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І. 국문초록 (Abstract in Korean) 

 

Gnrh1 유전자 결핍 마우스의 근육재생능력 및 남

성호르몬 이식에 의한 근육줄기세포의 재형성에 

대한 연구 

 

한 기 찬 

생명과학부 

서울대학교 대학원 자연과학대학 

 

 

Gnrh1 유전자 결핍 마우스는 생식샘 자극 호르몬(Gonadotropin-

releasing hormone 1, Gnrh1) 유전자의 자연적인 돌연변이로 인해 

난포 자극 호르몬(FSH)과 황제 형성 호르몬(LH)의 발현이 사춘기 

이후부터 항상 감소되어 있는 모델이다. 그 결과 Gnrh1 유전자 

결핍 마우스는 2차 성징을 유도하는 남성 및 여성 호르몬의 혈중 

농도도 현저히 저하되어 생식이 불가능하다. 지금까지 Gnrh1 

유전자 결핍 마우스 모델에 대한 연구는 생식, 신경 및 행동 관련 

실험에 대해서만 한정되어 있었다. 따라서 이 모델을 이용한 근육 
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표현형에 대한 연구는 현재까지 보고된 바가 없다. 그리고 성체 

근육줄기세포의 유지, 증식, 자기 재생 및 분화에 대한 연구는 

지금까지 많은 논문들에 의해서 연구되었지만 Gnrh1 유전자 결핍 

마우스 모델을 이용한 성호르몬과 성체 근육줄기세포의 형성 및 

재형성에 대한 인과관계에 대한 연구는 이 논문을 통하여 처음으로 

밝히게 되었다. 본 논문에서는 성별에 무관하게 Gnrh1 유전자 결핍 

성체 마우스의 성체 근육줄기세포의 수는 정상 마우스에 비해 

확연히 감소됨을 관찰하였고 이 마우스 모델에 인위적 근육손상을 

준 후 재생되는 근육 단면적 측정을 통해 근육재생 정도가 

정상개체에 비해 지연됨을 확인하였다. 마지막으로 외부에서 생체 

튜브를 이용한 두 종류의 남성호르몬(Testosterone 및 5α-

dihydrotestosterone)을 피하 이식하였을 때 30일 뒤 Gnrh1 유전자 

결핍 마우스의 성체 근육줄기세포의 수가 정상 마우스의 성체 

근육줄기세포 수와 동등한 수준으로 회복한다는 사실을 확인하였다. 

이러한 결과들을 통해 본 연구는 성호르몬이 성체 근육줄기세포의 

형성에 필수적이며 적은 수의 성체 근육줄기세포는 반복적인 근육 

손상 이후 근육재생은 가능하나 근육재생속도가 지연된다는 사실과 

외부의 남성호르몬 이식으로 Gnrh1 유전자 결핍 수컷 마우스의 

성체 근육줄기세포 수를 정상 범주로 증가시킬 수 있는 생체 내 

중요한 역할을 수행하고 있음을 증명하였다. 
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핵심어: Gnrh1 유전자 결핍 모델, 성체 근육줄기세포 수, 

근육재생속도, 남성호르몬 이식. 

학번: 2013-20323 
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Ⅲ. 서 문 (Introduction) 

 

Gnrh1 유전자 결핍 마우스는 시상하부-뇌하수체 사이에 존재하는 

생식샘 자극 호르몬이 자연적인 돌연변이에 의해 정상적인 기능을 

하지 못하여 뇌하수체에서 성호르몬 분비를 촉진할 수 있는 난포 

자극 호르몬(FSH)과 황체 형성 호르몬(LH)의 혈중 수치가 사춘기 이

후부터 항상 감소되어 있는 모델이다(Cattanach et al., 1997; Ebling 

et al., 2006). 이는 분자적으로 생식샘 자극 호르몬의 리보핵산 전사

과정 중 스플라이싱이 비정상적으로 일어나 기능을 하는 단백질이 

만들어지기 못하기 때문으로 알려져 있다(Son et al., 2005). 이 모델

은 뇌에서부터 생식샘 자극 호르몬이 분비되지 않기 때문에 그것의 

표적이 되는 남성 및 여성 호르몬이 사춘기 이후부터 분비되지 않

아 2차 성징이 오지 않으며 생식 또한 불가능하다(Dwyer et al., 

2015). 이 마우스 모델에 대한 주된 연구는 신경 및 행동에 대해서 

연구(Gill et al., 2008; Ward and Charlton, 1981)가 주로 진행되어 왔

으며 근육 표현형에 대한 이 모델에서의 연구는 현재까지 보고된 

바가 없다.  

성체 근육줄기세포는 근육재생과정에서 가장 필수적인 세포이다. 

지금까지 근육줄기세포는 발생 과정 중 전사인자인 Pax7 단백질을 

배아시기 E12.5부터 일생 동안 항상 발현하고 있다고 알려져 있다
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(Lepper and Fan, 2010; von Maltzahn et al., 2013). 또한 Pax7 단백

질을 발현하고 있는 근육줄기세포를 근육에서만 특이적으로 사멸시

키거나 또는 Pax7 유전자를 근육줄기세포 특이적으로 결손 시켰을 

때 인위적인 근육 손상을 일으키면 근육재생이 불가능하다는 논문 

보고들이 있다(Gunther et al., 2013; Sambasivan et al., 2011). 그리고 

정량적으로 하나의 근섬유 위에 존재하는 수 개의 근육줄기세포만

으로도 100개 이상의 근섬유와 수천 개의 근세포들을 재생할 수 있

다는 논문도 발표되었다(Collins et al., 2005). 따라서, 근육줄기세포 

수(Muscle stem cell pool)와 근육재생능력(Muscle regeneration 

capacity)은 상당히 밀접한 관계가 있을 것으로 예상되며 이에 대해

서 자세한 연구가 진행될 필요가 있다. 

