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MicroRNAs comprise a family of small noncoding RNAs that modulate physiological processes, in-
cluding adipogenesis. MicroRNA-17 (miR-17) promotes adipocyte differentiation and enhances lipid
accumulation. The transcriptional regulation of miR-17 during adipogenesis remains unknown. In this
study, we investigated whether miR-17 is a target of peroxisome proliferator-activated receptor γ 
(PPARγ), which is a key regulator of adipogenesis. The levels of miR-17 and the expression of PPARγ 
increased after the induction of adipocyte differentiation. Three putative peroxisome proliferator re-
sponse elements (PPREs) were identified in the miR-17 promoter region. Using chromatin im-
munoprecipitation and luciferase reporter assays, we observed the interaction of PPARγ with the
miR-17 promoter. Mutagenesis experiments showed that the -677/-655 region of the miR-17 promoter
could function as a PPRE site. These results suggest that PPARγ is essential for transcriptional activa-
tion of the miR-17 gene, thereby contributing to understanding the molecular mechanism of adipo-
genesis in adipocytes.
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서 론

비만은 체내 에너지 소비량에 비해 영양소를 과다 섭취할 

경우 에너지 불균형으로 발생하는 대사성 질환으로 제 2형 

당뇨병, 심혈관계 질환, 암 등의 여러 성인병을 유발시킬 가능

성이 높은 위험 요소로 지목되고 있다[12]. 비만은 지방세포의 

과도한 분화와 중성지방의 체내 축적 등에 의해 발생한다[8,

19]. 지방세포의 분화 과정은 유전자 발현 변화에 의해 일어나

는 복합적인 과정으로 지방세포의 비대 및 지방구 축적에 의

하여 유도된다[13].

Peroxidase proliferation activated receptor γ (PPARγ)는 

retinoic acid 수용체인 retinoid X receptor α (RXRα)와 hetero-

dimer를 형성하여 표적 유전자의 프로모터 부위에 위치한 

PPAR responsive element (PPRE)로 알려진 DR1 (5’-AGGTCA-

3’) 부위에 결합하여 표적 유전자의 발현을 증가시킨다[1]. 다

른 핵수용체인 전사인자와 마찬가지로 PPAR 단백질도 리간

드와 결합하면 표적 유전자의 전사 활성을 촉진시킨다[5].

PPAR의 리간드로는 지방산 등이 알려져 있으며 합성 리간드

로는 thiazolidinediones이 주로 사용되고 있다. 지방세포의 분

화 유도는 CCAAT/enhancer-binding proteins (C/EBPs)와 

PPARγ에 의해 조절된다[2, 16]. 지방세포의 분화 초기에 전사

인자인 C/EBPβ와 C/EBPδ가 먼저 발현하면 이를 통해 지방

분화의 중추적인 역할을 하는 C/EBPα와 PPARγ의 발현이 유

도되어 상호작용하면서 상승효과를 일으켜 fatty acid binding

protein 4 (FABP4), lipoprotein lipase, fatty acid synthetase

등의 지방분화 마커 유전자들의 발현을 촉진한다[1, 3].

MicroRNAs는 21-25개의 뉴클레오티드를 함유한 non-cod-

ing RNAs로 세포질에서 다른 유전자의 발현을 조절하여 세포

의 분화, 증식, 세포사멸, 대사 등 다양한 생명현상에 직·간접

적으로 관여하는 것으로 알려져 있으며, 몇몇 microRNA들은 

지방분화 과정에도 참여한다. 예를 들어, miR-103과 miR-143

은 간접적으로 PPARγ, FABP4와 GLUT4 등 지방분화를 촉진

하는 유전자의 발현을 증가시킴으로써 지방전구세포의 분화

를 유도한다[4, 18]. 또한, miR-26도 지방분화를 촉진한다고 

알려져 있다[14]. 이와는 반대로, let-7a와 miR-27은 C/EBPα와 

PPARγ의 발현을 제어하여 지방분화를 억제시킨다[11, 15]. 이

렇게 microRNA들은 지방세포에 작용하여 지방분화를 촉진

시키거나 억제하는 역할을 한다. 따라서, 본 연구에서는 지방

분화를 촉진하는 microRNAs 중 하나인 miR-17을 대상으로 

PPARγ가 miR-17의 전사활성을 증가시킬 수 있는지 조사하였다.

