, Glucos e- IgY, T NF-α- IgY

및 C18:2- IgY 순으로 점점 많이 활성을 억제시켰다.

이와같이 본 실험에서 연구된 Ig Y의 종류에 따른 분화세포수와 GPDH 활성에 미

치는 Glucose- Ig Y 이외의 다른 Ig Y는 모두 비슷한 작용을 나타내었다. 본 연구에서

그 원인은 설명되지 않았다.

Pillion과 Czech (1978)는 쥐의 지방세포 막단백질에 대한 항체가 in vitro에서 지

방세포의 포도당 산화를 증가시키므로서 인슐린과 비슷한 작용을 한다는 것을 관찰하

고 있다. 한편 F rint 등 (1986)은 쥐의 지방세포 막단백질에 대한 양 (s heep)의 항체가

in vitro에서 낮은 농도에서는 포도당의 이용성을 증가시키나, 높은 농도에서는 지방

세포를 감소시키는 작용이 있다고 하였다. 본 연구에서 Glucose- IgY 5 ㎍/ mL의 농도

에서 분화된 지방세포 수를 증가시키는 것은 포도당의 이용성이 증가한 결과를 나타

내는 것일런지도 모른다. 이것은 Pillon과 Czech (1978)가 보고한 바와 같이 5 ㎍/ mL

의 Glucose- Ig Y는 지방세포 전구세포 분화시에 인슐린 비슷한 작용을 하고 있다는

것을 나타내고 있는지도 모른다. 그러나 같은 농도에서 C18:2- Ig Y, T NF -α- IgY,

RA- IgY는 지방세포의 분화를 억제하는 작용을 하였다. 이것은 Kes tin 등 (1993)의 in

v ivo에서 돼지의 지방세포막 단백질에 대한 양의 항체가 지방축적을 감소시키는 작용

과 유사한 결과일런지도 모른다. 왜냐하면 Kim 등 (1999)은 항 3T 3L- 1 전구지방 세

포주 Ig Y를 Freund' s Incomplete adjuvant와 함께 에멀젼을 만들어 주입하면 번식기

관 주위의 지방축적량이 감소한다는 것과도 비슷한 결과라고 생각되기 때문이다. 조

류의 항체인 IgY가 포유류인 마우스의 지방축적을 감소시키는 성적과 본 연구의 in

v itro 성적은 유사한 성적이라고 생각된다. 따라서 상기 Kes tin 등 (1993)의 성적과

본 연구의 IgY가 지방세포 전구세포의 분화감소에 미치는 영향은 유사한 결과를 나

타내는 것이라 생각된다.

본 연구에서 항체작용 메카니즘은 연구되지 않았으나, 지방세포 전구세포의 분화

시에 항체의 활성화를 위한 보체 (complement)를 첨가하는 대신 보체가 살아있는 돼

지의 혈청 (porcine serum)을 만들어서 사용했다. 따라서 본 연구성적은 보체활성에

의한 일반적인 항체작용 경로에 의한 지방세포가 용해된 결과일런지도 모른다

(Futter 등, 1992). 그러나 Kestin 등 (1993)은 항체의 작용이 림파구의 침윤에 의한

세포성 면역에 의할 것이라는 고찰을 하고 있다. 산업화를 위해서는 IgY의 작용 메커

니즘에 관한 연구는 더 진행되어야 할 것이다.

4. 분화항체의 조직과의 반응특이성
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가. 피하지방조직 지방세포 전구 (S - V세포)와 Glucos e- IgY, C18:2- Ig Y,

T NF-α- IgY 및 RA- IgY의 반응

사진 1은 피하지방조직 지방세포 전구세포 (S - V세포)를 커버그래스를 깐 6 w ell

에서 배양한 후 아세톤 고정하고, 커버그래스에서 증식된 S- V 세포와 F IT C를 부착

시킨 Glucose- Ig Y, C18:2- Ig Y, T NF-α- Ig Y 및 RA- Ig Y와 반응시킨 것의 400배율에

서의 형광사진을 찍은 것이다. 모든 사진에서 형광을 나타내어 지방세포 전구세포와

모든항체가 반응하고 있는 것을 알 수 있다. 이것은 지방세포 분화시에 지방생합성

촉진제 또는 억제제의 종류와 관계없이 만들어진 항체는 모두 지방세포 전구세포와

반응할 것이라는 것을 나타내고 있다.

나. 신장조직과 Glucose- IgY, C18:2- IgY, T NF-α- Ig Y 및 RA - Ig Y의 반응

사진 2는 신장조직 동결절편 아세톤 고정조직과 Glucose- Ig Y, C18:2- Ig Y, T NF-

α- IgY 및 RA - Ig Y와 반응시켜 찍은 것이다. 지방세포 전구세포에서 보였던 것같은

뚜렷한 형광반응은 나타나지 않았다. 만들어진 항체들이 신장조직과 반응성이 약하다

는 것을 나타내고 있다.

다. 간장조직과 Glucose- IgY, C18:2- IgY, T NF-α- Ig Y 및 RA- Ig Y의 반응

사진 3은 간장조직 동결절편 아세톤 고정조직과 Glucose- Ig Y, C18:2- Ig Y, T NF-

α- IgY 및 RA - Ig Y와 반응시킨 것이다. 간조직에서도 지방세포 전구세포와 같은 뚜

렷한 F IT C의 형광반응이 관찰되지 않았다. 신장조직과 마찬가지로 간장조직에서도

분화항체와 반응성이 약하다는 것을 나타내었다.

지방세포 원형질막에 대한 항혈청 (ant isera)은 세포표면 항원이 존재하고 in

v itro에서 지방세포 분화중에 양적으로 증가한다. W right와 Haus man (1990)은 마우스

의 Myeloma 세포와 돼지 지방세포 막단백질로 면역한 마우스의 림파절 세포를 융합

하여 만든 두 개 단클론 (mono clone) 항체가 성숙한 돼지 지방세포, s t romal

v ascular, 피하지방조직, 지방조직내 근육과도 반응하여, 지방생합성 세포들은 지방세

포에만 독특하지 않은 표면항체를 가진다고 결론을 내리고 있다. 본 연구에서

Glucose- Ig Y, C18:2- IgY, T NF-α- Ig Y 및 RA- Ig Y 모두 지방세포 전구세포와 명료

하게 반응하므로서 W right와 Hausman (1990)의 성적과 일치하고 있다고 생각되었다.

그러나, 신장조직 및 간장조직과도 약하지만 반응하고 있다는 것을 나타내어, 반응하
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지 않는다는 설명은 불가능하므로 그 조직특이성을 정확히 확인하지 못했다. 그러나

Kestin 등 (1993)은 정제된 돼지 지방세포 막단백질에 대한 양의 항혈청은

Immunoblott ing에 의하여 근육, 신장, 간장, 폐, 뇌, 비장 및 적혈구의 혈청 막단백질

과는 반응성이 낮았으나, 지방세포막 단백질과는 강하게 반응했다는 것을 발표하고

있다. 본 실험은 IgY를 사용하였고 Kes tin 등은 정제된 포유류 항혈청을 사용했다는

차이점은 있으나 그 원인에 대하여 본 연구에서 검사하지 못했다. 그러나 본 연구는

지방세포 전구세포의 반응성과 일치하는 결과로서 가금 IgY가 포유류의 지방세포와

반응하고 있다는 것을 나타내고 있다.

- 50 -



P h oto 1. F lu ores cen ce m icros copy (×400) of th e s u b cu ta n eou s adipocy te
precurs or cells rea cted w ith the Glu cos e- Ig Y , C18:2- Ig Y , T N Fα- Ig Y a nd
R A - Ig Y a tt ach ed F IT C, res pect iv e ly .

Glucose- IgY C18:2- IgY

T NF-α- IgY RA- IgY
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P h ot o 2. F lu or es c en c e m ic r os cop y (×400) of t h e k id n ey t is s u e t r ea c t ed
w ith th e Glu cos e- Ig Y , C18:2- Ig Y , T N F -α- Ig Y an d RA - Ig Y a tt ach ed F IT C,
res pect iv ely

Glucose- IgY C18:2- IgY

RA- IgYT NF-α- IgY
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P h oto 3. F lu ores cen ce m icros copy (×400) of liv er t is s u e reacted w ith the
Glu cos e- Ig Y , C18:2- Ig Y , T N F -α- Ig Y a nd RA - Ig Y at ta ch ed F IT C,
res pect iv ely

Glucose- IgY C18:2- IgY

T NF-α- IgY RA- IgY
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5. 지방세포 전구세포의 분화촉진 및 억제물질이 전기영동상에 미치는 영향

가. 분화유도된 지방세포 전구세포의 세포용해액

지방세포 전구세포의 분화를 인슐린으로 유도할 때 (+INS), 아무 처리를 하지 않

은 5 ㎍/mL의 지방세포 전구세포 항체 (+AB:Ig Y), 2 ng /mL의 tumor necros is factor

a lpha (+T NF-α) 또는 1 μM의 Norepinephrine (+NE)를 각각 첨가하여 분화유도 8

일째에 세포용해액 ( lys ate)을 조제하여 SDS- PAGE법으로 전기영동하여 단백질을 분

리한후 coomass i blue로 염색한 전기영동상을 figure 9에 나타내었다. 약 50 kDa 단

백질 밴드가 T NF-α 또는 NE가 함유된 분화유도 지방세포 전구세포의 세포용액에

서 다른 처리구와 비교하여 더 진해지는 경향을 보였다. 이것이 T NF -α와 NE의 작

용에 의한 것인지 또는 지방세포 전구세포의 분화와 관계있는 단백질인지에 대한 검

토는 이루어지지 않았다.

나. 분화된 지방세포 전구세포의 세포용해액 Ig Y 항체의 전기영동상

지방세포 전구세포에 인슐린이 첨가되지 않거나 (- INS), 10 ㎍/mL의 인슐린

(+INS), 20 mM의 포도당 (+GLU), 2 μM의 Retinoic acid (+RA), 2 ng /mL의 tumor

necros is factor- a lpha (+T NF-α), 20 μM의 Linoleic acid (+C18:2)를 첨가하여 배양

시킨 지방세포 전구세포를 산란계에 면역시켜 얻은 Ig Y항체의 전기영동상을 fig ure

10에 나타내었다.

- 54 -



Figure 9. Electrophoretically saparated protein pat tern of
subcutaneous adipocyte precursor cell incbua ted
w ith Ins ulin, A ntibody (IgY), Ret inoic acid, T NF -α
and Norepinephrine
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Figure 10. Electrophoretic patterns of Glucose- IgY, RA- Ig Y,
T NF-α- IgY and C18:2- Ig Y raised agains t subcutaneous
adipocy te precursor cells different iated w ith the Glucose,
Retinoic acid, T NF-α and C18:2, respect ively
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제4장 돼지지방세포 전구세포의 분화에 미치는 항-항

-돼지 지방세포 막단백질 토끼 IgG- IgY의 작용

제1절 摘 要

돼지의 지방조직 축적을 조절하기 위하여 항-지방세포 막 단백질 계란항체(Ig Y)

와 항-항-지방세포 막단백질 토끼혈청(IgG)- IgY (Idiotype Ig Y)가 지방세포의 분화에

미치는 작용을 조사하였다. 항돼지 지방세포 막단백질 토끼-혈청(Ig G)를 10 ug 및 50

ug으로 각각 생산된 IgY (Idiotype Ig Y) 및 대조의 항-돼지 지방세포 막단백질 Ig Y

을 각각 분리 정제하여 ELISA법으로 친화성을 조사하였다. 항-돼지 지방세포 막단백

질 IgY의 친화성은 최초 면역 후 첫번째 추가면역 4주까지는 뚜렷이 높아지지 않았

으나, 그후는 시간의 경과와 함께 증가하였다. 두 번째 추가면역 후 8주의 친화성은

312 ng의 IgY까지 민감해졌으나 그 후 12주까지 더 높아지지 않았다. IgG 10 ug으로

생산된 idiotype Ig Y의 친화성은 50 ug의 IgG로 작제된 것과 동일하였다. 최초면역 2

주 후부터 idiotype IgY의 친화성이 높아지기 시작하여 주령의 경과와 함께 높아져서

12 주의 친화성은 2.0 ng Idiotype IgY까지 민감해졌다. 약 25 kg 돼지 (랜드레이스)

의 복부와 등부위 피하 지방조직을 콜라젠분해효소 1mg /mL와 함께 배양하여 분리한

지방세포 전구세포를 배양배지에서 배양하고 시험배지와 여기에 10 ug/ mL의 인슐린

이 함유된 분화배지에서 배양하였다. 분화배지에 농도를 달리한 포도당, T NF-α 그

리고 Ig G, IgY, idiotype Ig Y가 함유되었을 때의 지방세포 전구세포의 분화정도를 시

험배지 및 분화배지에서의 분화상황과 비교하였다. 분화는 GPDH활성과 분화된 세포

에 축적된 중성지방의 Oil Red O염색으로 조사하였다. 복부와 등 부위 피하 지방 유

래 지방세포 전구세포는 시험배지에 비해 분화배지에서 배양하면 GPDH 활성이 유의

하게 (P< 0.05) 높았고 Oil Red O의 붉은 염색상이 진해졌다. 분화배지에 T NF -α,

Ig Y 및 Idiotype IgY를 첨가하여 배양된 전구세포의 GPDH 활성은 유의하게

(P< 0.05) 낮아졌고 Oil Red O의 붉은 염색상이 묽어졌다. 분화배지의 포도당 농도가

20 mM로 높아짐에 따라 GPDH 활성은 증가하고 Oil Red O 염색은 진해졌으나, 분

화배지중 T NF-α, IgG, Ig Y 및 Idiotype IgY의 농도가 높아짐에 GPDH 활성은 낮아

지고, Oil Red O의 붉은 염색상은 묽어졌다 (P< 0.05). 이상과 같이 돼지의 지방세포

막단백질에 대한 계란항체 (Ig Y)와 항지방세포 막 단백질 토끼 Ig G에 대한 계란항체

(Idiotype Ig Y)가 중성지방의 생합성과 축적을 낮추었다. 이것은 지방세포 전구세포의

분화억제에 Idiotype- Ig Y의 사용이 가능하다는 것을 가리킨다.
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제2절. 緖 論

채란계의 계란에 함유된 항체 (IgY)의 분리와 정제는 동물의 혈액채취 없이 다클

론 항체 (Ig Y)를 만드는 방법이다 (Akita와 Nakai, 1992). Kim등 (1999)은 3T 3 L1 지

방 전구세포주에 대한 IgY를 생산하여 마우스에 주입하면 조류항체인 IgY도 포유류

인 마우스의 지방축적량을 감소시킨다는 결과를 발표하였다. Koo등 (2000)은 돼지 지

방세포 막단백질에 대한 다클론 Ig Y는 돼지의 피하지방과 복부지방 유래의 지방세포

전구세포가 지방세포로의 분화를 억제하는 작용을 조사하였다.