지금까지 보고된 성호르몬과 근육의 비대성에 대한 임상적 연구는 

약물적으로 남성호르몬(Testosterone)의 농도를 증가시키면서 인체에 

주입하였을 때 근섬유의 면적과 근 핵의 수가 남성 호르몬 농도에 

비례하여 증가한다고 알려져 있다(Sinha-Hikim et al., 2002). 그리고 

남성 호르몬의 생리적 농도를 초과하게 인체에 주입하면 근육줄기

세포의 수 또한 높은 농도에 비례하여 증가한다고 보고하였다

(Sinha-Hikim et al., 2003). 또한 해외의 다른 연구진들은 남성 호르

몬의 근육 발달 및 근육의 비대성에 대한 남성 호르몬의 직접적인 

기능을 밝히고자 근육 특이적 남성호르몬 수용체(Androgen receptor) 

유전자 적중 마우스 모델을 이용하여 연구를 수행하였다. 예를 들어, 
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프랑스의 한 연구진에 의하면 근섬유 특이적으로 남성호르몬 수용

체를 제거하였을 경우 근력은 감소하나 사지골격근의 무게에는 차

이가 없다고 보고한 반면 벨기에의 한 연구진에 의하면 근세포 특

이적으로 남성호르몬 수용체를 제거하였을 경우 근력에는 차이가 

없으며 사지골격근의 무게가 감소한다는 논문을 각각 발표하였다

(Chambon et al., 2010; Ophoff et al., 2009). 이처럼 근육과 성호르몬

의 관계에 대한 연구들이 많이 진행되었지만 현재까지 분자적으로 

사지골격근의 비대성에 대한 정확한 원인은 불분명한 상황이다. 위 

두 논문에서 비록 공통적으로 구해면체근(Bulbocavernosus muscle)과 

항문거근(Levator ani muscle)의 크기 및 무게는 남성호르몬 수용체

와 연관성을 찾을 수 있다는 보고를 했으나 사지골격근의 발달 및 

비대성에 대한 남성호르몬 수용체의 직접적인 영향을 확인하지 못

하였다. 따라서 Gnrh1 유전자 결핍 마우스 모델을 이용한 사춘기 

이후의 근육의 발달 정도와 이 모델을 이용하여 인위적으로 남성호

르몬을 체내로 이식하여 근육의 무게와 단면적 변화 그리고 근육줄

기세포의 수에 대한 비교 분석이 필요하다.  

따라서 본 논문에서는 자연적인 돌연변이에 의해 발생된 Gnrh1 

유전자 결핍 마우스 모델을 이용하여 근육줄기세포의 형성 및 재형

성에 대한 성호르몬의 기능에 대해 연구하였다. 그리고 성체기에 형

성된 근육줄기세포 수와 근육재생 정도의 관계를 반복적인 근육 손

상 실험을 통하여 비교해 보았다. 마지막으로 두 종류의 남성호르몬



4 

을 한달 기간 동안 이식하여 Gnrh1 유전자 결핍 성체 수컷 마우스

의 생체 내 혈중 남성 호르몬 농도를 조절한 후 사지 골격근 내에 

존재하는 성체 근육줄기세포 수에 대한 변화를 분석하였다.  
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Ⅳ. 실험 재료 및 방법 (Materials and Methods) 

 

Ⅳ-1. 마우스(Mice) 

자연적인 돌연변이에 의해 14번 상염색체에 존재하는 유전자

(Gonadotropin releasing hormone 1)의 일부가 결실된 Gnrh1hpg/hpg 마

우스(Cattanach et al., 1977)의 획득은 Jackson laboratory로부터 암수 

쌍으로 구매하였다. 교배는 Gnrh1+/hpg x Gnrh1+/hpg 유전자형과 같이 

이형 유전자(Hetero)의 암수 쌍을 통하여 번식하였고 유전형 분석

(Genotyping) 결과 자손들 중 Gnrh1
+/+
 와 Gnrh1

hpg/hpg
 유전자형을 가

진 암수 성체 마우스만 실험에 사용되었다. 또한 본 논문에 전반적

으로 실험에 사용한 마우스의 주령은 3 ~ 4개월 된 성체 암수 마우

스가 사용되었다. 모든 마우스는 서울대학교 SPF 동물 실험 시설의 

지침 의거 교배, 실험 및 도태되었다. 

