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A gradual change of molecules that are related in fission and fusion is occurred during aging process. Although aging 

effects on mitochondrial fusion and fission are investigated, it is still unclear that the extent of the change in mitochondria 
fusion and fission periodically. In this study we investigated the changes of mitochondrial proteins involved in fusion 

(Mfn2, Opa1) and fission (Drp1, Fis1) in the human gracilis muscle ranging from 10 to 50 years of age (n=40). The 

gracilis muscle showed a significant increase in muscle apoptotic changes in the age of 50s compared with 10s by using 
in situ terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL). The expression levels of 

Drp1 and Fis1 (P<0.01, P<0.05) mRNA were significantly elevated and the Mfn2 and Opa1 (P<0.01, P<0.05) levels 

were decreased from older individuals. The ratio of fission and fusion was altered and the level of increment of fission 
gene was greater than fusion gene decrement in the age of 50s. These findings suggest that changes of mitochondrial 

fusion and fission proteins related with aging might contribute to aged muscle apoptosis. 
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서  론 

 

노화 과정은 여러 복잡한 생물학적 현상을 포함하고 

있으며 미토콘드리아의 생합성의 감소나 비효율적인 미

토콘드리아 변성으로 인한 미토콘드리아 turnover의 감소

가 특히 주요 원인으로 작용한다 (Terman et al., 2010). 

대부분의 세포 구성물질들은 살아있는 동안 지속적인 

recycling과 regeneration에 의해 유지되는데 특히 미토콘

드리아는 주로 생체에너지를 생성하고 산화스트레스를 

발생시키는 역할을 담당하는 기관으로 시간이 지날수록 

매우 손상 받기 쉬워져 노화가 진행되는 동안 기능적, 형

태적으로 유의한 변화가 나타난다. 그러므로 미토콘드리

아 생합성과 효율적인 복구 조절 능력은 에너지 생성유

지, 산화스트레스로부터의 방어, 건강한 노화를 위해서 

매우 중요하다 (Seo et al., 2010). 

미토콘드리아는 매우 역동적인 세포기관 (dynamic 

organelle)으로 지속적인 분열 (fission)과 융합 (fusion)이

라는 반대 과정을 겪으며 이러한 과정은 지속적으로 미

토콘드리아 구조를 리모델링하고 개개의 구조물에서 전

체적인 세관망 (tubular network)으로 형태전이를 일으킨

다. 미토콘드리아의 역동적인 구조를 조절하는 인자로

는 분열을 조절하는 단백질로 fission 1 (Fis1)과 dynamin-

related proteion 1 (Drp1)이 있으며, 융합을 조절하는 단백

질에는 mitofusion 1, 2 (Mfn1, 2)와 optic atrophy protein 1 

(Opa1)이 밝혀져 있다 (Hales & Fuller, 1997; Smirnova et 

al., 1998; Alexander et al., 2000; Santel & Fuller 2001; Lopez-

Lluch et al., 2008). 

미토콘드리아 분열은 Drp1과 Fis1에 의해 조절되며, 

Drp1은 dynamin GTPase superfamily의 하나로 세포질에서 

미토콘드리아 외막 (outer mitochondria membrane, OMM)

으로 이동하여 분열을 시작한다. 이때 미토콘드리아 분열

을 수행하기 위해서는 미토콘드리아 외막에 있는 단백질

과 결합하여야 하는데, Fis1은 미토콘드리아 외막에 위치
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해 있는 Drp1의 수용기 (receptor)로 작용하는 단백질이다 

(Smirnova et al., 2001). 반면 미토콘드리아의 융합에 관여

하는 중요한 단백질로 미토콘드리아 외막의 GTPase인 

Mfn 1, 2와 내막의 Opa1이 있으며, 다른 scaffolding protein

과 함께 작용하여 이중막의 융합을 조정한다 (Lee et al., 

2004). Chen 등 (2007)의 연구에서 Mfn1 또는 Mfn2를 

knockout 시킨 결과, 잘게 분해된 미토콘드리아가 형성되

었고 이는 Mfn1, 2가 미토콘드리아 융합을 중재하는 것

으로 보여진다고 보고하였다. Mfn1은 대부분의 세포에 존

재하는 반면 Mfn2는 주로 심장과 골격근에서 발현되며 

Opa1은 미토콘드리아 내막과 관련이 있는 dynamin-like 

protein으로 미토콘드리아 융합과 cristae 형태와 리모델

링에 관여한다 (Bach et al., 2005). 

