
I. 서론

골조직은 형성과 흡수에 의한 재형성이 끊임

없이 일어나고 이러한 형성과 흡수는 칼슘과

인의 농도를 조절하는 전신적인 호르몬과 다양

한 국소적인 조절작용에 의해 그 항상성이 유

지된다. 골조직의 구성과 재형성에 관여하는 세

포로는 골전구세포, 골아세포, 골세포, 파골세

포, bone-lining cell 등이 있으며1 ) 이 중, 골아

세포는 골형성세포로서 석회화 되지 않은 골기

질인 o s t e o i d의 합성과 골 석회화 과정에 참여

하며 marrow stromal cell lineage에서 유래한

골전구세포에서 분화2 )하는 것으로 여겨지고

있다. 골아세포는 골유도세포의 표식인자인 알

칼린 인산효소를 다량 함유하고 있으며 그 외

에 제 I형 교원질과 골기질 단백질인 o s t e o-

pontin, osteocalcin 등을 합성, 분비한다3 ). 골

조직의 형성과 흡수는 골관련 세포들에 의해

조절되며, 이러한 세포들의 성장과 분화는 성장

호르몬4 , 5 ), 부갑상선 호르몬6 ), 다양한 폴리펩타

이드계 성장인자7 , 8 ), 1,25-dihydroxyvitamin

D39 , 1 0 ) 등에 의해 조절되는 것으로 알려져 있다.

이 중 1,25-dihydroxyvitamin D3는 피부에서

합성되거나 장관으로부터 흡수된 vitamin D3가

간과 신장에서 가장 활성화된 대사물로 전환된

것이며1 1 ) 이것의 주요 기능은 골조직의 정상적

인 석회화 과정을 위해 장관에서 광물이온의

흡수를 촉진시키고 골조직으로부터 칼슘이온

을 유리시켜 혈중 칼슘과 인의 농도를 증가시

키는 동화작용을 담당1 2 , 1 3 )하는 것으로 알려져

있다.

다양한 생체실험과 시험관적 실험을 통해

1,25-dihydroxyvitamin D3가 골형성 과정에

미치는 영향에 대한 연구가 진행되었는데,

Vitamin D3가 결핍된 경우 골유도능력이 현저

히 감소하는 것으로 나타났고1 4 ), Vitamin D3의

결핍에서 나타나는 골의 조직학적 이상은 칼슘

과 인의 주입으로 완전히 회복되는 것으로 보

고되었다1 5 ). 또한 골아세포는 1 , 2 5 - d i h y-

droxyvitamin D3에 대한 수용체를 가지며1 0 , 1 6 )

1,25-dihydroxyvitamin D3 적용 시 DNA 합

성능의 감소1 7 , 1 8 )와 제 1형 교원질 합성의 증가
1 7 , 1 9 , 2 0 )가 나타났으며, 골아세포 분화의 표식인

자인 알카라인 인산효소의 증가1 0 , 2 1 ), osteo-

pontin mRNA 발현의 증가 및 o s t e o c a c i n

mRNA 발현의 감소2 2 ) 등이 보고되었다. 이러

한 골아세포 분화의 표식인자인 골기질 단백질

의 역할로 볼 때, 1,25-dihydroxyvitamin D3

가 골아세포의 분화와 골광화에 대한 효과는

수용체를 통한 일련의 신호 전달체계에 의해
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일어나는 것으로 여겨진다.