 

Ⅳ-2. 면역조직형광법(IF) 

IF에 사용된 조직은 사지골격근(hindlimb muscle) 중 앞정강근인 TA 

muscle(tibialis anterior muscle) 좌우 근육 조직을 사용하였다. IF용 

조직 slide를 얻기 위하여 TA muscle을 2ml 튜브(0030 120.094, 

Eppendorf) 속의 Optimal cutting temperature compound(4583, 
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Tissue-Tek®)에 담그고 액체 질소(-196℃)에서 15분 얼린 후 저온유

지장치(cryostat)내에서 조직절편을 만든다. 만들어진 조직절편은 

PBS(Phosphate buffered saline)에 수세를 5분씩 두 번 하고 4% 

paraformaldehyde에 10분 고정한다. 이후 permeabilization buffer(0.4% 

triton X-100 in 5% BSA)에 10분 반응시킨다. Blocking buffer와 1차 

항체를 녹이는 용매는 M.O.M kit(FMK-2201, Vector Inc)의 solutions 

을 사용하였고 1차 항체의 희석률은 Pax7(1:100, DHSB), Ki67(1:1000, 

abcam), Laminin(1:2000, abcam) 등과 같이 사용하였다. Edu 염색의 

경우 Click-iT® Edu Imaging Kits의 protocols을 준수했다. 마우스에 

Edu 주입은 도태 전 24h 간격으로 두 번 주입하였다. 2차 항체를 녹

이는 용매는 5% BSA(bovine serum albumin)를 사용하였고 2차 항체

의 희석률은 mouse 594, rabbit 488, rat 488 모두 1:400으로 사용하

였다. Mounting solution은 Vectashield(H-1200, vector laboratories)를 

사용하였다. 

 

Ⅳ-3. 유세포분석(FACS) 및 면역세포형광법(ICC) 

유세포분석 및 면역세포형광법에 사용된 근육조직은 사지근육인 앞

정강근인 TA(tibialis anterior muscle), 장딴지근인 GA(gastrocnemius 

muscle), 허벅지근인 Q(quadricep muscle), 삼두근인 Tri(Triceps 

muscle)의 좌우 근육 조직을 사용하였다. 준비된 사지근육을 1mm2 
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미만으로 잘게 썰어 0.2% collagenase type Ⅱ(17101015, Gibco) in 

DMEM/High Glucose 용액에 샘플당 5ml씩 1시간 30분 간 37℃가 유

지된 회전기(rotator) 내에서 반응시킨다. Washing buffer(10% horse 

serum in DMEM/High Glucose)을 샘플당 5ml씩 넣고 원심분리기

(1200rpm, 5min, 4℃)를 돌린 뒤 상층액을 제거한다. Dispase 

solution(dispase 4ml, washing buffer 6ml, collagenase type Ⅱ 0.0037g)

을 각 샘플당 5ml씩 넣고 30분 간 37℃가 유지된 회전기 내에서 반

응시킨다. 20 gauge 바늘을 10ml 주사기에 꽂아 dispase solution 

mixture을 petri-dish 위에서 10번 분쇄시킨다. 원심분리기(1200rpm, 

5min, 4℃)를 돌린 후 상층액을 제거하고 40μm strainer로 한 번 걸

러준다. 1차 항체 VCAM1-biotin(553331, BD Pharmingen), CD31-

APC(551262, BD Pharmingen), CD45-APC(103112, Biolegend), Sca1-

FITC(553335, BD Biosciences)를 1:100 비율로 FACS buffer(10% horse 

serum in autoclaved PBS)에 넣고 4℃ 암조건에서 샘플과 30분간 반

응시킨다. FACS buffer로 한 번 수세 후 2차 항체 Streptavidin-PE-

Cy7를 1:100 비율로 샘플에 넣고 4℃ 암조건에서 15분간 반응시킨

다. FACS AriaⅢ 기계로 VCAM1+, Sca1-, CD31-, CD45-인 밀집지역에 

있는 근육줄기세포를 동정한다. 
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Ⅳ-4. 근육단면적 측정(CSA) 

근육단면적 측정에 사용된 근육은 앞정강근인 TA muscle(tibialis 

anterior muscle) 좌우 근육 조직을 사용하였다. Laminin 항체로 면

역 조직 염색한 이후 Leopard program(ZOOTOS, Korea)을 통해 근

육단면적을 측정하였다. 

 

Ⅳ-5. 근섬유 동정 및 근핵 수 측정 

근섬유 동정에 사용된 근육조직은 사지근육 중 장딴지근인 

GA(gastrocnemius muscle) 조직을 사용하였다. 0.2% collagenase type 

Ⅱ(17101015, Gibco) in DMEM/High Glucose 용액에 샘플당 5ml씩 넣

고 37℃ 에서 1시간 반응시킨다. 이후 근섬유 동정 실험 방법(Pasut 

et al., 2013)에 따라 진행하였다. 근핵 수 측정은 Vectashield(H-1200, 

Vector Laboratories)을 사용하여 근핵을 염색하였고 500㎛ 당 근핵 

수를 세었다.  

 

Ⅳ-6. 남성호르몬 이식 실험 

남성호르몬은 Testosterone propionate(T1875-5G, Sigma)와 5α-

Dihydrotestosterone(A8380-1G, Sigma) 두 종류를 사용하였다. 각각 

Silastic tube(508-009, Dow corning)를 이용해 마취된 마우스 개체의 
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목 뒤 피하로 이식(subcutaneous implantation)하였다. Testosterone 

propionate의 경우 1㎝ 길이의 tube를 사용하였고 5α-

Dihydrotestosterone의 경우는 0.5㎝ 길이의 tube를 사용하여 tube 

내부를 가루로 채워서 실험을 진행하였다. 3 ~ 4개월 된 수컷 마우

스에 이식 후 한 달이 지난 마우스가 실험에 사용되었다. 