본 연구는 돼지지방세포 막단백질을 토끼에 주입해서 생산되는 항지방세포 막 단

백질 토끼혈청을 정제한 것 (IgG)을 항원으로 계란항체 (Idiotype Ig Y)를 생산하여,

이것의 지방세포 전구세포의 분화에 미치는 작용을 조사하였다.

제3절. 材料 및 方法

1. Ig Y의 생산

가. 돼지지방세포 막단백질의 분리 및 정제

돼지지방세포 막단백질은 Butterw ith등 (1989)의 방법으로 추출분리 및 정제하였

다. 축협 가락동 도축장에서 숫퇘지의 복부 피하 지방조직을채취하여 제 3장에 설명

된 바와 같이 지방세포막단백질을 분리 정제하여, 단백질함량을 측정한 뒤에 에펜돌

프 튜브에 500 uL씩 분주하여 - 80℃에 보관하였다.

나. 채란계의 면역과 Ig Y의 분리, 정제 및 친화성

77주령의 산란계 (Is a Brow n) 1수당 10 ug 또는 50 ug의 돼지지방세포 막단백질

/ PBS 현탁액과 Incomplete Freund' s Adjuvant (IFA)의 유탁액 1 mL씩을 각각 2수의

채란계 가슴쪽 피하에 주입하였다. 최초 면역 (Immunizat ion)후 4주 간격으로 두번 더

추가 면역 (Boos ting )하였다. 최초면역 후 12주 동안 1주 간격으로 계란을 수집하였

다. IgY의 분리 및 정제는 제2장 및 제3장에 설명하였다. 분리한 IgY펠렛은 PBS에

현탁한 후 투석막내에 넣고, 냉각 PBS를 3시간마다 8번 교체하면서 24시간 투석하였

다. 투석후에 펠렛/ PBS현탁액은 단백질을 정량하고, 1.5 mL 에펜돌프 튜브에 분주하

여 - 80℃에 보관하였다. IgY의 친화성은 제2장 과 제3장에 설명한바와 같다.

2. Idiotype IgY의 생산
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가. Ig G의 생산

1). 토끼의 면역과 IgG의 분리 및 정제

돼지 지방세포 막단백질 200 ug /PBS 현탁액과 같은 동량의 Ccomplete F reund' s

A djuvant (CFA)의 유탁액을 6개월령의 토끼 (Ang ola) 2마리의 등부위 피하 네 군데

에 주입하였다. 최초 면역 후 2주간격으로 돼지지방세포 막단백질 100 ug과 IF A의 유

탁액으로 두번 추가 면역 하였다. 항원을 주입하기전에 토끼의 귀에서 혈액을 채취하

여 4℃에서 3- 4시간 방치한 뒤 3,000 rpm, 15 분간 원심하여 얻은 혈청을 - 80℃에 보

관하였다. 두번째 추가면역 2주후에 토끼를 에테르 (Diethyl ether)로 마취하고 심장천

자로 50 mL 주사기로 혈액을가능한 모두 채취하여 37℃에서 1시간 방치하고, 3,000

rpm에서 15 분 원심하여 혈청을 수집하였다.

IgG의 정제 (Zeng등, 1994)는 채취된 혈청을 20,000 g에서 30 분 원심하여 침전된

세포를 분리제거하고 얼음 냉각된 비커에서 최종 황산암모늄 포화도가 50%가 되도록

혈청과 포화황산암모늄용액을 교반하면서 천천히 넣은 뒤에 6시간 더 교반하였다. 다

음에는 10,000 g, 4℃에서 1시간 원심하여 취한 펠렛을 Ig Y의 분리 정제와 동일 한

방법으로 투석하여 보관하였다.

2). IgG의 친화성

항 돼지 지방세포 막단백질에 대한 토끼혈청 (Ig G)의 친화성은 IgY의 친화성 (3

절)과 동일한 방법으로 직접 ELISA법으로 평가하였다.

나. 항 지방세포 막 토끼 IgG에 대한 IgY (Idiotype Ig Y)의 생산

1). 채란계의 면역, idiotype IgY의 분리 및 정제

77주령의 산란계 (Is a Brow n)에 1수당 10 ug 또는 50 ug의 정제된 토끼 IgG/PBS

현탁액과 IF A의 유탁액으로 주입한 최초 면역 후 4주간격으로 두번 더 추가 면역하

였다. 항 지방세포 막 토끼 IgG에 대한 Ig Y (Idiotype IgY)의 분리 및 정제는 채란계

의 면역과 IgY의 분리, 정제 (1항)과 동일하다.

2). Idiotype IgY의 친화성

정제된 토끼 Ig G를 Carbonate/bicarbonate (pH 9.8)용액에 용해시켜, 96 w ell

immuno plate의 각 w ell (0.25ug )에 넣고 4℃에서 12시간 배양하여 IgY의 친화성

(1- 3항)과 동일한 방법으로 측정하였다.
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3. 돼지지방세포 전구세포의 배양과 분화

가. 돼지지방세포 전구세포의 분리

25- 30 kg의 랜드레이스종 수퇘지의 복부 (Abdominal subcutaneous F at)와 등 부

위 피하 지방 (Back s ubcutaneous Fat)을 채취하여 제3장에 설명한바와 같은 방법으

로 지방세포 전구세포를 분리 배양하였다.

혈청 조제 : 지방세포 전구세포 분리시 경정맥을 통하여 채취한 혈액을 4℃, 16- 24

시간 정치하고 3,000 rpm, 15 분 원심하여 얻은 혈청은 0.2 um 필터로 여과 멸균하고

15 mL 튜브에 분주하여, - 20℃에 보관하여 시험배지 제조시에 이용하였다.

나. 돼지지방세포 전구세포의 배양 및 분화유도

분리한 지방세포전구세포는 배양배지에서 3일간 증식, 배양하고 시험배지 와 시

험배지에 10 ug/mL 인슐린이 함유된 분화배지, 분화배지에 포도당 농도를 20 mM로

증가시키거나, 2 ng /mL의 T NF -α 그리고 5 ug/mL의 Ig Y, IgG 또는 Idiotype Ig Y를

각각 첨가하여 분화를 유도하였다. 6 w ell plate에서는 분화배지의 포도당 농도를 5,

10 및 20 mM로 증가시키거나, T NF-α는 0.1, 0.5, 1.0 및 2.0 ug/ mL IgG, Ig Y, 그리

고 Idiotype IgY는 각각 0.5, 1.0, 2.5 및 5.0 ug/mL로 농도를 증가시켜 지방세포 전구

세포의 분화를 각각 유도하였다. 제3장에 설명한 바와 같이 분화배양 뒤에 지방세포

전구세포의 GPDH의 활성을 측정하고 축적된 중성지방을 Oil red O로 염색하고 사진

을 촬영하여 분화도를 측정하였다.

4. 통계분석

실험에서 얻어지 값들은 SAS (SAS Ins t itude, Cary, NC, 1988)의 GLM으로 분산

분석하고, Duncan의 다중 검정법 또는 Student ' s t 값으로 실험 값사이의 유의차를

검정하였다.

제3절. 結果 및 考察

1. 항체의 친화성

가. 계란항체(Ig Y)

돼지의 복부 피하 지방세포 막 단백질 50 ug로 생산한 항지방세포막단백질- IgY의

친화성을 T able 1에 주별로 나타내었다. 최초 면역후 4주까지는 증가하지 않았으나

추가 면역 (Boos t ing)한 4주 이후 8주째까지 그 반응성은 급속히 증가하나 8주의
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2차 추가 면역 후에는 더 상승하지 않아서 12주까지 그대로 유지되었다. 최고

친화성의 IgY농도는 32배 희석 배율인 312 ng에서 나타내었다.

나. Idiotype IgY

1). IgG (토끼 항체)

복부지방조직에서 추출 정제한 지방세포 막 단백질에 대한 토끼항체 (IgG)의

친화성을 Figure 2에 나타내었다. 대조혈청과 비교하여 최초면역 2주에 32,000배,

4주에는 128,000배 그리고 6주에는 256,000배의 희석농도에서 지방세포 막 단백질과의

친화성을 보였다. 항원 주입 횟수를 증가시키고 주입후 시간이 지남에 따라 친화성이

상승하였다. 면역횟수의 증가와 면역후 시간 경과는 항체의 반응특이성을향상시켰다.

T able 1. Affinity of IgY raised agains t 50 ug of porcine adipocyte plas ma

membrane protein for the ant ig en during boos t ing period.

Immuniza tion Protein1) Ig Y

Period S timulat ion Boos t ing Antigen Dilut ion Ammount

w eeks ug/bird ug/ bird ug/w ell ra te ng/ w ell

0 50 - - - -

2 - - 0.25 2 5.0

4 - 50 0.25 2 5.0

6 - - 0.25 16 625.0

8 - 50 0.25 32 312.5

10 - - 0.25 32 312.5

12 - - 0.25 32 312.5

Affinity of ant i- porcine abdominal adipose t is sue membrane protein Ig Y w ith

the porcine membrane protein (0.25 ug/w ell). Emuls ion of 50 ug porcine

membrane protein w ith incomplete Freund' s adjuv ant w as used for the

s ens it izat ion and boos t ing after 4 and 8w eek of the s ens it izat ion, res pect iv ely.

1) Purified adipose t is sue plas ma membrane protein .
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Figure 2. Affinity of anti- porcine abdominal adipos e tis s ue membrane protein

rabbit serum (IgG) for the porcine membrane protein(0.25 ug/ w ell).

Rabbit w as s ens it ized emuls ion of 150 ug of the porcine membrane
protein w ith complete F reund' s adjuvant and boos ted w ith the emuls ion of 100 ug

porcine membrane w ith incomplete Freund' s adjuvant after 2, 4 and 6w eek of the

s ens it izat ion.

2). IgG의 주입량과 Idiotype 계란항체 (IgY)의 반응성
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채란계에 Ig G 10 ug을 주입하여 조성된 항 IgG- IgY (Idiotype Ig Y)와 Ig G (0.25

ug/ w ell)의 친화성을 최초면역후 1주부터 12주까지 주별로 T able 2에 나타내었다.

Idiotype Ig Y의 친화성은 최초 면역후 2주부터 관찰되었으며, 주령의 경과에 따라

차츰 높아져서 추가 면역한 4주 후부터는 급격히 상승하였으며 2차 추가면역한 8주

이후 12주에는 512배 희석농도인 2.0 ng Idiotype Ig Y가 Ig G와 반응하였다.

T able 2. Affinity of idiotype Ig Y raised agains t 10 ug of rabbit Ig G w ith the

ant ig en during immunizat ion period.

Immuniza tion IgG1) Idiotype Ig Y

Period S timulat ion Boos t ing Antigen Dilut ion Ammount

w eeks ug/bird ug/ bird ug/w ell rate ng/w ell

0 10 - - - -

2 - - 0.25 32 31.2

4 - 10 0.25 32 31.2

6 - - 0.25 64 15.6

8 - 10 0.25 128 7.8

10 - - 0.25 128 7.8

12 - - 0.25 512 2.0

A ffinity (0.25 ug IgG/w ell) of egg immunog lobulin (idiotype Ig Y) raised
agains t anti- porcine abdominal adipocyte plasma membrane protein rabbit Ig G

of 10 ug . Emuls ion of 10 ug Ig G w ith incomplete Freund' s adjuv ant
w as us ed for the sens it izat ion and the boos ting after 4 and 8 w eek of the

s ens it izt ion, respect ively.
1) Anti- adipose tis sue plas ma membrane protein rabbit IgG purified w ith the 50%

ammonium sulfate and dialys ised for 24 hrs chang ing PBS 8 times .

T able 3에는 Ig G 50 ug으로 최초면역 후 1주부터 12주까지 생산된 Idiotype

Ig Y의 친화성의 변화를 정리하였다. 최초면역 후 2주에는 4배의 항체 희석농도인 250

ng의 idiotype Ig Y와 Ig G의 친화성이 있었다. 그 후 주령의 경과에 따라 반응성이

증가하여 4주에는 32배인 31.2 ng , 8주에는 7.8 ng , 12 주에는 512배의 항체
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희석농도인 2.0 ng의 친화성이 존재하여 최고값을 나타내었다.

T able 3. A ffit inity of idiotype Ig Y raised ag ains t 50 ug of rabbit Ig G

w ith the ant ig en during immunizat ion period.

Immuniza tion IgG1) Idiotype Ig Y

Period S timulat ion Boos t ing Antigen Dilut ion Ammount

w eeks ug /bird ug/ bird ug /w ell ra te ng /w ell

0 50 - - - -

2 - - 0.25 4 250

4 - 50 0.25 32 31.2

6 - - 0.25 32 31.2

8 - 50 0.25 128 7.8

10 - - 0.25 128 7.8

12 - - 0.25 512 2.0

Affinity (0.25 ug Ig G/w ell) of egg immunog lobulin (idiotype Ig Y) raised
agains t anti- porcine abdominal adipocyte plasma membrane protein rabbit Ig G

of 50 ug . Emuls ion of 50 ug IgG w ith incomplete Freund' s adjuvant w as used for
the s ens it izat ion and boos t ing after 4 and 8 w eek of the s ens it izt ion, respect ively.

1) Anti- adipose tis sue plas ma membrane protein rabbit IgG purified w ith the 50%

ammonium sulfate and dialys ised for 24 hrs chang ing PBS 8 times .