Insulin-like growth factor-I(IGF-I),

IGF-II, transforming growth factor β( T G F

β)와 같은 성장인자들은 골세포로부터 분비되

어 paracrine 또는 autocrine 기능으로 골대사

를 국소적으로 조절하는 것으로 알려져 있고
2 3 , 2 4 ) 이러한 성장인자들의 분비는 부갑상선 호

르몬, 1,25-dihydroxyvitamin D3, inter-

luekin-1 등에 의해 조절되는 것으로 보고되어
2 5 , 2 6 ), 골대사에 관여하는 호르몬들의 작용이

어떠한 중간물질에 의해 매개되어 일어날 수

있다는 가능성이 제시되었다. 이 중 I G F - I은

7 0개 아미노산기(7.7 kd)를 가진 단일쇄 폴리

펩타이드의 형태로 사람의 혈청에서 처음으로

분리되었으며2 7 ) somatomedin C와 동일한 것

으로 확인되었고2 8 ) 유전자 재조합형 I G F - I의

성공적인 발현으로 대사성 골질환의 치료제로

도 사용이 가능하게 되었다. 사람의 골기질에는

I G F - I을 함유하지만 상대적인 농도는 I G F - I I

에 비해 1 0배- 1 5배 정도 적으며 골세포가 분

비하는 양도 I G F - I이 I G F - I I에 비해 5 0 - 1 0 0

배 정도 적은 것으로 알려져 있다2 9 , 3 0 ). IGF-I

은 골아세포의 증식과 분화를 촉진시키는 인자

로 알려져 있는데 3 0 , 3 1 ), Merriman 등 3 2 )은

MC3T3-E1 세포에 I G F - I을 적용하는 경우

골아세포의 증식기에 발현되는 c-fos 유전자

발현의 증가를 보고하였고, Scheven 등3 3 )도

인간의 골아유사세포에서 I G F - I이 세포의 성

장을 촉진시킴을 보고하였다. 이러한 증식작용

외에 I G F - I은 교원성 및 비교원성 단백질의합

성을 증가시킨다고 알려져 있는데, 제 1형 교원

질합성을 증가시키고3 4 , 3 5 ) 분화된 골아세포의

표식인자인 알카라인 인산효소의 활성을 촉진

하며3 6 ), osteocalcin 합성을 증가3 7 )시키는 것

으로 보고되고 있다. IGF-I의 a l t e r n a t i v e

s p l i c i n g에 대한 연구에서, IGF-I은 a l t e r n a-

tive splicing에 의해 I G F - I A와 I G F - I B의 두

가지 m R N A가 나타나며 다양한 조건들에 따라

두 mRNA 발현에 차이가 있는 것으로 보고되

었다3 8 , 3 9 ).

1,25-dihydroxyvitamin D3가 I G F - I에 미

치는 영향에 대한 연구에 대해 살펴보면,

m o u s e의 골아세포에 1 , 2 5 - d i h y d r o x y v i t a-

min D3 적용시 Insulin-like Growth Factor-I

(IGF-I) 분비의 감소4 0 , 2 6 )가 보고되었으며,

Chenu 등3 )은 인간의 골세포에 1 , 2 5 - d i h y-

droxyvitamin D3를 투여한 경우 I G F - I의 분비

가 증가함을, Kurose 등4 0 )은 mouse 세포에서

1,25-dihydroxyvitamin D3가 I G F - I의 분비

에 영향을 미치지 않음을 보고하였다. 이와 함

께 1,25-dihydroxyvitamin D3는 I G F의 기능

을 억제하는 IGF binding protein(IGFBP)의

합성을 증가시키고4 1 , 4 2 ), IGF-I binding site를

증가4 3 )시킨다고 보고되었다. 이러한 결과들로

보아 I G F - I과 1,25-dihydroxyvitamin D3의

상호관계는 그 작용기전이 명백하게 밝혀지지

는 않았지만, 1,25-dihydroxyvitamin D3의 효

과가 I G F - I에 의해 매개될 수 있다는 가능성을

제시하였다.

이러한 연구들을 바탕으로 하여, 골전구세포

의 특징을 가지는 MC3T3-E1 세포에서

1,25-Dihydroxy vitamin D3에 의한 I G F - I의

유전자 발현양상을 관찰한 후, 1,25-dihy-

droxyvitamin D3와 I G F - I의 단독 또는 혼합

투여 시 나타나는 DNA 합성능을 파악하여 골

아세포의 분화를 유도하는 1 , 2 5 - d i h y d r o x-

yvitamin D3와 I G F - I의 상호작용을 알아보고

자 한다.