 

Ⅳ-7. 인위적인 근육 손상 실험 

근육손상 부위는 오른쪽 TA muscle(tibialis anterior muscle)에 1.2% 

BaCl2 in Saline, 100㎕를 위쪽과 아래쪽 방향에서 50㎕씩 나누어 천

천히 주입하였다. 근육 손상을 주기 전 마우스에 2% Avertin(0.02㎖

/g body weight)을 주입하여 마취 후 실험을 진행하였다. 

 

Ⅳ-8. 통계 처리(Statistical Analysis) 

통계적 유의성은 독립적인 최소 세 번의 실험으로부터 나온 raw 

data을 가지고 student t-test로 확인하였다. 근육 손상 실험의 경우 

error bars는 표준 오차(S.E.M)로 나타냈다. 또한 p value가 0.05 보

다 낮을 경우 ＊ 표시로 나타내었다. 
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Ⅴ. 결 과 (Results) 

 

Ⅴ-1. 적은 수의 성체 근육줄기세포 수가 Gnrh1 유전자 결핍 성체 

마우스 모델에서 형성된다. 

 

현재까지 보고된 해외의 논문에 따르면 성체 근육줄기세포의 유지

에 관여하는 세포 신호 전달은 Notch 신호와 연관성이 매우 깊다. 

예를 들어, Notch 신호의 표적 유전자인 Hey1과 Heyl이 동시에 이

중 결손된 마우스의 경우 성체 근육줄기세포가 유지 되지 않는 것

을 관찰할 수 있었고(Fukada et al., 2011), 동일한 표현형을 Notch 

신호의 co-activator 전사인자인 RBP-J를 근육줄기세포 특이적으로 

결손시켰을 때도 확인할 수 있었다(Bjornson et al., 2012; Vasyutina 

et al., 2007). 또한 본 연구실에서는 사춘기 이후의 성호르몬이 Sex 

hormone-Mib1
Myofiber

-Notch axis을 통해 성체 근육줄기세포 형성에 

핵심적인 역할을 한다는 보고를 하였다(Kim et al., unpublished).  

마우스의 혈중 성호르몬 농도를 정상보다 낮게 조절할 수 있는 예

에는 물리적으로 정소제거(Orchidectomy) 및 난소제거(Ovariectomy)

의 방법이 있고(Axell et al., 2006; Lara-Garcia et al., 2011) 화학적

으로 남성 및 여성 호르몬 길항제들을 원하는 기간 동안 체내로 주
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입하여 혈중 농도를 낮추는 방법이 존재한다(Kass et al., 2014). 하지

만 유전학적인 모델로 가장 상위에서 뇌하수체와 시상하부를 연결

하는 생식샘 자극 호르몬의 유전자적 결함으로 인해 하위 신호체계

가 무너져 사춘기 이후 성호르몬 분비가 되지 않는 Gnrh1 유전자 

결손 마우스(이하 Gnrh1
hpg/hpg

) 마우스가 보고되었다(Cattanach et al., 

1977). 지금까지 Gnrh1hpg/hpg 마우스의 근육 표현형에 대한 연구는 

현재까지 보고된 바가 없기 때문에 3개월 주령의 암수 성체 마우스

를 이용하여 성체 근육줄기세포의 형성에 대해 분석해보았다. 그 결

과 본 연구실의 선행 연구 내용과 같이 수컷 성호르몬 결핍 마우스

의 근육줄기세포의 수는 정상개체에 비해 현저히 감소됨을 재확인

할 수 있었다(Figure 1a, 1b, P<0.05, Kim et al., unpublished). 암수 

성별에 차이가 없이 동일한 표현형을 나타내는지 확인하기 위하여 

3개월 주령의 암컷 마우스의 앞정강근(TA muscle)의 성체 근육줄기

세포를 면역염색 해 본 결과 수컷 마우스에 비해 그 차이는 적었지

만 정상 개체에 비해 감소되어 있음을 확인하였다(Figure 2c, 2d, 

P<0.05). 하지만 3개월 주령의 수컷 Gnrh1hpg/hpg 마우스의 근핵의 수

는 정상개체와 차이가 없음을 근섬유 동정 후 Hoechst 염색을 통해 

확인하였다(Figure 1e, 1f, P>0.05). 앞정강근(TA)을 포함한 다른 부위

의 근육조직에서도 감소된 성체 근육줄기세포 수를 확인하기 위하

여 3개월 주령의 수컷 Gnrh1hpg/hpg 마우스의 사지골격근(Hindlimb 

muscle)을 유세포 분석(FACS) 방법을 통해 동정한 후 면역세포염색
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법을 통해 동정된 전체 세포 수 대비 근육줄기세포의 표지 단백질

인 Pax7+한 세포 수를 세어보았다. 위의 결과와 마찬가지로 동정된 

전체 세포 중에서 실질적으로 Pax7 단백질을 발현하고 있는 세포의 

수가 성호르몬 결핍 마우스 모델에서 현저히 감소되었음을 확인할 

수 있었다(Figure 1g, 1h).  
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Figure 1. 적은 수의 성체 근육줄기세포 수가 Gnrh1 유전자 결핍 성

체 마우스 모델에서 형성된다. 