재료 및 방법

3T3-L1 지방전구세포의 배양 및 지방분화 유도

3T3-L1 세포는 American Type Culture Collection (ATCC,

- Note -
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Manassas, VA, USA)에서 구입하였으며, 10% calf serum과 

1% penicillin 및 streptomycin이 포함된 Dulbecco’s modified

Eagle’s medium (DMEM) (Hyclone, Logan, UT, USA) 배양액

을 사용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 48시간 마다 배지를 교환

하면서 배양하였다. 지방전구세포의 분화를 유도하기 위해 먼

저 6-well plate에 well 당 1×10
6 세포를 분주하여 세포가 100%

밀집된 다음 이틀 후에 지방분화 배양액으로 교체하였다(day

0). 지방분화 배양액의 조성은 10% fetal bovine serum (FBS),

MDI solution [1 μM dexamethasone, 10 μg/ml Insulin, 0.5

mM isobutyl-1-methyl1-xanthine (IBMX)]을 포함한 DMEM

배지로 지방세포로의 분화를 위해서 지방분화용 배양액으로 

교체하고 이틀 후에 다시 10% FBS와 10 μg/ml 인슐린을 포함

한 DMEM으로 교체하여 세포를 며칠 동안 배양하였다.

Real-time quantitative polymerase chain reaction

(RT-qPCR)

수거한 세포에 Trizol reagent (Invitrogen, Carlabad, CA,

USA)을 반응시켜 total RNA를 분리하였다. 역전사 반응을 실

시하기 위하여 1 μg RNA에 dNTP, M-MLV reverse-tran-

scriptase (Promega, Madison, WI, USA) 등을 첨가한 다음 

37℃ 에서 1시간 반응시켜 cDNA를 합성하였다. PPARγ 
mRNA 발현을 측정하기 위해 SYBR Green PCR Master mix

(M.Biotech, Seoul, Republic of Korea)를 이용하여 real-time

qPCR을 수행하였다. 특정 유전자를 증폭하기 위한 PCR 조건

은 다음과 같이 시행하였다. 95℃에서 10분간 반응시킨 다음,

15초 95℃, 15초 60℃, 72℃ 15초를 한 주기로 하여 40 cycle

동안 증폭하였다. 표적 유전자 mRNA 발현량은 GAPDH 발현

량에 대한 상대적인 발현량으로 정량하여 보정하였다. miR-17

발현 정도는 TaqMan MicroRNA assay (Applied biosystems,

Foster city, CA, USA)를 이용하여 측정하였다. TaqMan re-

verse transcription kit (Applied biosystems, Foster city, CA,

USA)를 이용하여 100 ng RNA에서 cDNA 를 합성한 다음 

miR-17 primer (Qiagen, Hilden, Germany)와 TaqMan

Master mix kit (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA,

USA)을 이용하여 Rotor gene Q PCR 기기(Qiagen, Hilden,

Germany)로 PCR을 수행하였다. PCR 조건은 95℃ 10분 반응

시킨 다음 95℃ 15초, 60℃ 1분을 40 cycle 동안 실시하여 

microRNA을 증폭하였다. 각 시료는 U6를 보정유전자로 사용

하였다.

Western blot

지방전구세포와 지방분화세포의 lysates를 8% SDS-PAGE

로 분리한 후 nitrocellulose membrane으로 transfer하였다. 비

특이적인 단백질들의 결합을 방지하기 위해 5% skim milk가 

첨가된 PBST 용액으로 1시간 동안 실온에서 반응시켰다.

PPARγ (Abcam, Cambridge, MA, USA)와 actin (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) 항체를 희석하여 4℃에서 over-

night한 다음, 다시 10분 간격으로 PBST로 3회 세척하고 

horseradish peroxidase가 결합된 2차 항체로 실온에서 1시간 

반응하였다. 3회 세척 후, enhanced chemiluminescence re-

agents (Amersham Bioscience, Freiburg, Germany)를 사용하

여 각 단백질들의 발현 변화를 관찰하였다.