II. 재료 및 방법

1. 실험재료

배양액은 alpha-minimum essential medi-

u m (α-MEM Gibco사, 미국)을 사용하였고,

fetal bovine serum(FBS Gibco사, 미국)을 성

장 촉진제로 추가하였으며, 그 외, 1,25-dihy-

droxyvitamin D3 , 유전자재조합형 I G F - I
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( G e n z y m e사, 미국), trypsin, phosphate

buffered saline(이하 P B S로 표기), ethyl-

enediamine-tetraacetic acid(이하 E D T A로

표기), trichloroacetic acid(이하 T C A로 표

기), [methyl-3H] thymidine (New England

N u c l e a r사, 미국), absolute ethanol 등을 사용

하였다

2. 세포의 배양

MC3T3-E1 세포를 100mm 배양접시

( C o r n i n g사, 미국)에 10% FBS, 100U/ml

p e n i c i l l i n e (근화제약, 한국), 100㎍/ml strep-

t o m y c i n (동아제약, 한국)을 함유한 α- M E M

배양액에서 초기배양하여 3 7℃, 5% CO2 공기

혼합배양기( V i s i o n사, 한국)에서 유지하였다.

세포가 증식되어 단층밀생이 형성되면 0 . 0 5 %

trypsin/0.02% EDTA를 이용하여 세포를 분

리시킨 후 계대배양하고, 일주일에 두 번 배양

액을 교체해주었다.

3 . Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction(RT-PCR)

1) 세포 배양

세포의 수가 5×1 05 c e l l s / m l가 되도록

100mm 배양접시에 접종하고 10% FBS를 함

유한 α- M E M에서 2일간 배양한 후, 세포 배양

액을 제거하고 5% FBS를 함유한 α- M E M으

로 배 양액을 교체하고 다시 2 4시간 배양하였

다. 그후 1,25-dihydroxyvitamin D3를 투여하

지 않은 군을 대조군으로 하고, 10- 9M 1,25-

dihydroxyvitamin D3을 첨가한 군을 실험군으

로 하여 0, 6, 24, 48, 72시간에 R N A를 추출하

였다.

2) 총 R N A의 추출

R N A를 C h o m c z y n s k i와 S a c c h i4 4 )의 방법에

따라 다음과 같이 분리하였다. 100 mm dish의

세포층을 찬 P B S로 씻은 후 변성용액 ( G I T :

guanidinium thiocyanate)을 각 배양접시당

6 0 0㎕씩 넣어 세포를 완전히 녹인다음, GIT 용

액을 2 m l의 미량원침관에 옮기고 1/10 용량의

2M sodium acetate(pH 4.0)를 첨가한 후 동

량의 p h e n o l액을 넣었다. GIT용액의 1/5 용량

의 c h l o r o f o r m / i s o a m y l a l c o h o l ( 4 9 : 1 )을 넣고

1 0초간 강하게 교반하여 1 5분 동안 얼음에 방

치한 후, 미세원심분리기로 12000 rpm에서

2 0분간 원침하여 상층액을 다른 미량원침관에

옮기고 같은 양의 찬 i s o p r o p a n o l로 섞어 - 2 0

℃에서 1시간 이상 방치하였다. 그 후 다시 1 0

분동안 원침하여 침전물 형성을 관찰한 후 침

전물을 찬 알콜( 7 0 % )로 씻고, 상온에서 1 5분

정도 방치하여 말린 후 물을 각각 5 0㎕씩 넣어

녹였다. RNA양은 U.V 분광광도계로 2 6 0 / 2 8 0

n m에서 흡광도를 잰 후 양과 순도를 계산하였

다. 

3) Oligonucleotide primers

: Internal control marker로 사용된 h u m a n

β- a c t i n은( 5‘-ATG-GAT-GAT-GAT -

ATC-GCC-GCG-3', 5'-CTA-GAA-

G C A - T T T - G C G - G T G - G A C - G A T -

GGA-GGG-GCC -3')의 배열을 가지는

p r i m e r를 Clontech Lab. 사(미국)로부터 구입

사용하였고, IGF-I primer는 I G F - I A와

I G F - I B가 모두 나타나도록 u p s t r e a m과 d o w n

s t r e a m을( 5 ' - G A C - T G G - A G A - T G T -

ACT-GTG-CC-3', 5'-GCA-GGT-TGC-

T C A - A G C - A A - 3 ' )의 배열이 되게 설계하여

바이오니아 사(한국)에 주문 제작하여 사용하

였다. 