(a-b) 생후 3개월 주령의 수컷 Gnrh1
+/+
 마우스와 Gnrh1

hpg/hpg
 마우스

의 앞정강근(TA muscle) 절편을 이용하여 면역조직염색법을 통해 성

체 근육줄기세포의 수를 확인함, (c-d) 생후 3개월 주령의 암컷 

Gnrh1+/+ 마우스와 Gnrh1hpg/hpg 마우스의 앞정강근(TA muscle) 절편을 

이용한 면역조직염색법을 통해 성체 근육줄기세포의 수를 확인함, 

(e-f) 생후 3개월 주령의 수컷 Gnrh1
+/+
 마우스와 Gnrh1

hpg/hpg
 마우스

의 근섬유를 동정 후 근핵 수를 비교함, (g-h) 생후 4개월 주령의 수

컷 Gnrh1+/+ 마우스와 Gnrh1hpg/hpg 마우스의 사지 골격근에 존재하는 

근육줄기세포를 동정한 후 세포면역염색법을 통하여 Pax7+한 근육줄

기세포 비율을 확인함. 화살표로 Pax7
+
한 각각의 근육줄기세포를 표

시하였다. Scale bar: 25㎛ 
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Ⅴ-2. 인위적인 근육 손상 실험 후 Gnrh1 유전자 결핍 성체 마우스

모델의 근육재생이 늦어진다. 

 

근육 재생과정은 배아 시기의 근육발달과정과 완벽하게 동일하지는 

않지만 일반적으로 재생 과정의 단계별 유사한 점이 존재한다고 알

려져 있다(Wang and Rudnicki, 2012). 또한 디프테리아 독소를 이용

한 형질전환 마우스를 이용한 실험에서 근육줄기세포만이 근육재생

의 원천 세포임을 확인하였다(Lepper et al., 2011). 그리고 적은 수

의 근육줄기세포로도 효율적으로 근육재생이 가능하다는 연구 보고

도 있다(Gunther et al., 2013). 따라서 적은 수로 형성된 3개월 주령

의 수컷 Gnrh1
hpg/hpg

 마우스의 근육 재생과정이 정상적으로 일어나

는지 그리고 근육 재생 정도를 정상 마우스와 비교 분석하기 위해

서 1차 인위적인 근육 손상 후 30일 뒤 근육의 단면적을 측정하였

다(Figure 2a). 화학적 근육 손상 방법 중 하나로 1.2% BaCl2, 100㎕

을 오른쪽 앞정강근에 고르게 근육 손상을 준 후 30일이 지나면 현

저히 Gnrh1hpg/hpg 마우스의 근육재생이 지연됨을 관찰할 수 있었다

(Figure 2b, 2d). 반면 근육손상을 주지 않은 동일한 마우스의 왼쪽 

앞정강근의 근육 단면적의 수치는 통계적으로 차이가 나지 않았다

(Figure 2c, P > 0.05). 대부분 근육 손상 실험으로 근육재생의 표현

형을 분석하고자 할 경우 인위적으로 근육 손상 실험을 반복적으로 
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3회 또는 5회 이상 등을 주고 난 후 근육 재생 정도에 대한 차이를 

비교하거나 선천적으로 유전적 결함을 가진 Dmdmdx 마우스와의 교

배를 통해 근육을 구성하는 구조 단백질(Dystrophin)을 제거하여 지

속적으로 근육손상을 일으키는 방법이 존재한다(Kitamoto and 

Hanaoka, 2010; Urciuolo et al., 2013). 본 논문에서는 3번의 근육 손

상 실험을 반복하고 근육의 재생 정도를 관찰하였다(Figure 2e). 한 

번의 근육 손상을 주는 실험과 같은 실험 방법으로 30일 간격으로 

세 번의 근육 손상을 가하게 되면 한 번의 근육 손상 실험과 동일

하게 근육 단면적이 정상개체에 비해 작게 형성된 것을 관찰할 수 

있었다(Figure 2f, 2g). 마찬가지로 반대편의 근육 손상을 주지 않은 

왼쪽 앞정강근(TA muscle)의 근육단면적은 차이가 없었다. 
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Figure 2. 인위적인 근육 손상 실험 후 Gnrh1 유전자 결핍 성체 마

우스 모델의 근육재생이 늦어진다. 

(a) 생후 3개월 주령의 수컷 Gnrh1
+/+
 마우스와 Gnrh1

hpg/hpg
 마우스의 

앞정강근(TA muscle)에 1차 1.2% BaCl2 근육 손상을 주는 실험 모식

도, (b-d) 1차 근육손상 후 30일 뒤 근육재생 정도를 면역염색법을 

이용해 비교함, (e) 생후 3개월 주령의 수컷 Gnrh1+/+ 마우스와 

Gnrh1hpg/hpg 마우스의 앞정강근(TA muscle)에 3차 1.2% BaCl2 근육 

손상을 주는 실험 모식도, (f, g) 3차 근육손상 후 30일 뒤 근육재생 

정도를 면역염색법을 이용해 비교함. Scale bar: 25㎛ 
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Ⅴ-3. Gnrh1 유전자 결핍 성체 수컷 마우스에 남성호르몬을 이식

하면 성체 근육줄기세포 수가 재형성된다. 