다. 고찰

1) Idiotype IgY의 생산

돼지의 정제된 지방세포 막 단백질 50 ug과 IFA의 유탁액을 항원으로 생산된 Ig Y

는 최초면역 후 8주에 312 ng과 친화성이 있었다. Koo (2000)는 최초면역과 추가면역

에 막단백질을 200 또는 250 ug을 사용하여 3주 후 w ell당 0.5ug을 분배하여 98 ng의

Ig Y와 친화성이 있었다. 한편 Koo (2000)는 분화된 세포의 세포용해물을 면역하여 생

산된 Ig Y는 0.5 ug의 세포용해물과 391 ng의 Ig Y의 친화성이 있다는 것을 발견하였
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다. 본 연구에 비해서 Koo (2000)는 w ell에 분배하는 단백질양이 많았고 면역기간이

짧았다. 그리고 항원으로 사용한 단백질량이 많았고 최초면역시에는 CFA로 면역 자

극하고 추가면역부터는 IFA를 사용하였다.

본 실험에서는 10 ug의 돼지 지방세포 막단백질과 IFA의 유탁액으로 시도된 Ig Y

의 생산에 사용한 닭들이 계란을 낳지 않았다. 그러나 실험에 어떤 잘못이 있었는지

그 이유는 설명하지 못하였다. 한편 10 ug의 토끼 정제 IgG와 IFA의 유상액을 주입

하면 높은 역가인 2ng의 Ig Y (Idiotype)에서 친화성을 가지는 항- IgG- Ig Y가 생산되

었다. 이러한 성적을 고려하면 10 ug의 돼지 지방세포 막단백질로 IgY 생산이 불가능

하다는 판단을 내릴 수 없다고 생각된다. 따라서 10 ug의 지방세포 막 단백질을 항원

으로 Ig Y의 생산이 가능한지는 다시 실험해야 할 것으로 생각된다. 항원의 주입횟수

와 시간에 따라 그 반응성이 증가하는 것은 Koo (2000)의 실험과 같은 현상이다.

본 연구에서 IgG 10 ug 면역시 Ig G 50 ug 면역시의 생산된 항체 (Idiotype IgY)

의 친화성은 동일하였다. 가금에서는 토끼에 비하여 적은 량의 항원으로 반응성이 높

은 항체를 생산할수 있다 (Goodman등, 1951)는 보고는 이미 잘 알려져 있다. Shade

등 (1996)이 성계 면역시에 10- 100 ug의 항원을 4- 8주의 간격으로 2- 3회 주입하여도

높은 반응성의 계란항체 (Ig Y)가 생산된다고 하였다. 본 실험성적은 Shade등 (1996)

의 결과와 일치하였다. 면역부위는 Shade와는 달리 흉근의 근육에 주사하였다. 제 21

차 유럽대체방법에 대한 워크숍 (T he 21s t European w orkshop on alternat iv e

methods)에서 추천한 Ig Y생산 프로토콜도 IFA와 항원 10- 100 ug의 현탁액으로 면역

할 것을 추천하고 있다.

본 실험에서도 최초 면역시에 CFA를 사용하는 대신 IFA를 이용하여도 높은 친화

성의 항체 (Ig Y)를 닭에서 생산된다는 것을 나타내었다.

2) 지방세포 전구세포의 분화에 미치는 IgG, IgY 및 Idiotype Ig Y의 작용

돼지 복부와 등부위 피하 지방세포 전구세포를 시험배지와 분화배지 그리고 분화

배지에 포도당농도를 20 mM로 증가시키거나, 2 ng/ mL의 T NF-α, 5 ug/mL의 Ig G,

5 ug/mL의 IgY 그리고 5 ug/ mL의 Idiotype IgY를 각각 함유시켜 분화를 유도한 뒤

에 지방세포 전구세포의 GPDH 활성을 T able 4에 나타내었다.

분화배지중 GPDH 활성은 시험배지에 비해서 복부 피하 지방의 지방세포 전구세포

에서는 상승하는 경향이 있었으나, 등 부위 피하 지방에서는 유의하게 (P< 0.05) 증가

하였다. 분화배지중의 포도당 농도가 20 mM로 높아지면 복부 지방세포 전구세포에서

는 GPDH 활성이 증가하는 경향이 있었으나, 등 부위 전구세포에서는 포도당 농도증

가의 영향이 발견되지 않았다.

분화배지에 T NF-α, IgY 및 Idiotype IgY가 함유되면 복부와 등 부위 지방세포
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전구세포 모두 분화배지에서 분화를 유도한것보다 GPDH 활성이 낮아졌다 (P< 0.01).

그 중에서 Idiotype Ig Y는 GPDH활성을 가장 낮추었다 (P< 0.05).

T able 4. Funct ion of T NF -α, IgY and idiotype Ig Y on the glycerol- 3- phosphate

dehydrogenase act ivity of adipocyte precursor cells of abdominal and back

s ubcutaneous adipose t is sue of pig s .

GPDH
Factor T reatment

Abdominal Back

NADH nmol/mg /min

Bas al Non 35.6±2.8bc 33.3±0.3bc
Control Insulin 44.4±9.0ab 64.2±12.5a*

Adipog enic Glucose 54.1±10.3a 37.9±5.3bc*
A nti adipog enic T NF -α 29.2±6.0c 26.6±11.0c

Antibody Ig G 42.6±4.5b 27.7±4.2bc*
Antibody Ig Y 24.1±7.0cd 38.7±2.5b*
Antibody Idiotype Ig Y 15.1±2.1d 8.2±3.0d*

SEM 2.20

LSD (T iss ue) p< .05 11.0 (6.3)
P value

T is sue 0.91
T reatment > 0.01
T is sue * T reatment > 0.01

Values are the average of 3 replicates ± SD. A dipocyte precurs or cells

proliferated to reach confluence in plat ing medium w ith 10% F BS, and then

incubated w ith tes t ing medium conta ining 2.5% porcine serum, 0.25 mM

dex amethas one, and 0.5 mM 3- Is obutyl- 1- methylx anthin, and differentiat ion

medium containing 10 ug/mL insulin, and the different iat ion medium w ith 20 mM

g lucose, 2 ng /mL T NF -α, 5 ug /mL IgG, 5 ug/mL Ig Y, and 5 ug /mL Idiotype Ig Y

for 7- 10days , res pect ively.

a∼d : Means w ith a column w ith no common supers cript , * : means betw een

abdominal and subcutaneous adipocyte precurs or cells in a row differ s ig nificant ly

a t P< 0.05.

Photo 1은 복부 전구세포 그리고 Photo 2는 등 부위 전구세포를 T able 4와 동일

한 조건으로 분화를 유도하여 중성지방축적 현상을 Oil Red O로 염색하여 400배에서
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촬영한 사진이다. Oil Red O에 의한 적색도는 분화배지중의 포도당 농도를 높였을 때

시험배지에 비해서 진했고, T NF-α, IgY 및 Idiotype Ig Y 첨가시 분화배지에 비해서

묽어졌다. 이것은 분화배지중의 포도당 농도를 높였을 때 지방세포 전구세포의 분화

가 활발히 일어나고, T NF -α, Ig Y 및 Idiotype IgY 첨가시 지방세포 전구세포의 분

화가 낮아진다는 것이 육안으로 확인되었다. Oil Red O 염색결과는 복부지방과 등지

방의 지방세포 전구세포 모두 GPDH 활성시와 비슷한 결과를 나타내었다.

3. 지방세포 전구세포의 분화에 미치는 포도당과 T NF-α 농도의 영향

3- 1. 포도당

복부와 등부위 피하 지방조직의 지방세포 전구세포의 분화배지중의 포도당 농도

가 GPDH 활성에 미치는 영향을 T able 5에 나타내었다. 시험배지에서 배양한 것에

비해서 복부 및 등부위 피하 지방 지방조직 지방세포 전구세포를 분화배지에서 배양

하면 GPDH활성이 유의하게 (P< 0.05) 높았다. 포도당의 농도에 따라서 지방세포 전

구세포의 GPDH 활성이 상승하는 경향이 있었으나 분화배지에서 배양한 것보다 유의

하게 (P< 0.05) 낮았다.

Photo 3은 복부 그리고 Photo 4는 등부위 지방세포 전구세포를 T able 5와 동일한

조건으로 분화 배양하여 중성지방의 축적상황을 Oil Red O로 염색하여 400배로 촬영

한 사진이다. 복부와 등 부위 전구세포 모두 포도당 농도가 높아짐에 따라 붉은 색으

로 염색되는 부분이 많아졌다. 이것은 지방세포 전구세포의 분화가 포도당 농도에 따

라 많아진다는 것을 나타낸다고 생각되었다.

Peter등 (1979)은 인슐린만으로 분화유도한 3T 3L1세포에 비해 포도당을 더 첨가한

배지로 분화유도하면 세포의 분화도가 더 높았고, 포도당의 농도에 따라 분화도가

증가한다고 하였다. Peter등 (1979)의 결과와 상기 성적은 비슷한 경향이라고 생각되

었다. 그러나 상기실험에서 분화배지에 비해서 분화배지중의 포도당 농도가 높아지면

GPDH의 활성이 낮아지는 현상이 발견되었다. 그 원인이 본 실험에서는 설명할 수 있

었으나 GPDH 활성 측정과 Oil Red O 염색을 위한 분화 세포의 수확시기가 너무 늦

었던 것이 가장 중요한 원인이라 생각되었다. 이런 점을 고려하여 재확인 실험이 필

요하다고 생각된다.

지방세포 전구세포의 분화는 성장 홀몬등 호르몬과 수많은 지방 생합성 효소들의

활성화를 위한 유전자발현에 의해 진행된다 (MacDoug ald등, 1995). 지방세포분화에

관여하는 지방생합성 효소의 활성은 인슐린수준에 의해 조절된다 (Cryer등, 1976,

Borensztain등, 1972). 인슐린은 포도당의 이동과 대사를 자극하고 Lipoprotein Lipas e

등의 활성을 조절한다고 한다 (Ros en등, 1978). 포도당은 지방세포 전구세포의 초기분
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화시 생성되는 지방생합성 효소들의 활성을 조절한다 (Pat ten, 1970). 세포내로 포도당

을 운반하는 포도당 운반수용체 GLUT - 1과 GLUT - 4는 세포내 인슐린수준에 따라 조

절됨으로 지방세포내 포도당의 수준은 인슐린에 의해 결정되어진다 (James등, 1989,

Cushman과 W ardizala, 1980).

Control Insulin

T NF-α Glucose

IgY Idiotype IgY
Photo 1. Oil Red O micros copy (×400) of abdominal s ubcutaneous adipocyte

precurs or cells incubated w ith different iation medium containing w ith 20 mM

g lucose, 2 g /mL T NF -α, 5 ug /mL Ig Y and 5 ug /mL Idiotype Ig Y, res pect iv ely.
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Control Insulin

T NF-α Glucose

IgY Idiotype IgY
Photo 2 . Oil Red O microscopy (×400) of back subcutaneous adipocyte

precurs or cells incubated w ith different iation medium containing w ith 20 mM

g lucose, 2 ng/ mL T NF-α, 5 ug/mL IgY and 5 ug/mL Idiotype IgY, respectively.
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T able 5. Glycerol- 3- phosphate dehydrog enase act ivity of adipocyte precursor cells

of abdominal and back s ubcutaneous adipose tis s ue of pigs incubated in the

differentiat ion medium increased glucose levels .

T reatment GPDH

Insulin Glucose Abdominal Back

ug/mL mM NADH nmol/mg/min

0 0 28.4±0.1b 24.8±14.2c

10 0 51.0±5.5a 54.7±6.0a

10 5 26.2±1.2b 16.1±4.0a

10 10 27.1±5.7b 38.3±0.1b

10 20 32.1±8.3b 44.1±3.3b

SEM 2.39
LSD (T issue) p< .05 7.6 (4.8)
P value

T issue 0.26
Level > 0.01
T issue * level > 0.05

Values are the average of 3 replicates ± SD.

a∼d : Means w ith a column w iyh no common superscript , * : means betw een

abdominal and subcutaneous adipocyte precurs or cells in a row differ s ig nificant ly

a t P< 0.05.

Control 5 mM Glucose
Photo 3. Oil Red O microscopy (×400) of abdominal s ubcutaneous adipocyte
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precurs or cells incubated w ith different iat ion medium containing w ith Glucose 5

mM, 10 mM and 20 mM, respect ively.

Control Insulin

20 mM Glucose
Photo 4. Oil Red O microscopy (×400) of back s ubcutaneous adipocyte

precurs or cells incubated w ith different iat ion medium containing w ith Glucose 5

mM, 10 mM and 20 mM, res pect iv ely.

3- 2. T NF-α (T umor Necros is Factor - α)

지방세포 전구세포의 분화배지에 첨가하는 T NF -α의 농도를 증가시켰을 때의

GPDH 활성의 변화를 T able 6에 나타내었다. 복부와 등 부위 피하 지방의 지방세포

전구세포 모두 분화배지 중의 T NF -α수준이 0.1, 0.5, 1.0, 및 2.0 ug /mL로 높아짐에

따라 GPDH의 활성이 점차 낮아졌다 (P< 0.01). 복부 피하 지방의 지방세포 전구세포

의 GPDH 활성은 등 부위 피하지방의 값들에 비해서 T NF -α의 농도에 관계없이 낮

았다 (P< 0.05). 등 부위 지방세포 전구세포는 분화배지에 T NF-α 0.1 ug/ mL가 함유

되어도 GPDH활성이 분화배지에서의 값과 비슷하였다. 따라서 등 부위 지방은

T NF-α에 대한 저항성이 높다는 것을 나타내었다.
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Photo 5은 복부 그리고 Photo 6은 등 부위 지방세포 전구세포를 T able 6과 같은

조건으로 분화 유도시 Oil Red O 염색하여 400배에서 촬영한 사진이다. 복부와 등부

위 지방세포 전구세포 모두 T NF-α 농도가 높아짐에 따라 Oil Red O에 의한 붉은

염색이 묽어졌다. 이것은 T NF -α의 농도가 높아짐에 따라 세포의 분화가 점차 억제

되고 있다는 것을 나타낸다. 이러한 Oil Red O 염색결과는 T NF-α의 농도가 GPDH

활성에 미치는 영향과 동일한 결과이다.

T able 6. Glycerol- 3- phosphate dehydrog enase act ivity of adipocyte precursor cells

of abdominal and back of pigs incubated in the different ia tion medium added

v arious levels of T NF-α.