4) 역전사(cDNA synthesis)

소독된 0.5ml tube에 각 표본당 5㎍의 총

R N A와 o l i g o ( d t )1 2 - 1 8 p r i m e r를 혼합하여 7 0

℃에 1 0분간 보관한 후 얼음에 최소 1분간 두

고, 10×PCR buffer, 25mM MgCl2, 10mM

dNTP mix, 0.1M DTT를 주입하여 4 2℃에 5
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분간 보관하였다. 그런 다음 1㎕ S u p e r S c r i p t

II RT를 각 t u b e에 넣어 혼합시킨 후 4 2℃에

5 0분간 보관하고 7 0℃에 1 5분간 두어 반응을

종료시키고 얼음에 식혔다. 짧은 시간 원심분리

기에 넣어 내용물을 모으고 1μ의 RNase H를

각 t u b e에 넣은 다음 3 7℃에 2 0분간 보관하였

다.

5) PCR amplication

위에서 준비한 DNA 2㎕ , upstream과

downstream primer 각각 1㎕ 와 0 . 5㎕의 T a q

DNA polymerase(Takara shuzo사, 일본)를

완충용액[100mM Tris-HCL(pH 8.3),

50mM KCl, 25mM MgCl2]에 넣어 총 부피가

5 0㎕가 되게 한 후, Denaturation(94℃, 1분) ,

A n n e a l i n g ( 5 5℃, 1분), Extension(72℃, 1분)

과정을 3 0회 반복 되도록 P T C - 1 0 0T M( M J

i n c .한국)에 프로그램 하였다. PCR 생성물 1 0

㎕를 1 . 5μl의 loading buffer와 섞은 후 1 %

agarose gel에 1 0 0 V로 4 0분간 전기영동 하여

비교하였다. 

5. 세포의 DNA 합성능 측정

세포의 수가 2 . 5×1 04c e l l s / m l가 되도록 2 4

well culture plate에 접종하고 10% FBS를 함

유한 α- M E M에서 2일간 배양한 후, 세포 배양

액을 제거하고 3% FBS를 함유한 α- M E M으

로 배양액을 교체하고 다시 2 4시간 배양하였

다. 그후 1,25-dihydroxyvitamin D3를 투여하

지 않은 군을 대조군으로 하고 1 0- 9M 1,25-

dihydroxyvitamin D3와 10ng/ml IGF-I을 단

독 또는 혼합 투여한 군을 실험군으로 하여, 1

일째와 3일째 DNA 합성능측정 2 4시간전에 2μ

Ci/ml [3H ] - t h y m i d i n e을 첨가한 후 세포의

DNA 합성능을 측정하였다. 

[3H ] - t h y m i d i n e이 D N A내로 편재되는 속도

의 측정을 위해서 24 well culture plate내의

세포배양액을 제거한 후, 찬 PBS 1ml 씩으로

두 번 씻고, 5% TCA를 1ml 씩 넣은 후, 4℃에

서 2 0분간 방치하였다. 다시 찬 5% TCA 1ml

씩으로 두 번 씻은 뒤 찬 absolute ethanol 1ml

씩으로 두 번 씻어서 실온에서 건조시켰다. 이

상의 과정을 통해 세포내로 편재되지 않은

[3H ] - t h y m i d i n e을 제거한 뒤, 500㎕의 2 %

N a2C O3가 포함된 0.1N NaOH를 넣어 고정된

세포를 완전히 용해시킨 후, 4℃에서 3 0분간

방치하였다. 다시 이 용액을 counting vial로 옮

긴 후, 5ml의 scintillation cocktail 용액을 넣어

혼합한 뒤 β- c o u n t e r로 방사능 활성도를 조사

하여 그 값을 CPM(counter per minute)으로

나타내었고 student t-test를 사용하여 실험군
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Figure 1. Effect of 1,25-dihydroxyvitamin D3 on expression of IGF-I mRNA in MC3T3-E1 cells. Cells

were seeded 5×1 05 cells at 100mm culture plate in α-MEM 10% fetal bovine serum. After 48hour

incubation period, media were changed α-MEM containing 5% fetal bovine serum. After 24 hour,

10-9M 1,25-dihydroxyvitamin D3 added and total mRNA was extracted at 0, 6, 24, 48, 72 hours.



과 대조군을 통계학적으로 비교하였다.