성호르몬이 사춘기 이후부터 분비가 되지 않기 때문에 Gnrh1 유전

자 결핍 성체 마우스의 근육줄기세포의 수가 줄어든 것으로 간주된

다(Kim et al., unpublished). 한편 다양한 종류의 성호르몬 저하 모델

에서 외부의 성호르몬을 체내로 주입하였을 때 정상적으로 생식의 

기능을 회복한다는 연구 보고가 있다(Dwyer et al., 2015; 

Viswanathan and Eugster, 2011). 마찬가지로 Gnrh1
hpg/hpg

 마우스의 

성체 근육줄기세포 수가 줄어든 표현형을 정상 수준으로 회복할 수 

있는지를 알아보기 위하여 생체 튜브를 이용한 두 종류의 남성호르

몬(Testosterone, 5α-Dihydrotestosterone)을 Gnrh1+/+ 마우스와 

Gnrh1
hpg/hpg

 마우스에 각각 피하 이식하였다(Figure 3a). 피하 이식 

후 30일이 경과하면 남성호르몬에 민감한 근육 부위인 항문거근과 

정소 그리고 정낭의 크기 및 무게가 Gnrh1+/+ 마우스의 경우 소폭 

증가한 반면 Gnrh1hpg/hpg 마우스는 이식 전에 비해 확연히 증가된 

것을 관찰할 수 있었다(Figure 3b, 3c). 그리고 두 종류의 남성호르몬

을 이식 한 정상 Gnrh1+/+ 마우스의 앞정강근(TA muscle)의 성체 근

육줄기 세포 수가 정상 범위 보다 다소 증가한 것을 관찰할 수 있

었다(Figure 3d, 3h). 흥미롭게도 성호르몬 결핍 모델인 Gnrh1hpg/hpg 

의 경우에는 앞정강근(TA muscle)에서 두 종류의 남성호르몬을 이식

하게 되면 정상 마우스 수준과 비슷한 정도로 성체 근육줄기세포 
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수가 증가한 것을 관찰할 수 있었다(Figure 3e, 3h). 또한 이 성체 근

육줄기세포들은 세포주기 활성화 표지인자인 Ki67과 Edu로 면역 염

색해 본 결과 Gnrh1+/+ 와 Gnrh1hpg/hpg 마우스 모두 두 마커를 발현하

고 있지 않았다(data not shown). 따라서 이식 후 30일에는 성체 근

육줄기세포의 세포주기가 종료된 것으로 보인다. 전체적인 성체 근

육줄기세포 수에 대한 분석을 하기 위해 남성호르몬 이식 전후 각 

마우스의 사지 골격근 내에 존재하는 성체 근육줄기세포를 유세포 

분석 실험을 통해 모두 동정하였다. 이를 면역세포염색법으로 전체 

동정된 세포 수 대비 실제로 근육줄기세포 표지 단백질인 Pax7+한 

세포 수로 비교해 본 결과 Gnrh1hpg/hpg 의 성체 근육줄기세포의 

Pax7
+
한 비율이 정상 수준으로 확연히 증가한 것을 관찰할 수 있었

다(Figure 3f-g, 3i).  
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Figure 3. Gnrh1 유전자 결핍 성체 수컷 마우스에 남성호르몬을 이

식하면 성체 근육줄기세포 수가 재형성된다. 

(a) 생후 4개월 주령의 수컷 Gnrh1
+/+
 마우스와 Gnrh1

hpg/hpg
 마우스에 

남성호르몬(Testosterone, 5α-dihydrotestosterone)을 이식하는 실험 

모식도, (b, c) 생체 튜브 이식 30일 뒤 수컷 Gnrh1
+/+
 마우스와 

Gnrh1
hpg/hpg

 마우스의 고환(Testis), 항문거근(LA muscle), 정낭

(Seminal vesicle)의 크기를 비교함, (d, e, h) 생체 튜브 이식 30일 뒤 

수컷 Gnrh1+/+ 마우스와 Gnrh1hpg/hpg 마우스의 앞정강근(TA muscle)에

서의 성체근육줄기세포 수를 비교함, (f, g, i) 유세포 동정 실험을 이

용하여 생체 튜브 이식 30일 뒤 수컷 Gnrh1+/+ 마우스와 Gnrh1hpg/hpg 

마우스의 사지골격근(limb muscle)내의 성체근육줄기세포 수를 비교

함. 화살표로 Pax7
+
한 각각의 근육줄기세포를 표시하였다. Scale bar: 

25㎛ 
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Ⅵ. 고 찰 (Discussion) 

 