T reatment GPDH

Insulin T NF-α Abdominal Back

ug/mL ng/ mL NADH nmol/ mg /min

0 0 15.7±3.2c 15.5±5.4c

10 0 42.5±18.0a 71.1±9.7a*

10 0.1 32.4±1.3ab 72.1±2.9a*

10 0.5 28.5±1.5b 54.0±12.6b*

10 1.0 13.5±12.0c 49.86±12.1b*

10 2.0 12.2±9.9c 22.68±0.9c*

SEM 3.75
LSD (T iss ue) p< .05 11.0 (6.3)
P values

T is sue > 0.01
Lev el > 0.01
T is sue * level > 0.01

Values are the average of 3 replicates ± SD.

a∼d : Means w ith a column w iyh no common superscript , * : means betw een

abdominal and subcutaneous adipocyte precurs or cells in a row differ s ig nificant ly

a t P< 0.05.

T NF-α는 Macrophage에서 분비되는 사이토카인 (Cytokine)으로 종양세포에 대해서

만 세포독성 (Cytotox ic)과 세포분열 억제(Cytos tat ic)효과를 갖고 있다 (Carsw ell등,

1975, Old등, 1985, Helson등, 1975). 이러한 선택적 작용은 수용기의 수의 의해 결정
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되며 (Sug arman등, 1985), T NF-α는 체내대사에 있어 섬유아세포 (fibroblas t cells )

의 성장을 증진시키고 (Vilcek등, 1986), 호중구 (neutrophils )를 활성화시키며

(Shalaby등, 1985), 근육세포의 분화를 억제시킨다 (Miller등, 1988). 그리고지방세포의

유전자 발현을 억제하여 지방세포의 분화를 억제한다 (T ort i등, 1985). S tephen과

Pekala등 (1992)은 T NF -α가 3T 3L1세포의 분화를 억제한다고 보고하였다.

Petruschke와 Hauner (1993)의 실험에 따르면, 사람 지방세포 전구세포의 분화 배양

시 T NF -α를 첨가하면, 지방세포수와 GPDH활성이 T NF-α의 농도와 분화유도시간

에 따라 감소한다고 하였다. 본 실험 성적과 Petruschke와 Hauner (1993)의 성적은

유사한 결과라고 생각되었다.

Control Insulin

1.0 ng T NF-α 2.0 ng T NF-α
Photo 5. Oil Red O micros copy (×400) of abdominal s ubcutaneous adipocyte

precurs or cells incubated w ith different iat ion medium containing w ith T NF-α 0.1,

0.5, 1.0 and 2.0 ng/ mL, respect ively.
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Control Insulin

0.1 ng T NF-α 0.5 ng T NF-α

1.0 ng T NF-α 2.0 ng T NF-α
Photo 6. Oil Red O micros copy (×400) of back s ubcutaneous adipocyte precurs or

cells incubated w ith different ia tion medium containing w ith T NF-α 0.1, 0.5, 1.0

and 2.0 ng/ mL, respect ively.

4. 지방세포 전구세포의 분화와 Ig G, Ig Y 및 Idioty pe Ig Y 농도

4- 1. IgG

T able 7에는 돼지 지방세포 전구세포를 분화배지에서 분화유도시에 첨가한 토끼항

- 79 -



체 (IgG)의 농도에 따른 GPDH 활성의 변화를 나타내었다. 분화배지로 배양한 복부와

등부위 지방세포의 GPDH 활성은 시험배지에서 배양한 것에 비해서 유의하게

(P< 0.05) 높았다. 복부와 등 부위 전구세포 배양시에 Ig G 농도가 0.5, 1.0, 2.5 및 5.0

ug/ mL의 높아짐에 따라 GPDH의 활성은 낮아졌다 (P< 0.01). 그러나 복부 지방세포

전구세포에서는 분화배지에 0.5 ug/ mL의 Ig G가 첨가되면 분화배지의 GPDH 값과 유

의차가 없었으나 등 부위 전구세포에서는 분화배지에서의 GPDH값에 비해서 유의하

게 (P< 0.05) 낮아졌다. 등 부위 지방세포 전구세포의 GPDH 활성은 복부의 값들에 비

해서 유의하게 (P< 0.05) 낮아서 Ig G에 대한 감수성은 등 부위 전구세포에서 높았다.

T able 7. Glycerol- 3- phosphate dehydrog enase act ivity of adipocyte precursor cells

of abdominal and back of pigs incubated in the different ia tion medium added

v arious levels of IgG.

T reatment GPDH

Insulin IgG Abdominal Back

ug/mL ug/mL NADH nmol/mg/min

0 0 35.0±14.9bc 33.2±0.9b

10 0 60.2±6.4a 53.3±4.7a

10 0.5 62.5±13.9a 36.4±24.2b*

10 1.0 50.9±21.7ab 28.3±14.0bc*

10 2.5 36.3±4.9b 30.8±6.6bc

10 5.0 26.5±3.5c 18.3±6.3c

SEM 2.85
LSD (T issue) p< .05 14.8 (8.5)
P value

T issue > 0.01
Level > 0.01
T issue * level 0.45

Values are the average of 3 replicates ± SD.

a∼d : Means w ith a column w iyh no common superscript , * : means betw een

abdominal and subcutaneous adipocyte precurs or cells in a row differ s ig nificant ly

a t P< 0.05.
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Photo 7은 복부 그리고 Photo 8은 등 부위 지방세포 전구세포를 T able 7과 같은

조건으로 분화 유도한 다음 각각 Oil Red O로 염색한 사진이다. 복부와 등 부위 전구

세포 모두 Ig G농도가 높아지면 Oil Red O의 붉은 염색도가 점차 묽어진다는 것을 육

안으로 알 수 있었다. 지방세포 전구세포의 지방축적이 분화배지중의 Ig G 농도와 반

비례한다는 것을 나타내었다.

Control Insulin

0.5 ug IgG 1.0 ug IgG

2.5 ug IgG 5.0 ug IgG
Photo 7. Photograph (×400) of abdominal s ubcutaneous adipocyte precursor cells

incubated w ith Ig G in different iation medium and s tained w ith Oil Red O
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4- 2. IgY

복부와 등부위 피하 지방의 지방세포 전구세포의 분화배지에 첨가한 항 지방세포

막단백질 IgY 농도에 따른 GPDH 활성의 변화를 T able 8에 표시하였다. 복부와 등부

위 지방세포 전구세포를 분화배지에서 배양하면 GPDH 활성이 시험배지에서 배양한

것에 비해서 유의하게 (P< 0.05) 높았다. 복부와 등 부위 지방세포 전구세포의 분화배

지에 0.5, 1.0, 2.5 및 5.0 ug /mL로 Ig Y농도를 높임에 따라 GPDH의 활성이 점차 유

의하게 (P< 0.05) 낮아졌다. 분화배지에 0.5 ug /mL의 Ig Y가 첨가되면, GPDH 활성은

복부전구세포에서는 분화배지와 유의차가 발생되지 않았으나 등 부위 전구세포에서는

유의하게 (P< 0.05) 감소하였다.

Photo 9은 복부 그리고 Photo 10은 등 부위 지방세포 전구세포의 Oil Red O 염

색결과이다. Ig Y농도가 높아짐에 따라 복부와 등 부위 전구세포 모두 Oil Red O의

붉은 염색정도가 점차 묽어졌다. 이것은 중성지방의 축적이 낮아지는 것을 나타내며,

중성지방의 축적이 적어지는 것은 지방세포 전구세포의 분화정도가 약해지는 것을 나

타낼런지도 모른다.

Kim등 (1999)은 3T 3L1 지방 전구세포주에 대한 Ig Y를 마우스에 주입하면 마우

스의 지방축적량이 감소한다는 결과를 발표하였다. 이러한 결과들은 본 연구에서의

성적과 동일한지 검토할 필요가 있다고 생각된다.

4- 3. Idiotype IgY

지방세포 전구세포의 분화배지에 Idiotype IgY농도를 달리 첨가하여 배양했을 때

의 GPDH 활성 변화를 T able 9에 나타내었다. 복부지방 지방세포 전구세포의 배양

시에는 Idiotype IgY의 농도가 높아짐에 따라 GPDH활성이 점차 낮아졌다 (P< 0.05).

5.0 ug/ mL의 Idiotype IgY을 첨가했을 때 GPDH의 활성이 가장 낮았다. 등 부위 지

방세포 전구세포의 분화배지에 Idiotype IgY를 첨가하여 배양하면 GPDH활성이 분화

배지의 값에 비해서 감소하나 첨가한 Idiotype Ig Y의 농도 사이에는 유의한 차이가

관찰되지 않았다. 등 부위 전구세포에서는 Idiotype IgY의 첨가량에 따라 GPDH의 활

성의 변화가 없는 이유는 본 실험에서 평가되지 않았다.

이러한 결과는 Idiotype IgY생산시 토끼에 주입된 항원인 지방세포 막 단백질 채

취부위가 복부지방조직이었던 것에 기인할런지도 모른다. 그러나 분화배지에 Idiotype

Ig Y를 첨가하면,복부 전구세포에 비해서 등 부위 전구세포에서 Idiotype IgY에 의한

분화억제가 유의하게 (P< 0.05) 낮았다. 이것은 등지방 피하조직에서 오히려 Idiotype

Ig Y에 더 민감하다는 것을 나타낸다고 생각되었다. IgY에 의한 지방세포 전구세포의

GPDH 활성 억제 또는 지방 생합성감소에 대한 메카니즘 및 원인의 연구는 앞으로의

과제라고 생각된다.

Photo 11은 복부 지방세포 그리고 Photo 12는 등 부위 지방세포 전구세포를
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T able 9와 같은 조건으로 배양했을 때 분화된 지방세포의 지방에 대한 Oil Red O 염

색결과를 400배로 촬영한 사진이다. 복부 및 등 부위 전구세포 모두 0.1, 0.5, 1.0, 및

2.0 ug/mL으로 Idiotype IgY 농도가 높아짐에 따라 Oil Red O세포의 붉은 염색도가

묽어진다는 것이 육안으로 확인 되었다. 이것은 GPDH 활성에 미치는 Idiotypr IgY의

작용과 동일한 결과라고 생각된다. 전구세포 분화배양시 GPDH 활성과 Oil Red O 붉

은 염색 결과로부터 세포의 분화가 점차 Idiotype IgY 농도에 따라 억제된다는 것을

의미할런지도 모른다.

T able 8. Glycerol- 3- phosphate dehydrog enase act ivity of adipocyte precursor cells

of abdominal and back of pigs incubated w ith Ig Y in different iation medium

T reatment GPDH

Insulin IgY Abdominal Back

ug/mL ug/mL NADH nmol/mg/min

0 0 28.0±18.6b 31.8±6.3b

10 0 51.0±5.5a 73.0±15.3a*

10 0.5 56.9±8.0a 36.6±0.2b*

10 1.0 43.4±2.0ab 35.4±23.0b

10 2.5 37.4±26.3ab 23.70±19.9b*

10 5.0 29.4±6.0b 20.5±14.4b

SEM 3.17
LSD (T issue) p< .05 17.5 (10.1)
P value

T issue 0.40
Level > 0.01
T issue * level 0.20

Values are the average of 3 replicates ± SD.

a∼d : Means w ith a column w iyh no common superscript , * : means betw een

abdominal and subcutaneous adipocyte precurs or cells in a row differ s ig nificant ly

a t P< 0.05.
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Control Insulin

0.5 ug IgY 1.0 ug IgY

2.5 ug IgY 5.0 ug IgY
Photo 9. Oil Red O micros copy (×400) of abdominal s ubcutaneous adipocyte

precurs or cells incubated w ith different iat ion medium conta ining w ith Ig Y 0.5, 1.0,

2.5 and 5.0 ug /mL, res pect ively.
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T able 9. Funct ion of idiotype Ig Y on the Glycerol- 3- phos phate dehydrog enas e

activity of sw ine adipocyte precurs or cells from abdominal and back s ubcutaneous

adipose t is s ue incubated in the differentiat ion medium

T reatment GPDH

Insulin Idiotype IgY Abdominal Back

ug/mL ug/mL NADH nmol/mg/min

0 0 28.9±9.6c 20.1±6.2b

10 0 72.3±26.4a 77.7±19.7a

10 0.5 58.4±12.0ab 30.5±3.8b*

10 1.0 47.7±21.5b 29.0±14.4b*

10 2.5 40.5±6.4bc 28.8±17.6b*

10 5.0 26.8±11.6c 26.9±0.7b

SEM 3.25

LSD (T issue) p< .05 14.7 (8.5)
P value

T is sue > 0.05
Level > 0.01
T is sue * level 0.25

Values are the average of 4 replicates ± SD.
a∼d : Means w ith a column w iyh no common superscript , * : means betw een
abdominal and subcutaneous adipocyte precurs or cells in a row differ s ig nificant ly
a t P< 0.05.

Control Insulin
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0.5 ug Idiotype IgY 1.0 ug Idiotype IgY

2.5 ug Idiotype IgY 5.0 ug Idiotype IgY

Photo 11. Oil Red O micros copy (×400) of abdominal subcutaneous adipocyte

precurs or cells incubated w ith differentiat ion medium containing Idiotype IgY 0.5,

1.0, 2.5 and 5.0 ug/ mL, respect ively.

Control Insulin
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0.5 ug Idiotype IgY 1.0 ug Idiotype IgY

2.5 ug Idiotype IgY 5.0 ug Idiotype IgY
Photo 12. Oil Red O microscopy (×400) of back subcutaneous adipocyte precursor

cells incubated w ith differentiat ion medium containing Idiotype IgY 0.5, 1.0,

2.5 and 5.0 ug /mL, respectively.
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제5장. 항돼지지방세포세포막단백질-IgY유래 Fab̀
조각의 기능

제1절 摘要

본 연구는 항돼지지방세포막단백질- IgY와 펩신(peps in)을 배양하여 얻은 Fab` 조

각의 특징과 이것이 돼지지방 전구세포의 증식과 분화에 미치는 영향을 조사하였다.