노화에 의해 손상받은 미토콘드리아가 축적되는 것

은 근본적인 노화진행 현상에 있어서 주된 기전이다 

(Linnane et al., 1989). 미토콘드리아의 융합은 이러한 손상

받은 미토콘드리아를 복구하기 위한 기전으로 세포배양 

연구에서 미토콘드리아 융합은 변형된 mtDNA를 새로운 

mtDNA 또는 전사인자를 바꿈으로써 보완하고 (Ono et 

al., 2001), 내막의 단백질들과 기질 구성물질들도 교환할 

수 있다고 보고되고 있다 (Jendrach et al., 2005). 

그 동안 진행된 연구들 (Bossy-Wetzel et al., 2003; 

Jentrach et al., 2005; Chen et al., 2007, 2010; Crane et al., 

2010)은 노화된 동물의 조직이나 특정 질환이 있거나 매

우 나이가 든 인체를 대상으로 미토콘드리아 융합과 분

열에 대한 연구가 대부분이다. 

이에 본 연구는 노화의 여러 현상 중의 하나인 근육량

의 감소가 나타나는 골격근에서 인체의 자연적인 노화진

행에 따른 미토콘드리아의 융합과 분열의 변화를 연령대

별로 구분하여 살펴보고자 한다. 

 

재료 및 방법 

연구 대상 

피험자들은 10~59세 사이 각 연령대별로 8명씩 총 40

명을 대상으로 하였다. 모든 피험자들은 평소 특정 질병

은 없으나, K 병원에서 전방십자인대 재건술을 받은 환

자들로서, 수술 전에 피험자들에게 박근 (gracilis)을 일부 

채취 (2 ml)하는 것에 대해 설명을 하고 동의한 환자로 하

였다. 본 연구는 K 병원의 실험 윤리 위원회로부터 IRB 

(Institutional Review Board)를 승인 받은 후 실험을 실시

하였다. 

근육 채취 

전방십자인대 재건술 시 슬관절 굴곡건 중 박근 

(gracilis)을 채취하였다. 즉 전방십자인대 재건술을 시행

하는 환자 중 자가 박근을 이식건으로 사용하는 것을 동

의한 환자들에서 박근을 채취하여, 건에 붙어 같이 채취

되는 근건 이행부의 근육을 각각 2 ml 정도 사용하였다. 

자세한 근육 채취 부위는 Fig. 1과 같다. 

Hematoxylin-eosin (HE) 염색 

동결절편기를 이용해 15 μm으로 자른 근육조직을 4% 

PFA 고정액 (4% Paraformaldehyde, 0.1 M PB, pH = 7.0)으

로 10분간 고정하여 흐르는 물에서 10분간 씻어낸 후 

Hematoxylin 액에 1분간 염색하고, 5분간 씻어내어 1% 

염산 70%의 에탄올에서 색을 내어 핵만 염색될 때까지 

반복하여 수행하였다. 핵이 염색될 시점에 80%의 에탄올

에 담근 후 eosin 액에 1분간 담근 후 재차 씻어 내고 탈

수시켜 Canadian balm으로 봉입하였다. 

역전사중합연쇄효소반응 (Reverse transcription-polymerase 

chain reaction; RT-PCR) 

RNA 추출과 cDNA 합성. 근육조직 0.1 g당 trizol 1,000 μl

를 넣고 긁어냈다. 200 μl의 chloroform을 더하고 12,000 

× g에서 10분간 원심 분리한 후, 상층액을 새 튜브에 담

고 200 μl의 isopropanol을 더했다. 10분간 상온에서 배양

한 후 12,000 × g로 4℃에서 15분간 원심 분리하였다. 