Gnrh1 유전자 결핍 마우스 모델을 이용하여 성체 근육줄기세포 

수의 형성 정도를 비교 해본 결과 성별에 무관하게 정상 마우스에 

비해 Gnrh1 유전자 결핍 마우스 모델에서 감소된 근육줄기세포 수

가 형성됨을 발견하였다. 본 연구실은 선행 연구를 통하여 사춘기에 

분비되는 성호르몬에 의해 근섬유 특이적으로 성체 근육줄기세포 

수가 Notch 신호를 통해 조절됨을 보고하였다(Kim et al., 

unpublished). Gnrh1 유전자 결핍 수컷 마우스의 성체 근육줄기세포 

수의 감소는 본 연구실의 선행연구와 본 논문을 통하여 재확인되었

지만 Gnrh1 유전자 결핍 암컷 마우스의 성체 근육줄기세포 수가 수

컷 마우스에 비해 적게 줄어든 점에 대한 연구가 더 필요하다. 예를 

들어, 암컷 마우스의 경우 근육 발달이 수컷 마우스에 비해 늦게 성

숙이 되기 때문에 3개월 마우스에서는 아직 성체 근육줄기세포 수

가 덜 줄어든 것일 수 있다(Bergmann et al., 1995). 또는 암컷 마우

스의 경우 근육에서의 성호르몬 기능이 수컷에 비해 진화적으로 덜 

발달했기 때문에 수컷에 비교하여 성호르몬의 영향을 덜 받을 가능

성도 존재한다(Miller et al., 1993). 또한 체내 성호르몬을 저하시킬 

수 있는 방법에는 Gnrh1 유전자 결핍 마우스 외에도 정소 및 난소

제거와 같은 물리적인 방법이나 성호르몬 길항제 처리와 같은 화학

적인 방법이 존재한다(Axell et al., 2006; Kass et al., 2014; Lara-
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Garcia et al., 2011). 이 두 모델에서의 아직 밝혀지지 않은 근육줄

기세포에 대한 분석이 필요하다. 

근육재생과정은 기존에 잘 알려진 근육줄기세포로부터 시작한

다. 55년 전 기저막(Basal lamina)과 근초(Sarcolemma) 사이에 존재하

는 위치적인 특성으로 세상에 알려지게 된 근육줄기세포(Mauro, 

1961)는 그 이후 수많은 논문들에 의해 근육재생과정에 필수적인 세

포로 자리매김하게 되었다(Lepper et al., 2011; von Maltzahn et al., 

2013). Gnrh1 유전자 결핍 마우스 모델의 경우 정상 마우스에 비해 

형성된 근육줄기세포 수가 감소되어 있기 때문에 인위적으로 근육 

손상을 반복적으로 주면 처음엔 근육 재생이 불가능할 것으로 생각

되었다. 하지만 적게 형성된 근육줄기세포 수만으로도 근육 단면적

의 크기는 정상 마우스에 비해 크게 감소하였지만 근육 조직은 재

생되었다. 이와 유사하게 적은 수의 근육줄기세포로도 효율적으로 

근육재생이 가능하다는 연구 보고가 있다(Gunther et al., 2013). 그

리고 근육재생과정은 근육발생과정과 유사한 점이 많기 때문에 적

게 형성되었던 근육줄기세포 수가 근육 손상 이후에 수의 변화나 

세포의 특성이 어떻게 변화되는지에 대해서 자세하게 알아볼 필요

가 있다. 또한 근육을 구성하는 구조 단백질(Dystrophin)의 기능 상

실로 인한 근육줄기세포 주변에 악화된 환경을 지속적으로 유도한 

Dmdmdx 마우스 모델과의 교배를 통해 장기간 동안 성호르몬 결핍 

마우스 모델 내에서의 성체 근육줄기세포 수의 유지, 증식, 분화 및 
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재형성에 대해 세분하게 관찰을 하면 성호르몬의 농도 저하와 근육

줄기세포 그리고 근육 재생과의 밀접한 관계를 좀 더 정확하게 밝

힐 것으로 기대된다.  

본 논문에서는 외부에서 두 종류의 남성 호르몬(Testosterone 

및 5α-Dihydrotestosterone)을 이용하여 생체 이식 튜브를 통한 체

내의 Gnrh1 유전자 결핍 수컷 마우스의 혈중 남성 호르몬의 농도를 

증가시키면 한 달 만에 성체 근육줄기세포 수가 정상 수준만큼 증

가된 것을 관찰 할 수 있었다. 하지만 남성 호르몬에 민감한 조직인 

항문거근(LA muscle), 정소(Testis), 정낭(Seminal Vesicle)을 이용하여 

성호르몬의 체내 반응성에 대해 관찰하였지만 실제로 혈중 성호르

몬의 농도가 생리적인 범주에 속하였는지에 대해서 정확한 분석 장

비를 통해 확인해야 한다. 성호르몬을 측정할 수 있는 Eliza Kit이나 

RIA를 통한 수치 분석은 정확도에 있어서 한계 및 변수가 존재한다

고 알려져 있다(Bartke et al., 1973; Hsing et al., 2007). 따라서 LC/MS 

장비와 같은 보다 정밀한 기계를 통한 실험에 대한 신뢰도를 높일 

필요가 있다(Wooding et al., 2015). 흥미로운 사실은 남성호르몬을 

이식한 정상 마우스 Gnrh1+/+의 증가된 근육줄기세포 수는 Gnrh1 유

전자 결핍 마우스인 Gnrh1hpg/hpg의 증가된 근육줄기세포 수에 비해 

상대적으로 적었다. 다시 말하면 근 섬유당 항상 일정한 수의 성체 

근육줄기세포 수를 유지하려는 조절 기작이 존재할 가능성이 있을 

수 있다. 근육줄기세포를 연구한 다른 해외 연구팀에 따르면 근육 
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손상으로 증가된 근육줄기세포 수는 일정 시간이 지나면 원래의 수