전기영동상으로 확인한 펩신과 항돼지지방 막단백질- Ig Y의 비율(W / W )이 1:10과

1:25펩신 소화물은 59 kDa 부근에서 일정한 밴드가 나타났다. ELISA로 확인한 Fab`

는 항원과 1,024배의 친화력을 보였고 이것은 Ig Y의 친화력과 같았다. 돼지지방세포

막단백질의 전기영동상에 F ab`를 부착(Immunolot)하면 강한 친화력이 있었고 Ig Y의

Immunolot과 유사하였다. 따라서 항돼지지방 막단백질- IgY의 펩신 소화물은 주로

59.4kDa의 Fab`가 생성된다는 것을 나타내었다. 생산된 돼지지방 전구세포의 분화배

지에 Fab`가 함유되면 지방세포전구세포의 증식(p< 0.05)을 억제하였으며 증식세포수

는 MT T의 비색정량으로 확인하였다. 지방세포전구세포를 분화배지에 IgY,

F ab(1:10), Fab(1:25), T NF-α 그리고 리놀산을 첨가하여 분화도를 GPDH 활성과 oil

red O 염색으로 측정하였다. 지방세포 전구세포의 분화배지에 첨가된 Fab(1:10) 와

F ab(1:25)는 GPDH 활성 억제는 분화배지의 이들값들에 비해서 40%- 190%를 억제하

였고 첨가된 Ig Y 같은 효과를 나타내었다. 대조로 분화배지에 첨가된 T NF-α는

GPDH 활성을 억제하였고 리놀산은 GPDH 활성을 증가시켰다. 분화세포에 함유된 지

방구의 Oil red O 염색사진도 GPDH 활성과 유사한 경향을 보였다. 따라서 항지방세

포막단백질- IgY유래 F ab는 지방세포전구세포의 분화억제역할을 하였다.

본 실험결과는 펩신으로 Fc 조각이 완전히 분해되어 생성된 Fab가 항돼지지방세

포막단백질- IgY가 지방세포전구세포에 대하여 같은 경향의 분화억제 효과를 나타내

므로 항돼지지방세포막단백질 Ig Y가 Fc 조각과 보체와의 반응메커니즘이 아닌 다른

메커니즘으로 그 분화억제 효과를 나타낼지도 모른다는 것을 시사하고 있다.

제 2 절 緖論

Hajime 등 (1990)은 채란계의 계란에 측적된 면역글로불린(immunoglobulin:Ig Y))

의 분리는 포유류의 IgG와 같은 작용을 하는 손쉬운 방법이라고 하였다. Ig Y의 사용

방법을 조사하기 위하여 Kim 등(1999)은 항3T 3 L1 전구지방세포주- Ig Y를 생산하여
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마우스에 주입하여 마우스의 지방축적량에 미치는 영향을 조사하였다. 항3T 3L1- Ig Y

는 조류기원이나 포유류인 마우스의 지방축적량을 감소시킨다는 보고를 하였다. 또한

Koo등(2000)은 다클론 항돼지지방세포 막단백질- Ig Y는 돼지의 등과 과 복부유래 피

하지방의 지방세포 전구세포의 지방세포로의 분화를 억제한다는 것을 발견하였다.

면역글로불린은 disulfide bond가 깨어지면 두개의 Fab 조각과 한 개의 F c 조각으

로 분리된다. Fab 조각은 항원의 Fab 수용체(receptor)와 결합하며 F c 조각은 항체가

항원에 결합한 후에 생물학적 기능(biolog ical funct ion)을 나타내는 역할을 한다.

Mous e (Parham 1983), rat (Rousseaux 등 1983) 그리고 사람 (Eeimer 등 1967)의 면

역글로불린을 펴신으로 소화시키면 Fc 족각의 disulfide bond를 분해시키고 두 개의

F ab 조각이 결합된 이량체(bivalent)인 F (ab`)2 조각이 남는다. 그러나 가금의 IgY를

펴신과 배양하면 이량체가 아닌 단량체(monovalent)인 Fab`가 생산된다고 Akita 등

(1993)과 Benedict 등(1976)은 발표하고 있다. Akita 등(1993)은 Ig Y의 분자량은 약

150kDa된다고 하였으며, Akita 등 (1993) 과 Benedict등 (1976)은 F ab` 조각의 분자

량은 약 53- 59kDa이며 항원 과 Fab 수용체 부분과 결합하는 능력을 가진다고 하였

다.

본 연구는 Ig Y가 돼지지방세포 전구세포의 분화억제에 미치는 작용메커니즘을 조

사하기 위하여 돼지지방 막단백질에 대한 가금의 IgY를 펴신소화하여 F ab`조각을

분리하여 그 특징과 돼지지방세포 전구세포의 증식과 분화에 미치는 영향을 조사하였

다.

제3절 材料 및 方法

1. Ig Y의 작제

가. 막단백질의 추출 과 면역

가락동 소재 농협도축장에서 돼지지방 조직을 37℃ PBS에서 가위로 근육조직과

근섬유 조직을 제거하고 채취된 복부지방조직을 여러 조각으로 나누어 PBS로 수차례

세척하고 제3장 과 제4장에 설명 되어 있는바와 같이 지방세포 세포막 펠렛을 얻었

다. 펠렛은 PBS에 현탁하여 막단백질 농도를 측정하고 분주하여 사용시까지 - 80℃

에 보관하였다.

77주령의 Is a Brow n 품종의 갈색 산란계에 100 ug의 돼지지방막단백질이 함유된

PBS 현탁액과 Incomplete Freund' s Adjuvant (IFA)의 유상액을 채란계의 가슴과 다

리의 피하에 최초면역하고 그후 4주 간격으로 재면역(boos t ing)을 실시하였다.
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나. Ig Y의 분리, 정제 및 펴신 분해

면역(Immunizat ion) 후 12주 동안 1주 간격으로 수집한 계란에서 Ig Y의 분리 및

정제는 제2장, 제3장 및 제4장에 설명하였다. 분리한 Ig Y펠렛은 PBS에 현탁한 후 투

석막내에 넣고, 냉각 PBS를 3시간마다 8번 교체하면서 24시간 투석하였다. 투석후에

펠렛/PBS현탁액은 단백질을 정량하고, 1.5 mL 에펜돌프 튜브에 분주하여 - 80℃에 보

관하였다.

IgY 10 mg을 50 mM sodium acetate buffer(pH 4.2)에 용해하여 peps in : Ig Y 비

율이 1:1(w /w ), 1:5, 1:10 그리고 1:25가 되게 동일 buffer에 넣었다. 진탕배양기로 3

7℃, 48시간 동안 진탕배양하였다. Diges tion은 효소가 작용할 수 있는 온도인 37℃에

서 9시간동안 수행되었다. Diges tion의 결과는 비변성조건 전기영동(non- denaturing

condition PAGE)으로 확인하였다.

IgY와 Fab의 친화성측정은 제3장 과 제4장에 설명한 바와 같이ELISA법으로 평

가하였다.

2. 전기영동(E lectrophores is )과 Immunoblot t ing

가. Peps in 소화된 IgY의 전기영동

항체의 전기영동상은 비변성(non- denaturing ) 조건에서 수행되었다. T w o Mini

Gel (Mini- PROT EAN II Electrophores is Cell, BIO- RAD, America)의 12.5%

acrylamide s eparat ing g el과 5% acrylamide s tacking g el을 만들어 고정하고 전극

(electrode)에 gel을 고정하고 유동완충액(running buffer : T ris 3.0 g , Glycine 14.4

g , H2O 1L, pH 8.8)를 채우고 주사기로 거품을 제거하였다. 5 ug의 항돼지지방막단백

질 Ig Y 와 Fab`를 w ell에 넣고 100 V로 2시간 통전하였다. 전기영동 후 g el을 분리하

여 염색용액(s taining solut ion : Coomass ie Blue R- 250 0.025%, Methanol 40%,

A cetic acid g lycial 7% , H2O 2 L)으로 30분간 valley dancer로 천천히 흔들면서 염색

하였다. 30분후 탈색용액(des taining solution : acetic acid glycial 100mL, Methanol

100 mL, H2O 800 mL)로 배경의 파란색이 모두 없어질 때까지 탈색하였다. 그후

Imag e Analys ing Sys tem (BIO- PROFIL, 8617, F rance, 1998)으로 marker의 이동거

리에 대한 RF값으로 단백질 패턴과 분자량을 확인하였다.

나. Peps in 소화된 IgY의 Immunoblot ting

5 ug의 돼지지방세포막단백질을 변성조건(denaturing condit ion)인 12.5%

SDS- PAGE로 단백질을 분리한 후 t rans fer 장치로 g el을 옮겨 t rans fer buffer(T ris

3.03 g , g lycine 14.4 g, methanol 200 mL, H2O 1 L로 충분히 적셔둔 membrane을

g el 위에 얹고 pas teur pipet te으로 rolling하여 기포를 제거하고 electrode에 장착하여
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2시간 통안 100 V의 전류를 통전하여 t rans fer 하였다. Membrane을 분리하여

pans eau 용액( 0.1% panceau- S in 5% acet ic acid)에 염색하여 단백질의 전이를 확인

하고 증류수로 세척하여 panceau- S를 씻어내고 blocking buffer(5% skin

milk/ T BST ( T ris 1.21 g, NaCl 8.7 g H2O 1 L T w een 20 1 mL)로 2시간 실온에서

blocking 한 뒤 control Ig Y, IgY ag ains t 돼지지방세포막단백질, Fab`(0.5 ug/mL)를

2.5% BSA/T BST 용액에 용해한 후 membrane에 처리하여 2시간 배양하고 T BST로

3회 10분간 세척하였다. 세척후 1% BSA /T BST 용액으로 1000배 희석된

anti- chicken IgG(w hole molecule) perox ydase conjugated로 1시간 배양하고 T BST

로 10분간 2회 세척하였다. 검출용액(ECL : Enhanced chemilumines ence , w es tern

blott ing detect ion reag ents , amersham life s cience, England)를 뿌려준 다음 비닐랩

으로 싸서 1분 경과후 암실에서 필름에 감광시키고 auto developer로 현상하였다.

3. 돼지지방세포 전구세포의 배양과 분화

가. 돼지지방세포 전구세포의 분리

20- 25 kg의 랜드레이스 수퇘지의 복부 와 등부위 피하지방조직을 채취하여 제3장

과 제4장에 설명한바와 같이 지방세포 전구세포를 분리하고 세포수를 세고 배양배지

에 현탁한뒤에 각각 직경 10 Cm Petri dish 와 6 w ell plate (1 X 105개/w ell)에 나누

어 37℃, CO2 5%에서 서 배양하였다. 돼지 혈청은 경정맥에서 채취한 혈액을 4℃,

16- 24시간 정치하고 3,000 rpm, 15 분 원심하고 0.2 um 필터로 여과 멸균하고 - 20℃

에 보관하여 이용하였다.

나. 돼지지방세포 전구세포의 배양 및 분화유도 및 증식도측정

지방세포전구세포는 배양배지에서 3일간 증식 배양하고 시험배지 와 시험배지에

10 ug /mL 인슐린이 함유된 분화배지, 분화배지에 리놀산(linoleic acid), T NF-α

Ig Y 또는 F ab` 조각을 각각 첨가하여 분화를 유도하였다. 분화배양한 지방세포 전구

세포의 GPDH 활성을 측정하고 축적된 중성지방을 Oil red O로 염색하고 사진을 촬

영하였다. 지방세포 전구 세포의 세포고정과 Oil Red O 염색과 사진 촬영 그리고

GPDH 활성의 측정은 제3장 과 제4장에 설명되어 있다.

지방세포 전구세포의 증식도 측정은 배양배지에 현탁한 돼지지방세포전구세포의 농

도를 104/mL로 하고 100ul/w ell를 96w ell t is sue culture plate에 넣고 37℃와 5% CO2

에서 24시간 배양하고 ins ulin , T NF -α, linoleic acid, IgY, 혹은 F ab` fragment가 함

유된 배양배지에서 44시간 배양하고 20 uL의 MT T (5 mg /mL)을 넣고 4시간 더배양

하고 배양액을 제거하고 100 ul의 s olvent(DMSO:ET OH, 1:1)를 넣어 formazan blue

를 용해시키고 570 nm에서 reference를 630 nm로 하여 흡광도를 측정하였다.
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4. 통계분석

실험에서 얻어지 값들은 SAS (SAS Ins titude, Cary, NC, 1988)의 GLM 프로그램으로

분산 분석하고, Duncan의 다중 검정법 또는 Student ' s t 값으로 실험 값사이의 유의

차를 검정하였다.

제3절 結果 및 考察

가. 펩신(Peps in)의 농도와 항체의 분해

펩신으로 소화시킨 IgY의 전기영동상을 Figure 1에 나타내었다. 첫 번째 선로

( lane)(1)에는 단백질 분자량측정 표준물질 (marker), 두 번째 선로(2)에는 완전한 항지

방세포 막단백질 Ig Y의 전기영동상을 나타내었다. 그리고 세 번째, 네 번째, 다섯 번

째 및 여섯번째 선로(3)에는 펩신과 Ig Y의 비율을 각각 1:1(w / w ), 1:5, 1:10, 그리고

1:25로 혼합하여 37℃에서 9시간 동안 반응 시 생성된 Ig Y 단백질 조각의 전기영동상

을 나타내었다.

세 번째 선로에 나타난 바와 같이 펩신과 Ig Y를 동량(1:1)으로 혼합하여 37℃에서

9시간 배양하면 두 번째 선로에 있는 완전한 IgY의 분리된 띠나 펩신과 IgY를 1:5,

1:10 또는 1:25의 농도를 배양한것의 선로들과 비교하였을 때에 특징적인 띠가 출현하

지 않았다. 펩신과 IgY를 동량으로 반응시키면 일부 분리된 띠들이 분자량 59kDa 이

상과 이하에 걸쳐 나타났다. 이것은 펩신에 의해 Fab` 조각 및 F c 조각까지 모두 무

작위로 분해되어 여러 가지 분자량의 단백질이 나타난 것이라 생각된다. 이 러한 성

적은 IgY의 양에 비해서 펩신의 양이 많으면 Ig Y의 분해되는 부위가 일정하지 않다

는 것을 나타내는 것 같다.

펩신과 Ig Y가 1:5 비율(네 번째 선로)로 첨가되어 9시간 배양하면 59.4kDa에서 특

징적인 띠가 분명하게 나타났다. 다섯 번째와 여섯 번째 선로인 펩신과 Ig Y를 1:10

혹은 1:25 비율로 혼합하여 배양한것에서는 59kDa에서 더 명확한 띠가 나타났다.