RNA pellet을 75% ethanol로 수세하고 자연건조 시킨 후, 

DEPC 처리한 증류수에 용해시켰다. 최종 RNA의 농도는 

spectrophotometer (Molecular Device, Sunnyvale, California, 

USA)를 이용해 260 nm에서 측정하였다. MMLV reverse 

transcriptase와 oligo dT primer와 함께 5 μg의 total RNA를 

사용하여 42℃, 1시간 조건에서 cDNA를 합성하였다. 

Fig. 1. Gracilis muscle sampling. 
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RT-PCR. PCR-amplification method는 Saiki 등의 방법을 

변경하여 사용하였다. 5 μl의 cDNA, 2.5 μl의 10 × PCR 

buffer, 1 μl의 25 mM MgCl2 1 μl의 2.5 mM dNTP, 0.5 μl의 

polymerase (1 U), 1 μ의 each primer (4 pmol) 그리고 

DEPC-H2O를 사용하여 final volume 25 μl를 맞추었다. 

cDNA와 PCR 시약 혼합물은 95℃로 5분간 가열된 후, 

primer extension을 위해 72℃로 1.5분, heat denature를 위

해 95℃로 1.5분, primer annealing을 위해 52에서 65℃로 

3분 과정을 35 사이클 반복하였다. 각 sequence는 Table 

1에 표기되어 있다. PCR 과정을 통해 증폭된 DNA를 

1.5% 아가로즈 젤 (agarose gel)을 통해 전개하여 ethidium 

bromide와 I-MAX gel image analysis system (CoreBioSystem, 

Seoul, Korea)을 이용해 관찰하였다. 관찰된 DNA band를 

분석하기 위하여 Alpha EasyTM FC software (Alpha Innotech 

Corporation, San Leandro, CA, USA)가 사용되었다. 

미토콘드리아 분리 

조직 0.1 g 당 0.3 ml의 homogenizing buffer를 넣어 잘

게 균질화 시키고 4℃에서 10분간 원심 분리 (2,000 rpm) 

한 뒤, 분리된 상층액을 다시 4℃에서 10분간 원심 분리 

(12,000 rpm)한 후, 상층액은 제거하고 남은 pellet을 0.3 

ml의 Suspension buffer를 넣어 잘 섞고 다시 4℃에서 10

분간 원심 분리 (12,000 rpm)하였다. 이후 상층액을 제거

한 뒤 Suspension buffer 0.3 ml을 넣고 잘 섞어 준 후, 다

시 4℃에서 10분간 원심 분리 (12,000 rpm)한 뒤, 상층액

을 제거하고 남은 pellet은 0.2 ml의 mitochondrial lysis 

buffer를 넣어 4℃에서 30분간 녹인 후, 분리된 mito- 

chondrial extract을 4℃에서 3분간 원심 분리 (12,000 rpm)

하여 획득한 상층액 (mitochondria fraction)을 얻었다. 총 

단백질량은 BSA (Bovine Serum Albumin, 595 nm)를 이용

하여 정량하였다. 

Western blotting 

30 μg의 단백질을 6~15% SDS-PAGE gel에 전기영동 

(electrophoresis)을 시행한 후 polyvinylidene fluoride (PVDF) 

membrane으로 100 v에서 전기이동을 시켰다. 전기이동이 

끝난 membrane에 blocking buffer (5% 탈지분유가 함유된 

TPBS)를 넣고 실온에서 1시간 동안 방치하고, blocking 

buffer에 1:1,000으로 희석한 일차 항체를 넣고 4℃에서 

하루 동안 반응시켰다. 일차 항체로는 Dynamin-related 

protein 1 (Drp1) (Sata Cruz Biotechnology, Inc., USA), Optic 

atrophy 1 gene protein (OPA1) (Sata Cruz Biotechnology, Inc., 

USA), Mitofusin 2 (Mfn2), mitochondrial fission protein 1 

(Fis1), β-tubulin (Sata Cruz Biotechnology, Inc., USA)이다. 