Chromatin immunopreciptation (ChIP) 분석기법

분화된 3T3-L1 세포는 분화 6일째(D6)에 18.5% 포름알데히

드를 첨가하여 10분 동안 상온에서 고정화시키고, 125 mM

글리신을 처리하여 중화시켰다. 세포 추출물은 PBS로 세척한 

후 초음파 분해를 이용하여 500 bp 크기의 염색질 단편을 생성

하기 위해 파쇄하였다. 14,000 rpm으로 10분간 원심분리 후,

절단된 염색질 단편은 PPARγ 항체(Abcam, Cambridge, UK)

를 이용하여 면역침전 반응을 실시하였다. 면역 침전물들은 

Protein A resin (Milipore Upstate, Lake Placid, NY, USA)를 

이용하여 항체에 결합한 단편들만 elution buffer로 분리하였

다. DNA-protein crosslinks는 10% chelex를 첨가하여 95℃에

서 10분 동안 반응시키고, 이후 proteinase K (Roche, India-

napolis, IN, USA)를 55℃에서 30분 동안 반응시켰다. 침전된 

염색질 단편에서 PPARγ 결합부위(PPRE1; 5’-GGT TGC CCT

TTT TCT CTA GCT TG-3’, PPRE2; 5’-GAG TGG GTG AGT

ATA TTC TAG TT-3’, PPRE3; 5’-TTG AGA CCT TTG GTT

TTC ACT TT-3’)를 조사하기 위해 PCR 반응을 실시하였다.

증폭된 유전자는 전기영동을 실시하여 관찰하였다.

Luciferase 활성 분석

miR-17 프로모터의 PPRE2와 PPRE3 부위를 함유한 단편을 

pGL3-Basic 벡터에 삽입하여 재조합 벡터(pGL3-miR-17)를 구

축하였다. QuikChange site-directed mutagenesis kit (Strata-

gene, La Jolla, CA, USA)을 활용하여 pGL3-miR-17 (895 bp)

의 PPRE2 부위와 PPRE3 부위를 각각 돌연변이시켰다. Cos7

세포주를 4×10
4

cells/well로 분주하여 24 well plate에서 배양

하였다. miR-17 프로모터 단편(100 ng)과 PPARγ 벡터(50 ng),

RXRα 벡터(50 ng) lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlabad,

CA, USA)을 사용하여 세포에 주입하여 형질전환을 유도하였

다. PPARγ antagonist GW9662 (50 nM)도 세포에 주입하였다.

각 시료의 형질전환 효율을 보정하기 위하여 pRL-TK 벡터를 

함께 첨가하였다. 형질전환 세포는 2일간 배양한 후 TD-20/20

Luminometer (Turner BioSystems, Sunnyvale, CA, USA)를 

사용하여 dual luciferase assay kit (Promega, Madsion, WI,

USA)로 luciferase 활성을 측정하였다.

통계 분석

모든 자료의 통계 분석은 SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago,

IL, USA)을 사용하여 평균 및 표준편차를 산출하였다. 실험군 
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B

Fig. 1. The expression of PPARγ and miR-17 in 3T3-L1 cells during adipogenesis. (A) Cytoplasmic RNA was isolated from pre-

adipocyte (day 0) and differentiated cells (day 6). The mRNA levels of PPARγ and miR-17 were quantified by real-time

qPCR. Quantities of mRNA were normalized with GAPDH or U6, respectively. The data are presented as means ± SEM.

* p<0.05, ** p<0.01. (B) After the induction of adipocyte differentiation, cells were lysed for SDS-PAGE. Western blot analysis

was conducted. Data are a representative example of 3 independent experiments.

Fig. 2. The level of miR-17 expression in PPARγ overexpressed 3T3-L1 cells. 3T3-L1 preadipocyte cells were transfected with empty

vector (Mock) or both pSG5-PPARγ and pCMV-RXRα (PPARγ/RXRα). Total RNA was isolated and real-time qPCR was

performed in triplicate. The levels of PPARγ and miR-17 were normalized to GAPDH or U6, respectively. The data are

showed as means ± SEM. * p<0.05, ** p<0.01.

간의 유의적인 차이는 분산분석 및 Duncan’s multiple range

test를 사용하여 조사하였다. 모든 실험은 독립적으로 3회 이

상 실시하여 통계 분석을 실시하였다.

결과 및 고찰

지방분화시기와 PPARγ 과발현에 의한 miR-17 유전자

발현 조사

지방분화에서 PPARγ는 중요한 전사인자로 알려져 있으나 

microRNA 유전자의 전사조절에 대해서는 알려진 것이 없다.