가금의 Ig Y는 포유류의 Ig G와는 구조적인 차이가 있다. 특히 가금의 IgY의 H

chain은 포유류의 γ- chain과는 다른 중요한 차이를 보인다(Les lie 등 1969, Benedict

등 1976). Pavari 등(1988)에 의하면 가금의 Cγ는 포유류의 Cε과 비교하여 분자량에

기준하여 4개의 CH domain과 흡사하다고 하였다. 그리고 가금의 Ig Y에는 hinge

reg ion이 관찰되지 않았다고 보고하였다. Pavari 등(1988)은 가금의 IgY에는 hinge

reg ion이 없어서 포유류의 Ig G와는 달리 F(ab`)2 fragment가 펩신에 의해 소화되는

부분이 있다고 하였다.

Akita등(1993)과 Benedict(1976)등은 가금의 IgY를 펩신으로 소화했을 때 Fab`
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frag ment의 분자량은 약 52- 59 kDa 이라고 하였다. 본실험의 59 kDa에 나타난 띠는

F (ab`)2 조각이 펩신에 의해 분해, 생성된 Fab` 조각이라고 생각되었다.

다섯 번째 선로인 펩신과 IgY가 1:10의 비율로 하여 배양했을 때는 분자량이 59

kDa 보다 큰 띠도 희미하지만 함께 나타났다. 여섯 번째 선로인 펩신과 Ig Y가 1:25에

서는 이러한 띠가 보이지 않았다. 펩신과 Ig Y를 1:10으로 혼합하여 배양한 것에서는

F ig ure 1. Non- denaturing electrophotometric profile of Fab` from the IgY diges ted

by peps in

Marker 0 : 0 1 : 1 1 : 5 1 : 10 1: 25 Peps in:Ig Y(w / w )

Peps in and w hole IgY in 50 mM sodium acetate buffer(pH 4.2) w as incubated

w ith shaking at 37℃ for 9hr.
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59.4kDa 보다 높은 분자량에서 희미하게 나타난 띠는 펩신에 의해서 분해되지 않은

더 큰 분자량의 Ig Y 조각을 나타낸다. 따라서 펩신과 Ig Y를 1:25로 혼합하여 배양한

것에서 더 균일한 분자량의 IgY가 나타났으며, 이 단백질의 분자량은 59.4kDa 이 된

다는 것을 가리키고 있다.

본 실험에서는 펩신과 항체의 비율을 1:25로 하여 37℃에서 9시간 배양하여 얻어

진 결과를 이용하여 다른 실험들이 진행되었다. 그러나 펩신과 항체의 비는 생물활성

의 존재여부에 의하여 결정돼야 한다고 생각된다.

나. 생산된 Fab` fragment의 역가

Figure 2에는 돼지지방세포막단백질에 대한 항돼지지방막단백질 IgY와 펩신 소화

된 F ab` 조각의 역가를 ELISA법으로 측정한 결과를 나타내었다. F igure 2는 Ig Y의

항원과의 반응성은 Fab` fgrag ment의 항원과의 반응성과 비슷한 유형이라는 것을 설

명하고 있다. IgY와 Fab` 조각의 지방세포막단백질에 대한 반응은 유사하였으며 최소

반응역가는 1,024배 희석 배율에서 나타났다. 이것은 31 ng의 Ig Y 또는 F ab` 조각에

상당하였다.

김(1998)등은 본 실험실에서 항지방세포전구세포(preadipocyte) 세포주(3T 3- L1) 항

체를 채란계의 계란 난황으로부터 분리하여 역가를 조사하였다. 지방세포전구세포 세

포주(3T 3- L1)에 대한 항체의 역가는 20배 희석배율까지 높은 역가를 보였고 최소역

가는 1,000배 희석까지였다. 이 실험에서 작제된 항체는 porcine serum이 함유된 배지

에서 지방전구세포의 분화를 억제하는 결과를 얻었다. 이 결과는 지방전구세포주

(3T 3- L1)에 대한 항체의 생산과 항체의 작용을 통해 면역학적 방법으로 체내 지방

축적조절의 모델을 확립할 수 있다는 것을 시사하였다.

Koo등 (1999)은 본 실험실에서 항 돼지지방 막단백질 Ig Y의 돼지지방막단백질과

의 역가를 조사하였다. IgY와 돼지지방전구세포와의 역가는 16배까지 높은 반응성을

보였으며 최소반응역가는 64배 희석까지였으며 이 항돼지지방막단백질 Ig Y가 돼지지

방전구세포의 분화를 억제한다는 것을 T NF-α, 리놀랜산(renoleic acid) 그리고 노르

에피네프린(norepinephrine)등의 억제현상과 비교하여 관찰하였다.

또한 임(2000)은 본 심험실에서 채란계에서 항돼지방세포막단백질 항체와 항돼지

지방세포막백질 토끼혈청을 분리 및 정제한 Ig G를 항원으로 하여 생산된

Ig Y(Idiotype IgY)를 각각 분리 정제하여 ELISA법으로 친화성을 조사하였다. 항돼지

지방막단백질 IgY의 반응성은 32배 희석인 312 ng 까지 나타났으며, idiotype Ig Y의

반응성은 512배 희석농도인 2.0 ng 까지 나타났으며 이 두가지 항체의 지방세포전구

세포에 대한 분화억제를 T NF-α와 비교, 관찰하여 지방세포 전구세포의 분화에 Ig Y

가 관여할 것이라는 결과를 얻었다.
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따라서 본 실험에서 분획한 F ab` 조각으로 추정되는 59.4kDa의 단백질 조각의 돼

지지방세포전구세포에 대한 반응성이 1.024배 희석농도인 31 ng 까지 나타났다는 것

은 Fab`가 Ig Y와 유사한 생물활성을 나타낼 가능성이 있다는 것을 시사하였다.

F ig ure 2. Affinity of F ab` derived from the anti- porcine adipocyte plasma

membrane protein- IgY by peps in

PMP : Porcine adipocyte plasma membrane protein
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다. 지방세포막단백질에 대한 Fab` 조각의 Immunoblott ing

돼지지방세포막단백질을 전기영동하여 여기에 Ig Y 또는 Fab`를 반응시키고 다시

ECL을 부착하여 전자방사(electron emis s ion)를 촬영한 사진을 F ig ure 3에 나타내었

다. IgY와 F ab` 조각 모두 돼지지방세포막단백질 모든 부분에 강하게 부착하여 검은

색으로 진하게 나타났다. 이것은 생성된 IgY와 F ab` 조각 모두 돼지지방세포막의 여

러 가지 단백질과 잘 반응하면 이들 단백질 이 항원으로 작용하여 Ig Y가 만들어졌다

는 것을 나타내었다. Kes t in(1993)등은 돼지지방 세포막단백질을 항원으로 하여 양으

로부터 얻은 serum으로 immunoblot을 실시한 결과 매우 강한 결합력을 가지며 부착

된다는 것을 확인한바 있다.

F ig ure 3. Photog raph of immunoblott ing of porcine adipocyte plasma membrane

protein reacted w ith ant i membrane protein- Ig Y and Fab` fragment from the Ig Y

1 : Anti- porcine adipocyte plasma membrane protein- IgY

2 : F ab' from the Anti- porcine adipocyte plasma membrane protein- IgY

PMP : porcine adipocyte plasma membrane protein
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라. Fab '의 지방세포 전구세포 증식에 미치는 영향

돼지지방세포전구세포의 증식에 미치는 F ab`의 작용을 T able 1에 나타내었다. 등

지방과 복부지방에서 분리한 지방세포전구세포 증식시에 Fab`를 w ell당 0.125 ug 으

로부터 1.00 ug 까지 첨가하였다. 증식도는 MT T를 배양용액에 첨가하여 생성되는

formazan blue 색상의 농도의 변화로 나타내었다. Fab`가 1.00 ug/ w ell 로부터 2배수

연속희석하여 0.0 ug /w ell 까지 첨가되면 Fab`의 농도가 감소함에 따라 복부와 등지

방조직의 지방세포전구세포에서 OD값이 유의하게 높아졌다(p< 0.05). 이것은 돼지등지

방전구세포의 증식이 Fab`의 농도가 감소함에 따라 증가하여 Fab`를 배양배지에 첨

가하면 돼지지방전구세포의 증식이 억제되었다.등지방에서 취한 지방세포전구세포에

비해서 복부지방에서 취한 것은 OD값이 높았다. 이것은 복부지방의 전구세포의 증식

율이 높다는 것을 의미한다. 그리고 OD값이 낮다는 것은 실험에 사용한 세포의 숫자

가 적은 것이 그 원인이라고 생각된다. 따라서 다음실험에서는 세포의 숫자를 늘려서

증식에 미치는 Fab`의 영향을 관찰할 필요가 있을 것이다. F ig ure 1, 2 및 3에서 전기

영동상, 역가 및 immunoblot을 통해 그 특성을 조사한바 일치하였다. 따라서 본 성적

은 본 실험에서 조제한 F ab`가 지방세포 전구세포의 증식을 억제하여 있다는 것을 나

타내었다. Koo(1999)등은 본실험실에서 IgY가 돼지지방전구세포의 분화를 억제한다는

것을 보고하였다. IgY유래의 F ab` 조각이 돼지지방전구세포의 증식의 억제가 돼지지

방전구세포의 분화 억제와 동일한 메카니즘에 의한것인지는 확인되지 않았다.

T able 1. Funct ion of the F ab` in the differentiat ion medium on the proliferat ion of

back and abdominal subcutaneous adipocyte precursor cells .

Fab` Abdominal Back

ug/w ell Optical dens ity

1.000 0.05113c ± 0.00807 0.00563e ± 0.00192
0.500 0.05850bc± 0.00730 0.01425d ± 0.00233

0.250 0.06300bc± 0.01249 0.01888c ± 0.00341
0.125 0.06413b± 0.01194 0.02663b ± 0.00353

0.000 0.08500a ± 0.01568 0.03013a ± 0.00169

LSD 0.003 0.0125

Values are the mean ± SD of 8 replicates .

Means w ith different s uperscript in the same column are different at p < 0.05.
A dipocyte precursor cells 103 / w ell in differentiat ion medium containing 10% FBS

and Fab` w ere incubated at 37℃, 5% CO2 for 72hr.
마. 돼지지방전구세포의 분화와 F ab`의 작용
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1). GPDH 활성에 미치는 F ab 와 Ig Y의 영향

돼지의 복부 및 등 피하조직의 지방세포 전구세포를 시험배지와 시험배지에

10ug/mL의 인슐린을 첨가한 분화배지, 분화배지에 Ig Y, Fab, T NF-α 그리고 리놀산

을 첨가하여 분화유도 된 세포의 GPDH 활성을 각각 나타내었다.

분화유도한 세포의 GPDH 활성은 분화배지에 Ig Y(T able 2)를 첨가하면 분화배지

에 비하여 낮은값을 나타내었다. 분화배지에 Fab를 첨가했을때(T able 3 및 T able 4)

도 분화배지에 비하여 최저 40% 최고 190%정도의 GPDH활성을 감소시켰다.

임(2000)등과 구(1999)등이 보고한 바에 의하면 항돼지지방세포막단백질 IgY는 지

방세포전구세포의 분화유도시 GPDH 활성을 낮춘다고 하였다.
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T able 2. Funct ion of ant i- porcine adipocyte plas ma membrane protein- IgY1) in

differentiat ion medium on the GPDH activity in abdominal and back s ubcutaneous

adipocyte precurs or cells

Insulin IgY Abdomianl Back

ug/mL nmol/mg/min2) Index nmol/mg/min2) Index

0.0 0.0 169±120 100±00 189±2 100±00
10.0 0.0 421±129 249±77 343±156 181±84

10.0 0.5 157±48 93±28 267±136 141±73

10.0 1.0 97±95 57±56 96±35 80±23

Values are the average of 2 pigs

1) A dipocyte precursor cells w ere incubated in the plat ing medium for 24hr and
then incubated in tes t medium containing 2.5% porcine serum, 0.25%

dex amethas one 0.5 mM 3- Isobutyl- 1- methylx anthin(IBMX) or different iation
medium and different iat ion medium conta ining IgY for 2 days .

2) NADH nmol/ mg /min.
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T able 3. Funct ion of Fab`1)(1:10,w /w ) from anti- porcine adipocyte plasma

membrane protein IgY in different iat ion medium on the GPDH activity in

abdominal and back subcutaneous adipocyte precursor cells

Insulin Fab(1:10) Abdomianl Back

- ug/mL- nmol/mg/min2) Index nmol/mg/min2) Index

0.0 0.0 660 100 161 100

10.0 0.0 812 123 342 212
10.0 0.5 430 65 157 98

10.0 1.0 300 45 133 83

Values are the average of 1 pig
1) A dipocyte precursor cells w ere incubated in the plat ing medium for 24hr and

then incubated in different iat ion medium containing Fab(1:10) for 2 days .
2) NADH nmol/ mg /min

T able 4. Effect of F ab (1:25,w /w ) from anti- porcine adipocyte plasma membrane

protein Ig Y on the GPDH activity in abdominal and back subcutaneous adipocyte
precurs or cells incubated in differentiat ion medium1)

Insulin Fab(1:25) Abdomianl Back

- ug/mL- nmol/mg /min2) Index nmol/mg/ min2) Index
0.0 0.0 298±312 100±00 184±61 100±00
10.0 0.0 544±358 162±45 591±119 345±137

10.0 0.5 119±122 73±55 305±152 152±58

10.0 1.0 92 ±118 38±23 129±39 73±23

Values are the average of 4 pigs±SD.
1) Adipocyte precursor cells w ere incubated in the different iat ion medium

containing Fab(1:25,w /w ) for 2 days .

2) NADH nmol/ mg /min.
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1) GPDH 활성에 미치는 지방생합성 억제 및 촉진제의 영향

돼지의 복부 및 등 피하조직의 지방세포 전구세포를 시험배지와 시험배지에

10ug/mL의 인슐린을 첨가한 분화배지, 분화배지에 T NF-α 또는 리놀산을 첨가하

여 분화유도 된 세포의 GPDH 활성을 조사하였다.