Washing buffer (0.05% Tween 20이 함유된 PBS)로 충분히 

세척한 후, horseradish peroxidase가 결합된 anti-goat IgG 

또는 anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Inc., West 

Grove, PA, USA) 이차 항체를 1:1,000으로 희석해 실온에

Table 1. Primers used for semi-quantitative RT-PCR amplification of cDNA 

Product Sequence TA (℃) Cycle 

F : 5' AACTTGATCTCATGGATGCGGG 3' 
Drp1 

R : 5' ATGAACCAGTTCCACACAGCGG 3' 
52 35 

F : 5' CGAGCTGGTGTCTGTGGAGGACC 3' 
Fis1 

R : 5' TGTCAATGAGCCGCTCCAGTTCC 3' 
65 35 

F : 5' GGATGCTGATGTGTTTGTGCTGG 3' 
Mfn2 

R : 5' AGTCCATGATGAGTCGAACCGC 3' 
60 35 

F : 5' GGCTCTGCAGGCTCGTCTCAAGG 3' 
Opa1 

R : 5' TTCCGCCAGTTGAACGCGTTTACC 3' 
65 35 

F : 5' ATCCCATCACCATCTTCCAG 3' 
GAPDH 

R : 5' CCATCACGCCACAGTTTCC 3' 
59 35 

TA: annealing temperature 
F: forward, R: reverse 
Fis1: fission 1 
Drp1: dynamin-related protein 1 
Mfn2: mitofusion 2 
Opa1: optic atrophy protein 1 
GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
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서 2시간 동안 반응시켰다. Washing buffer로 충분히 세척

한 후, ECL (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, MA, 

USA)을 처리하여 X-ray 필름 (Agfa HealthCare, Greenville, 

SC, USA)에 감광시켰다. 

면역조직형광염색법 (Immunohistochemistry) 

동결절편기를 이용해 15 μm로 잘라 슬라이드에 붙여 

건조시키고 4%의 PFA 고정액으로 고정한다. PBS로 3회 

씻어내고 0.3% 과산화수소로 15분간 내재적 과산화효소

를 차단시킨 후 PBS로 10분간 3회 씻어냈다. 비특이적 

단백질을 실온에서 1시간 차단한 후, 일차 항체를 넣어

4℃에서 하루 반응시켰다. 일차 항체는 Dynamin-related 

protein 1 (Drp1) (Sata Cruz Biotechnology, Inc., USA), Optic 

atrophy 1 gene protein (OPA1) (Sata Cruz Biotechnology, Inc., 

Santa Cruz, California, USA), Mitofusin 2 (Mfn2), mitochondrial 

fission protein 1 (Fis1), β-tubulin (Sata Cruz Biotechnology, Inc., 

Santa Cruz, California, USA)이다. 일차 항체 반응 후 PBS

로 10분간 3회 씻어내고, 형광염색제인 FITC 또는 Cy-3

가 결합된 anti-goat IgG 또는 anti-rabbit IgG (Jackson 

ImmunoResearch Inc., West Grove, PA, USA) 이차 항체를 

1:50 또는 1:,500으로 희석해 차광시켜 실온에서 2시간 

동안 반응시켰다. 0.1 M PB로 10분간 3회 씻어낸 후 

Hematoxylin 액으로 1분간 Counter 염색을 실시하고 접착

제로 봉입하여 광학 형광현미경 배율 400배에서 관찰하

였다. 

세포사멸 확인을 위한 TUNEL 염색 

세포사멸 (programmed cell death, apoptosis)을 관찰하기 

위하여 ApoTag Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit 

(Chemicon, USA)을 사용하였다. 동결절편기를 이용해 15 

μm로 잘라 슬라이드에 붙여 건조시키고 4%의 PFA 고

정액으로 고정한 후 TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin 

nick end-labeling) 방법을 시행하였다. PBS로 3회 씻어내

고 0.3% 과산화수소로 15분간 내재적 과산화효소를 차단

시킨 후 PBS로 10분간 3회 씻어냈다. Eilibrium buffer로 

10분간 반응시킨 후 terminal deoxynucleotidyl transferase 

(TdT)를 2:1 비율로 1시간 동안 37℃ 배양기에서 반응 

시켰다. Stop-Wash buffer에 10분간 반응시키고 PBS로 3

회 세척한 후 anti-digoxigenin에 30분간 반응시켰다. PBS

로 3회 세척하고 DAB로 3분간 발색하여 DAPI (4',6-

diamidino-2-phenylindole)로 대조 염색한 후 permoun로 

봉입하고 광학 형광현미경으로 관찰하였다. 