따라서, 본 연구에서는 지방분화에 관여하는 miR-17과 PPAR

γ 간의 상호 연관성을 조사하였다. 먼저 지방전구 세포가 성숙

한 세포로 분화되는 과정 중에 miR-17과 PPARγ의 발현 패턴

을 조사하였다. Fig. 1에 나타낸 바와 같이 PPARγ 유전자의 

발현은 예상대로 지방 전구세포(Day 0) 보다 성숙한 지방세포 

(Day 6)에서 mRNA와 단백질 발현이 모두 증가하였다. 이와 

유사하게 miR-17 발현도 분화 전에 비해 지방 분화 6일째에 

약 1.5배 증가하였다(Fig. 1A). 또한, PPARγ를 과발현시킨 세

포주에서 miR-17 발현을 조사한 결과, 지방전구 세포에서 인

위적으로 PPARγ mRNA 발현이 증가하게 되면 miR-17 발현

이 대조군에 비해 약 1.6배 증가 하였다(Fig. 2). 지방전구 세포

에서 PPARγ에 의한 miR-17 발현 증가는 지방 분화 전과 후의 

miR-17 발현 증가량과 거의 일치하였다. 이러한 결과는 성숙

한 지방세포에서 miR-17 발현 증가가 PPARγ에 의하여 유도

될 가능성이 있음을 나타낸다고 하겠다.
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B

Fig. 3. Interaction between PPARγ and puta-

tive PPRE regions in miR-17 promoter.

(A) Location of the putative PPARγ
-binding sites is showed in -2 kb of

the miR-17 promoter. The schematic

structure and sequence of three puta-

tive PPREs were indicated. Arrows

show the strand containing PPRE.

(B)The binding of PPARγ to PPRE re-

gions of the miR-17 promoter was an-

alyzed by ChIP assay. Cross-linked

chromatin was immunoprecipitated

with PPARγ antibody and then am-

plified by PCR reaction. Total chro-

matins were indicated as “input”.

Pre-immune IgG was used as a neg-

ative control.

PPARγ에 반응하는 miR-17 프로모터 결합 부위 조사

PPARγ에 의한 직접적인 miR-17 발현 조절 여부를 조사하

기 위하여 먼저PPARγ에 반응하는 부위(PPRE)가 miR-17 프로

모터 부위에 존재하는지 조사하였다. 그 결과 miR-17 프로모

터의 -2kb 범위 내에서 3개의 잠정적인 PPRE 부위[-1133/

-1118 (PPRE1), -718/-696 (PPRE2), -677/-655 (PPRE3)]가 관

찰되었다(Fig. 3A). 이러한 자료를 토대로 PPARγ 단백질과 

miR-17 프로모터 간의 상호결합 여부를 조사하기 위해 chro-

matin immunoprecipitation (ChIP) 실험을 수행하였다. 그 결

과, 대조군인 IgG 항체에서는 PPRE 부위에서 PCR 밴드가 관

찰되지 않았다(Fig. 3B). PPARγ항체에서는 miR-17 프로모터

의 PPRE2/PPRE3 부위에서 PCR 밴드가 관찰되었지만,

PPRE1 부위에서는 PPARγ 항체와 결합하지 않았다. 이러한 

결과는 PPARγ가 miR-17 프로모터의 PPRE2/PPRE3 부위에 

직접 결합하여 전사 활성을 유도할 수 있음을 나타낸다.

PPARγ에 의한 miR-17 프로모터 활성 조사

ChIP 실험을 통해 PPRE2 부위와 PPRE3 부위가 모두 

PPARγ와 반응하였기 때문에 두 부위 중에서 어느 부위가 

PPARγ에 의해 기능적으로 프로모터가 활성화되는지 조사하

기 위해 luciferase 활성을 이용한 reporter assay를 실시하였

다. 이를 위해 두 종류의 miR-17 프로모터 단편으로 구성된 

벡터들을 구축하여 Cos7 세포에 주입하였다. 구축된 벡터는 

miR-17 프로모터의 PPRE2와 PPRE3을 모두 함유한 pGL3-

miR-17 (895 bp) 벡터와 PPRE3만을 포함하는 pGL3-miR-17

(686 bp) 벡터이다(Fig. 4A). Reporter assay 결과, PPRE2와 

PPRE3을 모두 포함한 pGL3-miR-17 (895 bp) 벡터가 주입된 

세포는 대조군에 비해 약 4.5 배 이상 활성이 증가하였고,

PPRE3만 가진 pGL3-miR-17 (686 bp) 벡터를 함유한 세포에

서는 약 3.5 배 이상 luciferase 활성이 증가하였다(Fig. 4B).