돼지지방세포전구세포의 분화배지중의 T NF -α가 GPDH 활성에 미치는 영향을 T able

5에 나타내었다. 복부 및 지방세포전구세포의 GP DH 활성은 분화배지에 T N F -α 0.5

또는 2.0 ng / m L 함유되면 인슐린이 함유되지 않은 것에 비해서도 42 ~ 52%가 감소하

였다. 그러나 동일한 조건인 분화배지와 비교하면 활성을 190- 250%감소시켰다. 그러나

등지방세포전구세포의 배양은 자돈1두에서만 실시되었으므로 실험예수를 증가할 필요

가 있을 것이다. T ony 등(1989)은 특정 종양세포에서 T N F -α는 세포독성이 있는 단

백질로서 지방전구세포의 지방세포로의 분화를 억제한다고 하였다. T or t i(1985)등은

T N F -α가 지방세포의 유전자 발현을 억제하여 지방세포의 분화를 억제한다고 보고하

였으며, Bei 등(1996)은 T N F -α가 3T 3L- 1 세포주에 대하여 an tiad ipog en ic effect가

있다고 보고하였다. 사람의 지방세포 전구세포의 지방세포로의 분화에대한 T N F -α의

억제효과에 대한 연구는 P tr rus chke 등(1993)이 하였다.

본 연구의 성적은 돼지의 복부지방세포전구세포의 분화를 T NF-α가 억제하고 있

다는 것을 나타내었다.

T able 5. Effect of T NF -α in the differentiat ion medium1) on the GPDH activity in

abdominal and back subcutaneous adipocyte precursor cells

Insulin T NF-α Abdomianl Back

ug/mL ng/mL nmol/mg/min2) Index nmol/mg/min2) Index

T est 0.0 0.0 567±633 100 546 100
Diffferentiation 10.0 0.0 1198±1036 318±303 1267 232

10.0 0.5 257±293 49±13 282 52

10.0 2.0 282±385 45±19 231 42

Values are the average of 3 pigs±SD in abdominal and 1 pig in back.

1) Adipocyte precursor cells w ere incubated in the different iat ion medium
containing T NF-α for 2 days .

2) NADH nmol/ mg /min

지방세포 전구세포의 분화배지에 첨가한 리놀산이 GPDH 활성에 미치는 영향을
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T able 6에 나타내었다.

분화배지에 2 uM의 리놀산이 함유되면 복부 및 등 지방 모두 대조구인 인슐린만

첨가된 구에 비하여 높은 GPDH 활성을 나타내었다. 0.5uM의 인슐린이 함유되어도

등지방에서는 인슐린만 함유된 분화배지에 비하여 높은 GPDH 활성을 보였다. 따라서

본연구는 리놀산이 지방세포 전구세포의 분화를 자극한다는 것을 나타내고 있다.

T able 6. Effect of linoleic acid(C18:2) on the GPDH activity in abdominal and back

s ubcutaneous adipocyte precursor cells incubated in different iat ion medium1)

Isulin C18:2 Abdomianl Back

ug/ mL uM nmol/mg /min2) Index nmol/mg/ min2) Index
0.0 0.0 208±175 100 162±6 100

10.0 0.0 515±387 215±92 251±32 154±21
10.0 0.5 243±157 118±30 347±239 216±153

10.0 2.0 525±232 361±249 747±607 463±387

Values are the average of 3 pigs±SD
1) Adipocyte precursor cells w ere incubated in the different iat ion medium

containing linoleic acid for 2 days .
2) NADH nmol/ mg /min
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3) 지방구의 Oil red O 염색

가) 분화배지중 Ig Y 와 F ab첨가

분화배지에 Ig Y가 첨가되면 복부지방세포전구세포(Photo 1)와 등지방세포전구세포

(Photo 2)의 분화시의 지방의 Oil Red O 염색사진은 T able 2의 GPDH 활성을 뒷바침

하였다. Photo 3에는 복부지방세포전구세포를 Fac(1:25)가 함유된 분화배지에서 배양

한것과 Photo 4에는 등지방세포전구세포의 oil red O 염색사진을 나타내었다.

Photo 1. Photog raph(100×) of abdominal subcutaneous adipocyte precursor cells
incubated w ith anti- pocine adipocyte plasma membrane protein- IgY.

0.5 ug IgY 1.0 ug IgY

P hoto 2. M icros copic(100×) pictu res of back s ubcu taneous ad ipocy te precur s or cells
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incuba ted w ith an t i- pocine adipocy te plas m a m em brane protein Ig Y .

+Insulin - Insulin
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Photo 3. Photog raph(100×) of abdominal subcutaneous adipocyte precursor cells

incubated w ith the Fab(1:25, w /w )

.

+Insulin - Insulin

0.5 ug Fab 1.0 ug Fab

- 106 -



Photo 4. Photograph(100×) of back subcutaneous adipocyte precursor cells
incubated w ith Fab(1:25 w /w )

+Ins ulin - Ins ulin
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나) 분화배지 중 지방생합성 억제 및 촉진제 첨가

P hoto 5에는 복부지방세포전구세포를 분화배지에서 배양할때 여기에 T N F -α를 첨

가하여 배양한것의 사진이고, P hoto 6에는 등지방전구세포의 분화유도시에 T N F -α를

첨가하여 oil r ed O 염색하여 촬영한 사진이다. Photo 7은 복부지방세포전구세포의 분

화유도시에 리놀산을 첨가하여 배양한 세포, 그리고 Photo 8은 등지방전구세포의 oil

red O 염색하여 촬영한 사진이다.

Photo 5. Photog raph(100×) of abdominal subcutaneous adipocyte precursor cells

incubated w ith diffrent iat ion medium containing 0.5 and 2.0 ng /mL of T NF-α

Photo 6. Photograph(100×) of back subcutaneous adipocyte precursor cells
incubated w ith diffrent iat ion medium containing 0.5 and 2.0 ng /mL of T NF-α

0.5 ng T NF-α 2.0 ng T NF-α
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Photo 7. Photog raph(100×) of abdominal subcutaneous adipocyte precursor cells

incubated w ith 1,0 and 2.0 uM of linoleic acid
Photo 8. Photograph(100×) of back subcutaneous adipocyte precursor cells

incubated w ith 1,0 and 2.0 uM of linoleic acid

+Insulin - Insulin

1.0 uM linoleic acid 2.0 uM linoleic acid
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제6장 사료중첨가된 IgY에 대한 자돈에서의

항IgY혈청 생산

제1절 적요

지방세포 전구세포의 분화를 In vitro에서 항지방세포막단백질IgY가 억제하였

으므로 이 IgY의 산업적 이용을 목적으로 in vivo에서 항체와 담체 혼합물이 함유된

사료급여시의 항- IgY혈청이 생성되는지에 대하여 확인하였다.

Ig Y 또는 IgG와 담체1 또는 담체2 혼합물이 함유된 사료를 급여하여 부로일러

에서의 모델실험을 실시하고 그결과를 바탕으로 자돈에서 Ig Y 와 담체1 또는 담체2

혼합물이 함유된 사료를 급여하여 모델실험을 실시하였다.

담체의 스크리닝을 위한 모델로 항체 또는 담체에 대한 항혈청 생성되는지

부로일러에 담체1 또는 담체2와 Ig G가 함유된 사료를 4주간 급여하여 조사되었다.

항- IgG혈청의 반응성이 10배로부터 80희석 배율까지 있었으며 항-담체2혈청의

반응성은 매우 높았다. 담체1 또는 담체2가 성장,사료효율, 간장 및 비장무게에

영향을 미치지 않았다. 이 결과를 기초로 담체1 과 담체2를 자돈의 항- IgY혈청

생산의 모델 실험을 실시 하였다. 자돈에서 사료중 담체 1 또는 담체 2는

항Ig G(토끼항체) 또는 Ig Y혈청의 반응성을 8배 로무터 1,280배의 회석배율에서

있었다. 항담체혈청의 반응성은 1,280로부터 256,000배가 되었다. Immunoblot 결과

항- IgY혈청은 Ig Y와 확실히 반응하였다.

본연구 결과는 담체1 과 담체2는 자돈에서의 항- IgY-혈청 생성을 시킨다는 것을

나타내었다.

제2절 서론

항체는 단백질이므로 소화관내에서 소화과정 중에 소화되어 항체의 작용이 없어질

것이다. 따라서섭취시 항체 작용기의 소화억제에 의한 항체작용의 전이 가능성이

Michalek등 (1995)에 의하여 발표되었다. 한편 어린 가축(병아리, 자돈,고양이)에서는

항체가 소화되지 않은체 소화관에서 체내에 진입하여 수동면역이 이루어진다(Lung

NP등, 1996; Casar ML 등, 1996). 항지방세포막단백질 혈청의 투여로 체지방축적의

감소는 in vivo에서 렛트 (Parton et al., 1990; Hu et al., 1992), 돼지 (Kes t in et al.,

1993), 소 (Cryer et al., 1984), 닭 (Dong et al., 1991; Butterw ith et al., 1989, 1992a),

양 (Nass ar and Hu., 1991)등에서 보고된바 있다. 따라서 어린 자돈에서 항-항지방
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세포막단백질- Ig Y가 형성되면 이것은 돼지 자돈의 지방세포에 작용하여 사료효율을

증가시킬런지도 모른다고 가정할수 있다. 본보고서는 대조IgY를 이용하여 어린가축

에서 항- Ig Y 혈청이 형성 되는지에 대하여 조사하여 정리하였다.

제3절 재료 및 방법

지방세포 분화조절, 지방 생합성 또는 지방축적 조절에 항체의 산업적 이용

가능한 방법으로 사료에 첨가하거나 주사로 주입하는 방법이 있다. 주사 주입에 의한

방법은 노동력의 증가로 관리비가 증가하므로 실제 이용에 어려움이 따른다. 사료에

첨가해서 이용이 가능하다면 성력화에도 도움이 되므로 실제 이용 또는 산업화도

쉽게 이루어질것이다.

실험방법

IgY 와 담체가 함유된 사료급여시의 항IgY혈청 및 항담체혈청의 반응성.

산업화의 청번째 기초연구로 어린가축에서 IgY(또는항혈청)의 작용기의 반응성을

전달하는 담체(Vehicle)가 함유된 사료 급여시의 IgY(또는항혈청)에 대한 항혈청의

형성에 대하여 조사하엿다. 본연구에서는 항-항-지방세포막단백질- Ig Y 혈청을

발생시켜서 이것의 체지방함량 조절에 이용할수 있을런지에 대한 기초연구로서

이루어졌다.

담체 스크리닝

혈액내에서 항체의 작용을 재생시키는 담체를 스크리닝하기 위하여 담체 와 항체에

대한 항체가 생산될것인가를 조사하였다. 우선 부로일러에서 담체1 과 담체2를 선정

하여 조사하였다. 부로일러에서의 담체들에 대한 독성 유무를 조사하고 이결과를 바

탕으로 자돈에 급여하였다. 돼지는 시간과 연구비가 많이 소요되므로 부로일러에서

먼저 가능성을 확인하였다.

동물 실험

항체 와 담체가 함유된 사료를 부로일러와 자돈에 급여하여 4주간의 항- Ig Y혈청

및 항담체혈청 반응성을 조사하였다.

항체반응성

1. 용해성 항원의 반응성 제3장에 기재된 방법과 같이 ELISA와 Immunoblot으로

결정하였다.
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2. 항 고체(Solid)담체1 항혈청 반응성의 측정응 ELISA (A ntibody Sandw itch

ELISA )법으로 먼저 96 W ell에 항혈청(Serial Dilution)을 부착하고 다음에 담체1

(Solid)으로 항혈청을 Blocking하고 Blocking안된 혈청에 Secondary antibody

A lkaline phosphotas e Conjug ate을 부착시킨후에 발색도를 측정(ELISA Reader)하여

발색도의 감소로 반응성을 측정하였다.

3. Immunoblot은 제3장에 기재된 방법과 동일하다.

제4절. 결과 및 고찰

1. 부로일러을 이용한 모델 실험

가. 모델 실험 A. 항- IgY혈청의 반응성에 미치는 담체 1 과 담체2의 영향

1) 항담체1-혈청의 반응성
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항체함유담체사료 급여시 담체에 대한 역가를 항체(IgY)만 함유된 사료 급여시와

비교하여 그림 1에는 급여 1주째 그림 2에는 급여 2주째 그림 3에는 급여 3주째에

형성된 항담체-혈청의 반응성을 측정하여 표시하였다. 급여후 1주째(그림1)에는

Ig Y담체사료의 급여로 IgY함유사료를 급여한것에 비해서 OD 값이 높아졌다. 급여

2주째(그림2) 및 3주째(그림3)에는 IgY 담체사료의 급여로 Ig Y사료를 급여한것에

비해서 OD 값이 변함없이 낮아졌다.

고체담체의 반응성 측정(ELISA)에서 설명한바와 같이 항담체-항체가 형성되면

항혈청이 담체와 결합한다. 그림2 및 그림 3에서 담체가 함유된 사료급여시에

담체에 대한 반응성(OD값)이 낮아지는 것은 항담체혈청이 생성되고 있다는 것을

나타낼런지도 모른다.

2) 담체사료 급여시 와 기초사료 급여시 항담체혈청의 반응성

급여 1주째(그림4) 급여 2주째(그림 5) 및 급여 3주째(그림 6)의 항담체혈청의

반응성 (OD값)을 기초사료의 담체에 대한 반응성과 비교하여 표시하였다.

급여후 1주째(그림4: 성략) 2주째 (그림5) 및 3주째 (그림6: 성략)에서 담체에 대한

OD값은 일정한 경향을 나타내지 않았다. 급여3주째는 담체함유사료 와 기초사료

급여한것에서 OD값이 거의 동일한값이 되었다.

잠정적 결론 : 항체와 담체가 함유된사료 (그림 1, 2, 3) 급여시와 담체만 함유된
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사료(그림 4. 5, 6) 급여시의 담체에 대한 항체역가를 비교하면 항체가 함유된경우에

항담체혈청의 반응성이 일정하여 사료에 Ig Y가 함유되면 항담체혈청이 일정하에

형성된다고 생각되었다.