통계분석 

이 연구에서 얻어진 모든 결과는 Window용 SPSS (ver 

11.0, Chicago, USA) 통계 프로그램을 이용하여, 각 변인에 

대한 기술 통계치 (mean ± SD)를 산출하고 집단 간 변

인들의 차이를 확인하기 위해 독립 t검증 (Independent-t 

test)을 실시하였다. 이때 가설 유의 기준은 α=0.05 수준

으로 설정하였다. 

 

결  과 

연령 증가에 따른 박근의 형태학적 변화와 분열과 융합에 

관련된 인자의 mRNA 발현량의 변화 

Hematoxylin-Eosin (HE) 염색을 실시하여 연령대별 박

근의 형태학적 변화를 본 결과 육안적인 차이를 관찰할 

수 없었다. 

10대부터 50대의 박근에서 Drp1, Fis1, Mfn2, Opa1의 

mRNA 발현량은 50대 박근에서 미토콘드리아의 분열에 

관여하는 인자인 Drp1과 Fis1의 mRNA 발현량이 10대 

박근 (100%)에 비해 각각 112.6%와 109.6%로 증가하였

고, 미토콘드리아의 융합에 관여하는 인자인 Mfn2, Opa1

의 mRNA 발현량은 10대 박근에 비해 50대 박근에서 

각각 93.3%와 90.2%로 감소하였다 (Fig. 2). 또한 미토콘

드리아 분열/융합 (fission/fusion)의 비율에서도 50대 연령

의 박근에서 분열의 비율이 융합의 비율보다 약 10% 더 

높았다 (Fig. 3). 

연령 증가에 따른 박근에서 미토콘드리아 분열과 융합에 

관련된 인자의 단백질 발현량의 변화 

Western blot을 통해 연령대별 박근에서 미토콘드리아

의 분열과 융합 관련 인자인 Drp1, Fis1, Mfn2, Opa1의 

단백질 발현량은 50대 박근의 미토콘드리아에서 분열에 

관여하는 인자인 Drp1과 Fis1의 단백질 발현량이 10대 

(100%)에 비해 각각 113.7%와 110.0%로 유의하게 증가

하였고, 반면 융합에 관여하는 인자인 Mfn2, Opa1의 단

백질 발현은 10대 (100%)에 비해 각각 92.5%와 97.7%로 

유의하게 감소하였다 (Fig. 4). 위와 같은 결과는 면역조

직형광염색을 통하여 조직에서도 관찰할 수 있었다. 10대

부터 50대의 박근 조직에서 면역조직형광염색을 통해 미

토콘드리아의 분열에 관한 Drp1과 Fis1의 면역반응을 관

찰하였다. 10대에 비해 50대에서 점 형태의 Drp1과 Fis1

의 면역반응이 증가함을 확인하였다 (Fig. 5, 6). 그에 반
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해 미토콘드리아의 융합에 관여하는 Mfn2, Opa1의 면

역반응은 10대에 비하여 50대에서 감소함을 확인하였다 

(Fig. 6, 7). 

노화된 박근에서 세포사멸 관찰 

노화된 박근에서 일어나고 있는 세포의 죽음이 세포사

멸에 의한 것인지를 확인하기 위하여 TUNEL 방법을 시

행하였다. 10대와 50대의 박근에서 세포사멸을 관찰한 결

과 50대 박근 핵 (5.6±0.8)이 짙은 갈색으로 염색된 세포

사멸 양성반응 수가 10대 박근 핵 (2.4±1.9)에 비해 유의

하게 증가되었다 (Fig. 8, Table 2). 

 

 

 

고  찰 

 

골격근은 인체에서 약 50% 정도를 차지하고 있으며 여

러 중요한 대사활동을 담당하고 있는 조직으로, 골격근

에서의 미토콘드리아는 에너지 생성, 신호 cascade 조절, 

세포사멸 등의 중요한 역할을 담당하는 세포 소기관이다 

(Romanello et al., 2010). 미토콘드리아의 크기, 형태, 결합

력은 미토콘드리아의 융합과 분열에 의해 조절되며 이는 

세포의 생존과 사멸을 결정한다 (Lee et al., 2007). 