다음으로 PPRE2와 PPRE3 부위 중에서 어느 부위가 PPARγ에 

의한 전사활성에 더 중요한지 조사하기 위해 site-directed

mutagenesis를 실시하여 PPRE2와 PPRE3 부위를 각각 돌연

변이시켰다. 그 결과, Fig. 4C에 보는 바와 같이 PPRE3 돌연변

이 세포(miR-17-PPRE3-mu)에서는 PPARγ에 의해 luciferase

활성이 증가하지 않았다. 그렇지만, PPRE2 돌연변이체

(miR-17-PPRE2-mu)에서는 PPARγ에 의해 luciferase 활성이 

크게 증가하였으며, PPARγ antagonist에 의해 활성이 다시 감

소하였다. 즉, miR-17 프로모터의 PPRE3 부위가 PPARγ에 의

한 전사활성에 중요하다는 것을 의미한다. 따라서, PPARγ에 

기능적으로 반응하여 miR-17의 전사활성을 유도하는 중요 프

로모터 부위는 -677/-655 (PPRE3) 부위 임을 알 수 있다. 이러

한 결과는 PPARγ 전사인자가 지방세포에서 microRNA의 전

사조절에도 관여하고 있음을 나타낸다.

PPARγ는 지방분화에 관여하는 전사인자로서 aP2 등의 발

현을 증가시켜 지방분화와 합성(adipogenesis)를 유도한다[1].

PPARγ의 번역 후(post-translation) 과정에는 인산화, 아세틸

화, sumoylation, ubiquitination 등이 포함되지만, 최근 연구

에 의하면 microRNA이 PPARγ의 전사 후(post-transcription)

과정에 관여하고 있다. miR-27과 miR-130은 PPARγ 발현을 

억제하여 adipogenesis 과정을 저해한다[6, 7, 9]. 그렇지만, 지

방분화에 대표적인 전사인자인 PPARγ가 전사를 조절하는 표

적 microRNA는 아직 보고된 바가 없다. 지방분화 시 발현이 

증가하는 microRNA들이 우선적으로 PPARγ에 의해 전사가 

조절될 가능성이 높다. 본 연구에서 발굴한 miR-17도 지방분

화 시 발현이 증가하는 유전자이다. 특히 miR-17은 지방분화 
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Fig. 4. Identification of the functional PPRE regions in the miR-17 promoter. (A) Schematic structure of various PPRE deleted mutants

in the miR-17 promoter. The PPRE deleted constructs for the miR-17 promoter were designed as pGL3-miR-17 (686 bp) and

pGL3-miR-17 (895 bp). The pGL3-Basic vector is used as a control. (B) Truncated mutants were transfected into Cos7 cells

with or without both PPARγ vector and RXRα vectors. After 48 h, luciferase activities were measured in triplicate. The data

are showed as means ± SEM. * p<0.05, ** p<0.01. (C) PPRE2 and PPRE3 sites were mutated by site-directed mutagenesis.

PPRE mutant constructs in pGL3-miR-17 (895 bp) was transfected into Cos7 cells and measured luciferase activity. PPARγ 
antagonist GW9662 was treated in Cos7 cells. The data are a representative example of 3 independent experiments. ** p<0.01.

초기단계에 Rb2/p130 발현을 제어하여 지방세포의 분화를 유

도한다[10, 17]. 이 시기는 PPARγ 발현이 이미 높기 때문에 

miR-17 발현 증가에 PPARγ가 직접 관여하고 있음을 본 연구

를 통해 알 수 있다. 향후 보다 체계적으로 PPARγ에 대한 표적 

microRNA를 대량 발굴한다면 PPARγ에 의한 지방 분화 및 

대사 기전을 규명하는데 중요한 실마리를 제공할 수 있으며,

비만과 관련한 분자생물학적 원인을 규명하는데 기초자료로 

활용될 수 있을 것이다.
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MicroRNA는 21~25개의 뉴클레오티드로 이루어진 단일 염기가닥의 RNA로 지방분화를 포함한 세포내 여러 
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발현을 조사한 결과 두 유전자 모두 분화 이후 발현이 증가하였다. 또한 miR-17 프로모터 부위에는 PPARγ 반응

하는 부위(PPRE)가 세 군데 발견되었다. Chromatin immunoprecipitation과 luciferase assay을 실시한 결과,

miR-17 프로모터의 PPRE3 (-677/-655) 부위가 PPARγ와 직접 결합함을 관찰하였다. 이러한 연구 결과는 3T3-L1

세포주에서 PPARγ가 miR-17의 전사를 활성화 시키고 있음을 나타낸다. 향후 PPARγ에 의한 표적 microRNA을 
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