3) 4주령 병아리에서 IgY 함유 담체 1, 담체2 급여가 항담체2혈청의 반응성에미치는

영향 (F ig ure 7)

4주령 부로일러에서 항담체2혈청의 반응성(그림7)은 매우 높았다. 담체2가 함유된
사료를 4주간 급여하면 담체2에 대한 항혈청의 반응성은 256,000배의 회석시까지 나
타나서 매우 높은 역가를 나타내었다. 담체2와 항체(Ig Y)가 함유된 사료를 급여하면
항체가는 약 4,000 회석할 때까지 담체2에 대한 반응성이 존재 하였다.
그림 1, 2, 3 및 그림 7에서 알수 있듯이 담체1 이나 담체 2와 항체(Ig Y)를 함께
급여하면 항체에 대한 반응이 존재한다는 것을 알수 있다.

4) 항체에 대한 항체가

실험에 사용한 항체(IgY)가 가금항체이다. 동종간의 동일조직에 대한 항체는

형성되지 않는 것으로 생각되었다. IgY에 대한 부로일러의 항혈청에 대한 항체가는

동일동종간에 항원항체반응으로서 항체가측정이 잘되지 않아서 본보고서에서 성략

하였다.
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나 모델 실험 B. 항Ig G(정제토끼항혈청)혈청의 반응성과 담체1과 담체 2의 영향

1). 담체 1중 항체(Ig G)농도 와 항IgG혈청의 반응성

담체 1중 항체(Ig G : rabbit ant i- chicken adipocyte- membrane serum) 농도가

항Ig G혈청 반응성에 미치는 영향을 그림 b- 1- 1,2,3 및 4에 나타내었다. IgG x 2는

두배의 Ig G가 함유되었다는 것을 뜻한다. 주령이 경과하면서 대조에 비해서

항Ig G혈청의 반응성이 높아져서 4주령에는 40- 80배 휘석에서도 반응성을 보였다.

2) 항담체1혈청의 반응성

담체 1중 항체(Ig G) 농도가 항담체 1(Vehicle 1)혈청의 반응성에 미치는 영향을

그림 b- 2- 4에 나타내었다. 담체 1과 항체를 함께 급여하면 항담체1혈청의 반응성

(OD값)이 유의하게 낮아지고 있다는 것을 그림 b- 2- 4는 설명한다. 담체 1은

고체이므로 ELISA의 반응성(OD값)이 낮아질수록 항담체1혈청의 생성량이 많아져서

OD값의 상승억제는 모델실험 A의 성적과 같은 경향을 설명한다.
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T able 1. Effect of vehicle 1 containing IgG on the daily g ain, feed efficiency, liv er

and spleen w eight during 4 w eeks of experimenta l feeding period

Vehicle Gain Feed Efficiency Liv er* Spleen*

W eek- old 2 4 2 4 2 4 2 4

IgG g/ d/ b Gain/F eed - - - - g/ 100g BW - - - -

Control F ree 16.2 40.1 44.0 51.2 4.56 3.02 0.1060 0.0915

Vehicle 1 F ree 16.2 40.9 45.1 51.0 3.47 3.20 0.0872 0.1008

Vehicle 1 Ig G 18.5 44.7 50.1 57.1 3.83 3.10 0.0957 0.1408

Vehicle 1 Ig Gx2 18.5 41.0 50.1 52.0 3.70 2.95 0.0727 0.0846

* Values are average of 2 birds .

3) 담체 1중 항체(IgG)농도가 부로일러의 증체, 사료효율, 간장 및 신장무게에

미치는 영향

T able 1에는 실험 사육 기간 중에서 2주령 및 4주령부로일러의 증체, 사료효율,
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간장 및 비장의 무게를 나타내었다. 통계적인 처리가 되지는 않았으나 담체1 이나

여기에 함유된 Ig G의 농도가 부로일러의 사육성적에 미치는 영향은 없었다.

다. 모델 실험 C. Ig G(토끼혈청)가 함유된 담체2의 급여와 항Ig G혈청의 반응성

1) 항항체(IgG)혈청 생성에 미치는 담체 D의 영향

IgG가 함유된 실험사료를 4주 동안 급여하여 주령별 항Ig G항혈의 반응성(그림

c- 1- 1, 2, 3, 및 4)은 그림에서 알수 있는 바와 같이 4주령에는 담체 D 함유 사료의

급여로 유의하게 높은 반응성의 항Ig G혈청이 생성되었다. 그러나 항Ig G혈청은 담체

D만 급여해도 생성 되므로 이에 대한 설명이 필요하다고 생각되었다.

2) 부로일러에서 항담체 D혈청의 반응성

부로일러에서 IgG 와 담체 D가 함유된 사료를 4주 동안 급여하고 주령별 항담체D

혈청의 반응성(그림 c- 2- 1, 2, 3, 4)은 대조에 비해서 2주령부터 유의하게 높아졌으며
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3주령 과 4주령에는 9,600배 희석에도 반응성을 보였다. 그러나 IgG가 함유되면

항담체 D혈청의 반응성이 증가하지 않았다. 그 이유는 알수 없었다.
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T able 2. Effect of vehicle D w ith Ig G on the daily g ain, feed efficiency,

liv er and spleen w eig ht during 4 w eeks of ex perimental feeding period

Vehicle Gain Feed Efficiency Liv er* Spleen*

W eek 2 4 2 4 2 4 2 4

IgG g /d/b Gain/ Feed - - - - - - g/ 100g BW - - - - -

Control F ree 16.2 40.1 44.0 51.2 4.56 3.02 0.1060 0.0915

Vehicle D Free 17.2 52.6 46.6 65.6 3.67 3.11 0.0821 0.0993

Vehicle D IgG 14.8 42.4 40.2 54.2 3.72 3.12 0.0928 0.0825

* Values are averag e of 2 birds .

3) 담체 2가 부로일러의 성장에 미치는 영향

T able 2에 보이고 있는 바와 같이 통계적인 처리는 불가능했으나 담체 D가

간장이나 비장 중량에는 미치는 영향은 발견되지 않았다. 증체나 사료 효율은 IgG가

함유된 담체D를 급여하면 낮아지는 경향이 있었다. 이때 담체 D에 대한 항혈청도

만들어 지지 않았다.

이상과 같이 담체 1 및 담체 2와 IgG가 함유된 사료를 4주간 급여하면 항

Ig G혈청의 반응성이 있었다. 4주째 항 IgG혈청의 반응성이존재한다는 것은

병아리에서 소화관에 장기간 IgG가 머믈면 이에 대한 항혈청이 발생할 가능성이

높다는 것을 나타낼런지도 모른다. 그러나 담체들의 항혈청을 발생시키는 메커니즘은

설명되 않았다. 한편 담체 1이나 담체 2가 병아리의 발육 성적에 미치는 뚜렸한

영향이 관찰되지 않았다.

2. Ig Y(항체)가 함유된 담체 급여시 자돈에서의 항혈청 역가

가. 모델 실험 1. Ig Y와담체 1의 급여와 항Ig Y혈청의 반응성(여주)

1) 자돈(여주)에서 항Ig Y혈청의 반응성에 미치는 담체1의 영향
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가) 자돈(여주)에서 항Ig Y혈청의 반응성에 미치는 담체1의 영향은 그림 1- 1에

나타내었다. 분만후부터 IgY가 함유된 담체 1을 급여하면 1주령의 자돈에서 1,280배

휘석한 형청에서도 항Ig Y혈청의 반응성이 검출되었다. 그러나, 2주령에는

항Ig Y혈청의 반응성이 대조 와 유의차가 검출되지 않았다.
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나) 자돈(여주)의 항Ig Y혈청의 전기영동상

Electrophores is 2에는 자돈 혈청의 전기영동상을 나나타내었다. 49.1 kDa 과

80.0kDa사이에 항체의 진한 밴드가 관찰되었으며, 28.9kDa 부근에서도 확실한 밴드가

관찰되었다. 대조에서는 1주령의 밴드 농도에 비해서 색상이 약해지는 것이

특징이었다.
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다) 자돈(여주) 항IgY혈청의 전기영동상에 대한 IgY(담체1)의 Immunoblot

Immunoblot 4에는 자돈(여주) 항Ig Y혈청의 전기영동상을 Ig Y로 Immunoblot 한

사진이다. 전기영동상의 밴드의 경우하고는 달리 대조에 비해서 28.9kDa 부근에서도

확실한 밴드가 관찰되었다. 28.9 kDa 부근에서 IgY와 결함하는 단백질이

담체1과Ig Y를 함께 급여했을 때 생성되고 있다는 것을 나타내었다.

나. 모델실험 2. 포천 자돈에서 Ig Y와 담체 1의 급여와 항IgY혈청의 반응성

1) 자돈(포천)에서 항Ig Y혈청의 반응성에 미치는 담체1의 영향
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포천 자돈에서는 항Ig Y혈청이 검출되지 않았다. 그러나 휘석배율을 낯추면 3주령에

항Ig Y혈청이 대조보다 높았다. 이것은 적정 항원 항체 반응을 조사하기 위한 순서적

휘석 반응 실험이 필요하다고 생각되었다.

나. 자돈(여주) IgY 함유 담체 D의 급여와 항IgY혈청의 반응성

1) 자돈(여주)에서 항Ig Y혈청 반응성과 담체 D의 영향
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여주에서 담체 D와 IgY를 함께급여하여 항Ig Y혈청의 반응성 검정을 위한 세번째

실험이 실시되었다. 상기 그림( 3- 1)에서 볼수 있는바와 같이 대조에서 Ig Y에 대한

반응성이 더높았다. 그 이유는 알수 없었다. 그러나 1주째 항IgY혈청의 반응성은

2주째에 비해서 약 20배 휘석 까지 반응성을 나타내었다.

2) 자돈(여주)에서 항담체 D혈청의 반응성

여주에서 담체 D를 이용한 세번째 실험에서 항담체D혈청의 반응성(3- 2그림)은

2주째 및 대조에 비해서 640- 1280배 휘석할때까지 반응성이 존재하였다.

라. 모델 실험 4. 포천 자돈에서 IgY와담체 D의 급여 와 항Ig Y혈청 생성

1) 자돈(포천)에서 항Ig Y혈청의 반응성에 미치는 담체 D의 영향

가)그림에서 알수 있는 바와 같이 포천자돈에서 실시한 네 번째 실험에서 대조에

비해서 1주 및 2주령 모두 160배로 휘석 할 때까지 항Ig Y혈청의 반응성이 있었다.
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나) 자돈(포천)에서 항담체 D혈청 생성

그림에 보이고 있는 바와 같이 네번째 실시한 실험에서 항담체D혈청은 약 640배

휘석에 담체D와 반응성이 존재 하였다.
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T able 3. Effect of dietary vehicles on the react ivity of the ant iserum

w ith the Ig Y and the vehicle:

No. Species Vehicle Ag e Anti- serum Immunoblot Antiserum

to Ig Y or IgG to Vehicle

1. Broiler Vehicle 1 4 w k - 1) N2) F ound

2. Broiler Vehicle 2 4 w k - N 256,0003)

3. Broiler Vehicle 1 4 w k 40- 803) N 1,024

4. Broiler Vehicle D 4 w k 10 N 4,800

5. Pig Vehicle 1 1- 2 w k 1,280 Blot4) N

6. Pig Vehicle 1 3 w k 10 Blot N

7. Pig Vehicle D 1 w k 80 Blot 1,280

8. Pig Vehicle D 2 w k 80- 160 Blot 1,280

1) Failure of Experimenta l Des ig n. 2) N : Not challenged

3) Dilut ion rate(회석배율), 4)Reaat ivity of ant is erum w ith the Ig Y w s s found.

사진 1. Vehicle 1 과 Vehicle 2(여주 1,2주)의 Immunoblot
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사진 2 Vehicle 1 과 Vehicle 2(여주 3, 4 주) Immunoblot

사진 3. Vehicle 1 (포천1,2,주)와 Vehhicle 2(포천3, 4주)의 Immunoblot

Table 4. Effects of dietary vehicles and age of pigs
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on the reactivity of anti-IgY serum

Vihicles Week-old Reactivity/Dilution

Yeoju Pochun

Vehicle 1 1 256 256
2 32 64
3 16 -
4 8 -

Vehicle 2 1 128
2 16
3 8 256
4 8 32

항IgY혈청의 반응성에 미치는 담체의 역할을 사진 1과 2 및 3 그리고 T able 3과

T able 4에 정리하였다. 실험에 사용된 담체 1 또는 담체 2는 항 IgY와 10배 로무터
1,280배의 회석배율에서 반응성을 보였다. 그리고 담체에 대한 반응성도 1,280으로부

터 256,000배까지 높은 반응성을 보였다. 한편 Immunoblot 결과도 확실히 반응성을
보여주고 있다.

고찰 : 자돈 소화관에서 분비되는 소화효소 活性은 발육에 따라서 변化한다1,2).
Lipase활성은 출산시부터 높으며 돈유중의 젖糖(Lactose)을 소화하기 위한 Lactase
活性은 생후 3주령까지 높고, 그 後는 점차 낮아진다. 다른 탄수화물 분해효소인
amylase, maltase, sucrase와 단백질분해효소의 活性은 낮다. 3주령까지는 Lactose
나 카제인 이외 영양소의 소화가 낮으므로 본연구에서 주령이 경과와 함께 항

-IgY혈청의 반응성이 낮아지는 것은 단백질 소화효소의 활성의 증가에 따르는 것일
수도 있다.
돼지는 태아 단계에서는 모체의 태반을 통한 면역이 이전되지 않으나, 신생돈은
초유를 섭취하여, 그 중에 함유되는 면역 Globulin (주로γ-Globulin)은 생후 24-48
시간에 장관으로 부터 직접 흡수되어 혈중에 이행한다. 이 이행항체는 2주령에 급격
히 감소하는 한편, 자돈체내에서 서서히 항체가 생산되어 감염에 저항할수 있는 능
력이 생기나, 자돈의 항체생산은 이행항체의 소실에 비해서 늦어진다. 따라서 본연
구에서와 같이 면역항체(Globulin)의 공급원으로 적당한 담체에 의한 IgY의 급여는
유효할런지도 모른다. 그러나 본연구가 이행항체인지 아닌지에 대한 확인 실험은 실
시되지 않았다.
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그러므로 다음 연구에서는 실제 산업적 가치로서 돼지의 체지방 감소 와 사료효율

증가 또는 성장률증가등이 있는지를 검토해볼 필요가 있을것이다.

상기 사진은 여주에서 담체 D를 이용하여 IgY에 대한 항혈청생산에 사용한

자돈을 촬영한것이다.
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