분열에 관여하는 Drp1, Fis1과 융합에 관여하는 Mfn1, 

Mfn2, Opa1은 미토콘드리아의 융합과 분열의 균형 (fusion 

and fission balance)을 유지하고 에너지를 생성하는 데 있

어서 매우 중요한 단백질들이다. 이러한 미토콘드리아의 

융합과 분열에 불균형이 초래되면, 미토콘드리아의 구조

와 기능의 손상을 초래하여 ATP 생성이 억제되고 세포손

상과 사멸이 일어나 퇴행성 신경질환 등이 발생될 수 있

으며, 이러한 현상은 노화와 더불어 증폭된다 (Lin & Beal 

2006; Knott et al., 2008). 

포유류의 세포에서 미토콘드리아 융합 과정은 외막에 

분포되어 있는 Mfn1, 2에 의해 조절되며 그 중 Mfn2는 

주로 골격근에 분포되어 있는 단백질로 산화스트레스로

부터 근육세포를 보호하고 세포사멸을 억제시키는 역할

Fig. 2. The expression of Drp1, Fis1, Mfn2, Opa1 mRNA levels
was estimated using RT-PCR. Quantification of the PCR signals
was performed using a densitometric analysis of the signal product
optical density (OD). The bands were quantified by normalization 
to those from the age of 10's individuals. *P < 0.05, ** P < 0.01 
normalized to 10-year-old muscles. 

Fig. 3. The ratio of fission/fusion mRNA levels. Quantification 
of the PCR signals was performed using a densitiometric analysis 
of the signal product optical density (OD). 
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을 한다. Santel 등 (2003)과 Bach 등 (2005)은 골격근에

서 Mfn2가 감소되면 미토콘드리아가 잘게 분해되고 산

소 소비량과 ATP 생성이 감소된다고 보고하였고, Chen 

등 (2010)도 Mfn1, 2의 감소는 근위축과 세포호흡 능력 

손상을 초래하며 골격근 근육세포에 있어서 Mfn의 역할

은 미토콘드리아 유지에 있어서 매우 중요하다고 보고

β-tubulin 

A 

B 

β-tubulin

Fig. 4. The expression protein levels of Drp1, Fis1, Mfn2 and Opa1 iopn human gracilis skeletal muscle. The bands were quantified by 
normalization to those from the age of 10's individuals. *P < 0.05, normalized to the age of 10's muscles. (A) expression protein levels of 
Drp1 and Fis1, (B) expression protein levels of Mfn2 and Opa1. Cyto, cytosol; mito, mitochondria. 
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하였다. 운동과 같이 에너지 요구량이 증가하게 되면 미

토콘드리아 융합과 분열의 변화가 발생되는데, Ding 등 

(2009)의 연구에서 격렬한 운동 직후 Mfn2가 감소하고 

Fis1이 유의하게 증가하지만, 24시간이 지난 후 Mfn2가 

다시 운동 전 상태로 증가하여 손상 받은 또는 분해된 

미토콘드리아를 복구시키는 것으로 보여진다고 보고하였 

Fig. 5. The immunofluroescence analysis of Drp1 in human gracilis skeletal muscle. Drp1 was observed as positive form with dots (red
color) in the mitochondria of muscle. All samples were counterstained with hematoxylin. A, F: 10s; B, G: 20s; C, H: 30s; D, I: 40s; E, J:
50s. Images were obtained at an objective magnification of ×400. Bar = 50 μm. 