대로 돌아오는 항상성을 유지한다고 보고하였다(Kitamoto and 

Hanaoka, 2010; Shea et al., 2010). 그러므로 상대적으로 사춘기 이후 

Gnrh1 유전자 결핍 마우스에서 적게 형성된 근육줄기세포 수의 증

가가 정상 마우스에 비해 크게 증가된 것으로 생각할 수 있다. 하지

만 성호르몬 유무에 따른 증가된 성체 근육줄기세포 수가 계속적으

로 유지할 수 있는지에 대한 검증은 장기간에 걸쳐 연구가 필요하

다. 또한 성호르몬 이식 후 증가된 성체 근육줄기세포 수에 의해 지

연되었던 근육재생과정이 정상 마우스의 수준으로 다시 회복할 수 

있는지도 확인 할 필요가 있다. 추가적으로 유세포 분석을 통한 성

체 근육줄기세포의 동정 및 면역세포염색법 실험을 통해 근육줄기

세포 표지 단백질인 Pax7+ 세포의 실질적인 수가 Gnrh1 유전자 결

핍 마우스 모델에서 감소됨을 확인할 수 있었지만 계속 Gnrh1 유전

자 결핍 마우스 모델에서 연구를 진행하기 위해서는 기존에 알려진 

유세포 분석 방법(Liu et al., 2015)을 변경해야 할 필요가 있다. 왜냐

하면 Gnrh1 유전자 결핍 마우스 모델의 경우 VCAM+, SCA1-, CD31-, 

CD45- 한 FACS plot의 밀집부위가 대부분 Pax7- 세포이기 때문이다. 

그렇기 때문에 성체 근육줄기세포 막에 많이 발현하는 α7-

intergrin+, CD34+과 같은 단백질에 해당하는 항체를 사용하여 성체 

근육줄기세포를 동정하면 보다 정확하게 성호르몬 이식 전후 변화

되는 근육줄기세포 수에 대해 비교하기가 용이할 것으로 예상된다
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(Tierney et al., 2016). 마지막으로 두 종류의 남성호르몬

(Testosterone 또는 5α-Dihydrotestosterone) 뿐만 아니라 두 종류의 

여성호르몬(Estrogen 또는 Progesterone)의 경우에도 성체 근육줄기

세포의 형성, 증식, 재형성 과정에 어떠한 영향을 줄 수 있는지를 

생체 이식 튜브를 이용하거나 Gnrh1 유전자 결핍 마우스 모델을 이

용하여 분석할 가치가 있다. 

요약하자면 Gnrh1 유전자 결핍 마우스 모델의 성체 근육줄기세

포 수는 성호르몬의 영향으로 정상개체에 비해 감소되어 있고 줄어

든 성체 근육줄기세포 수에 의해 근육재생이 늦어진다. 하지만 남성

호르몬 이식으로 인해 Gnrh1 유전자 결핍 마우스 모델의 성체 근육

줄기세포 수를 정상 마우스의 수만큼 단기간에 회복시킬 수 있다는 

결론을 내릴 수 있다. 앞으로 Gnrh1 유전자 결핍 마우스 모델의 장

점을 활용한 다른 종류의 성호르몬과 성체 근육줄기세포의 역동성

에 대해 자세한 연구가 좀 더 필요하다. 
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Ⅷ. 영 문 초 록 (Abstract in English) 

 

The study of muscle regeneration capacity in 

Gnrh1 deficient mice and muscle stem cell re-

establishment by androgen hormone 

implantation 

Gi-Chan Han 

School of Biological Sciences 

The Graduate School 

Seoul National University 

Gonadotrophin-releasing hormone (GnRH) is the primary 

regulator of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis. In the absence 

of gonadotrophin-releasing hormone (GnRH), which is secreted from 

hypothalamus, the follicle stimulating hormone (FSH) and luteinizing 

hormone (LH) levels are substantially reduced after puberty. 

Subsequently, the pubertal maturation and reproductive system are 

impaired because of low serum levels of sex hormones, which are 

essential to induce secondary sexual characteristics. The previous 
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studies on Gnrh1-deficient mice, which have natural mutation in 

Gnrh1 gene, have been confined to fertility, nervous system, and 

sexual behavior, but not skeletal muscle. Unlike a myriad of studies 

which show the importance of adult muscle stem cells in maintenance, 

proliferation, self-renewal and differentiation, there were no in-depth 

study on the skeletal muscle in the absence of sex hormones. Here, 

for the first time, this study shows the causal relationship between 

sex hormone and formation as well as re-establishment of adult 

muscle stem cell using Gnrh1-deficient mouse model.  

Regardless of sexuality, Gnrh-1 deficient mice showed low 

number of muscle stem cells. Moreover, the quantification of muscle 

cross-sectional area after muscle injury showed that Gnrh-1 deficient 

mice showed delayed muscle regeneration. When two types of 

androgens (Testosterone and 5α-dihydrotestosterone)-filled bio-

silastic tubes were implanted in Gnrh-1 deficient mice, the adult 

muscle stem cell pool was rescued. Consequently, these results 

showed that the sex hormone is indispensable for the establishment 

of adult muscle stem cell pool. Also, muscle regeneration was delayed 

in Gnrh-1 deficient mice after repetitive muscle injury but eligible 

to regenerate muscle fibers. Lastly, androgen implantation is enable 

to restore muscle stem cell pool in Gnrh1 deficient mice.  
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