Fig. 6. The immunofluroescence analysis of Fis1 in human gracilis skeletal muscle (Above). Fis1 was observed as positive form with dots
(green color) in the mitochondria of muscle. The immunofluroescence analysis of Mfn2 in human gracilis skeletal muscle (Below). Mfn2 
was observed as positive form with dots (red color) in the mitochondria of muscle. All samples were counterstained with hematoxylin. A, 
F: 10s; B, G: 20s; C, H: 30s; D, I: 40s; E, J: 50s. Images were obtained at an objective magnification of ×400. Bar = 50 μm. 
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A 
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다. 대사성 질환을 대상으로 한 몇몇 연구 (Kelly et al., 

2002; Bach et al., 2005; Toledo et al., 2006)에서 비만하거나 

인슐린 저항성이 있는 type 2 DM 환자의 골격근 근육세

포에서 미토콘드리아 크기가 감소되어 있고 미토콘드

리아 역동성의 변화가 관찰되며 정상체중을 가진 사람

에 비해 Mfn2가 감소되어 있는 것으로 나타났다. 최근 

Table 2. Apoptotic cell counts in human gracilis skeletal muscle 

 10s 20s 30s 40s 50s 

TUNEL positive (μm2) 2.4±1.9 3.1±1.9 2.9±1.4 3.5±1.3 5.6±0.8** 

Data are presented as means ± SE. **P < 0.01, compared with the age of 10's. 
TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling. 

Fig. 7. The immunofluroescence analysis of Opa1 in human gracilis skeletal muscle. Opa1 was observed as positive form with dots 
(green color) in the mitochondria of muscle. All samples were counterstained with hematoxylin. A, F: 10s; B, G: 20s; C, H: 30s; D, I: 40s; 
E, J: 50s. Images were obtained at an objective magnification of ×400. Bar = 50 μm. 

Fig. 8. Stain of fragmented DNA in frozen sections of gracilis skeletal muscle using the TUNEL method (A, B, C: 10s and D, E, F:
50s). TUNEL stain is colored black and DAPI stains the nuclei blue in human gracilis skeletal muscle. A, D: TUNEL-positive nuclei, B, E:
DAPI positive nuclei, C, F: Overlay of TUNEL and DAPI. The white arrows indicate TUNEL and DAPI-positive nuclei. Images were 
obtained at an objective magnification of ×400. Scale bars = 50 μm. 
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Crane 등 (2010)의 연구에서 20대와 70대 노인의 외측광

근 (vastus lateralis) 골격근의 Mfn2 유전자를 비교한 결

과 70대에서 유의한 감소를 보였다고 보고하였다. Opa1

은 Mfn과 상호작용을 하여 미토콘드리아 융합에 관여하

며, antiapoptotic 기능을 가지고 있는 미토콘드리아 내막의 

융합을 조절하는 단백질이다. Opa1이 돌연변이 (mutation)

되면 시력을 잃게 되는 dominant optic atrophy (DOA)이 

발생되고, 허혈 (ischemia)은 Opa1 단백질의 감소를 가져

올 수 있다. 허혈성 심근병증 (Ischemic cardiomyopathy)

이 있는 환자에서 Opa1의 감소와 심근세포의 미토콘드리

아 fragmentation이 관찰되었으며, 융합에 관여하는 Mfn1, 

Mfn2의 과발현 (overexpression)은 허혈로 인한 세포죽음 

(cell death)으로부터 보호할 수 있지만 hFis와 같은 분열 

단백질의 과발현은 세포죽음의 발생률을 높인다고 보고

되고 있다 (Chen et al., 2009). 본 연구에서는 특정한 질환

은 없으나 연령이 증가됨에 따라 Mfn2와 Opa1 발현량이 

점진적으로 감소하여 노화된 골격근에서 Mfn2의 유의한 

감소를 보인다는 Crane 등 (2010)의 연구와 일치하였으며, 

특히 세포사멸지수가 50대에서 유의하게 증가여 Mfn2의 

감소시기와 비슷한 추세를 보였다 (Fig. 2, 4, 6-8). 

반면 Drp1과 hFis1은 미토콘드리아 분열에 관여하는 

중요한 두 단백질로 근위축이 있는 근육에서 많이 발현

되며, Drp1과 Fis1의 발현량이 증가되면 미토콘드리아의 

변화와 근위축이 가속화된다고 보고되었다 (Wasilewski 

& Scorrano, 2009; Romanello et al., 2010). 이에 반해 Fis1

와 Drp1을 각각 knock down 시킨 결과 fasting 또는 

denervation에 의해 발생되는 근위축 현상이 유의하게 감

소되고, 미토콘드리아의 분열 비율 (rate)을 줄이게 되면 

세포사멸에 대한 민감도도 줄일 수 있다고 보고되고 있

다 (Zorzano, 2009). 본 연구에서는 Drp1과 Fis1의 mRNA

수준은 40대까지는 유의한 변화를 보이지 않다가 50대에

서 유의한 증가를 보였다 (Fig. 2, 5-6). 또한 세포질과 미

토콘드리아를 분리해서 연령대별 단백질 발현량을 살펴

본 결과 세포질에서의 Drp1과 Fis1은 유의한 차이가 나

타나지 않았으나 미토콘드리아에서의 발현량은 50대에서 

유의하게 증가하였다 (Fig. 4). 그러나 70대 노인의 골격

근에서 Drp1이 다소 감소하였다는 Crane 등 (2010)의 결

과와는 일치하지 않았는데 이는 세포사멸이 발생하는 초

기단계에는 미토콘드리아의 분열 현상이 빠르고 과도하

게 일어나며 Drp1이 미토콘드리아로의 전이 (translocation)

가 활성화되고 분열의 가속화된다 (Frank et al., 2001; 

Bossy-Wetzel et al., 2003)는 보고에 비추어 볼 때 50대는 

세포사멸의 가속화가 시작되는 시기로 생각되어진다. 하

지만 본 연구에서의 대상자가 50대까지로 노인을 포함하

고 있지 않아 향후 좀 더 노화가 진행된 노인의 골격근

에서의 검토가 필요할 것으로 사료된다. 

미토콘드리아 분열은 세포사멸 (programmed cell death, 

apoptosis)에 있어서 중요한 부분을 담당하고 있고, Drp1

이 세포질에서 미토콘드리아로 이동하여 세포사멸이 시

작하게 된다 (Suen et al., 2008). 물론 미토콘드리아의 분

열 자체가 세포사멸을 일으키지는 않으나, 세포사멸은 미

토콘드리아의 fragmentation 없이는 일어날 수 없다. 본 

연구에서는 TUNEL 방법으로 세포사멸지수를 살펴본 결

과 미토콘드리아에서의 Drp1 발현량이 유의하게 증가되

는 50대에서 유의한 증가를 보여 미토콘드리아의 분열이 

증가되는 시기와 일치하는 경향을 보였다 (Fig. 8). 따라서 

세포사멸이 일어나는 동안 미토콘드리아 fragmentation은 

미토콘드리아의 분열에 의해 일어나며 미토콘드리아 분

열 현상은 세포사멸이 일어나는 전 단계 과정으로 보여

진다. 

미토콘드리아의 형태와 기능은 미토콘드리아의 융합

-분열의 균형에 의해 조절되며 (Dimmer and Scorrano, 

2006) 정상적인 미토콘드리아와 세포기능을 유지하는데 

있어서 미토콘드리아의 융합-분열의 균형은 매우 중요하

다 (Bossy-Wetzel et al., 2003; Chen & Chan, 2004). 본 연구

에서는 미토콘드리아 융합과 분열에 관여하는 단백질 중 

Mfn2와 Drp1의 단백질 발현량 변화를 비교해 본 결과 

(Fig. 3), 연령이 증가됨에 따라 융합에 관여하는 단백질 

감소 정도보다 분열에 관여하는 단백질의 발현량 증가 

수준이 더 높아 미토콘드리아 분열 관련 단백질의 증가

가 연령 증가에 의한 세포사멸 과정에서 더 큰 영향을 

미치는 것으로 사료된다. 

따라서, 결론적으로 연령대별 미토콘드리아의 융합과 

분열 변화를 살펴본 결과, 연령이 증가함에 따라 미토콘

드리아 융합에 관여하는 단백질 (Mfn2, Opa1)은 감소하

고 분열에 관여하는 단백질 (Drp1, Fis1)은 증가하는 경

향을 보였으며, 특히 50대에서 이러한 현상은 유의하게 

나타났다. 또한 10대와 비교하였을 때 50대에서 세포사

멸이 유의하게 증가하여 이러한 현상은 과도한 미토콘드

리아의 분열 단백질 증가에 의한 미토콘드리아의 융합-

분열 불균형과 관련이 있는 것으로 보여진다. 
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