III. 결과

1 . 1,25-dihydroxyvitamin D3를 투여시
시간경과에 따른 IGF-I 유전자 발현 양

상

1 0- 9M 1,25-dihydroxyvitamin D3를 투여

한 군과 투여하지 않은 군 모두에서 I G F - I의

alternative splicing 형태인 I G F - I A와 I G F -

I B이 모두 발현되었다. 대조군과 실험군 모두
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Table 1. Effect of 1,25-dihydroxyvitamin D3 and IGF-I on DNA synthetic activity in MC3T3-E1 cells in
the presence of 3% fetal bovine serum

DNA Synthetic activity

( C P M×1 0 5 / w e l l )

1 d a y 3 d a y

C o n t . 6 . 6±0 . 5 5 . 9±0 . 6

D3 5 . 0±0 . 3* * 1 . 9±0 . 1* *
D3+ I G F - I 5 . 4±0 . 1* 1 . 6±0 . 3* *
I G F - I 6 . 0±0 . 3 5 . 6±0 . 3

Cells were seeded 2.5×1 04cells/ml at 24well plate in α-MEM containing 10% fetal bovine serum. After 48

hour incubation period, medium were changed α-MEM containing 3% fetal bovine serum. After 24 hours,

1 0- 9M 1,25-dihydroxyvitamin D3 and 10 ng/ml IGF-I were added separately or together. Cell were cul-

tured for 1 and 3 days, 2µCi/ml [3H]-thymidine was added for the last 24h of culture of each days. [3H ] -

thymidine incorporation in to DNA was measured and expressed counter per minute(CPM). Each value rep-

resents the mean and S.D

* Significantly different from control value(P〈0 . 0 5 )

Figure 2. Effect of 1,25-dihydroxyvitamin D3 and IGF-I on DNA synthesis by MC3T3-E1 cells in the

presence of 3% fetal bovine serum. [3H]-thymidine incorporation in to DNA was measured 1 day

and 3 day after application of 1,25-dihydroxyvitamin D3 and IGF-I, 2μCi/ml [3H]-thymidine was

added for the last 24h of culture of each day.

* Significantly different from control value(P〈0 . 0 5 )



에서 I G F - I A가 I G F - I B보다 많이 발현되었으

며, 대조군의 경우 2 4시간 까지는 처음의 수준

을 유지하다가 이후 서서히 감소하는 경향을

나타내었다. 1,25-dihydroxyvitamin D3를 투

여한 경우 시간이 경과함에따라 I G F - I의 발현

이 감소하는 경향을 보였고 그 양은 대조군에

비해 감소된 양상을 나타내었다(Figure 1).

2. DNA 합성능에 대한 1 , 2 5 - d i h y d r o x-
yvitamin D3와 I G F - I의 효과

1일째 1 0- 9M 1,25-dihydroxyvitamin D3와

10ng/ml IGF-I을 단독( P＜0.01) 또는 혼합

투여한 군( P＜0 . 0 5 )에서 대조군에 비해 D N A

합성능이 유의한 감소를 보였고 1 , 2 5 - d i h y-

droxyvitamin D3를 단독 투여한 군에서 대조

군에 비해 현저한 감소를 나타내었다 ( P

＜0.01). IGF-I과 1 , 2 5 - d i h y d r o x y v i t a m i n

D3를 혼합 적용시 1,25-dihydroxyvitamin D3

단독 적용군 보다는 높게 나타났고, IGF-I 단

독 적용군에 비해서는 낮게 나타났다.

3일째 1,25-dihydroxyvitamin D3와 I G F - I

혼합 적용군 및 1,25-dihydroxyvitamin D3 단

독 적용군에서 현저하게 큰 감소를 보였고( P

＜0.01) IGF-I 단독 적용군에서는 대조군에

비해 유의한 차이가 없었다( P＞0 . 0 5 ) .

IV. 고찰

Vitamin D 는 스테로이드 호르몬의 일종으

로, 정상적인 칼슘 및 인의 농도 유지뿐 아니라

골의 발육과 유지에 필수적인 인자이다.

Vitamin D가 광물질대사에 영향을 미치기 위

해서는 활동성 있는 형태로의 전환이 필요한데,

음식물을 통해 섭취되거나 자외선에 의해 피부

에서 생성된 vitamin D가 vitamin D 결합단백

질에 의해 간으로 전달되고, 간에서 vitamin D

는 C - 2 5의 h y d r o x y l a t i o n에 의해 2 5 - d i h y-

droxyvitamin D3로 전환된 후 신장으로 이동

하여 A ring에 위치한 1번 탄소의 α 위치에서

다시 h y d r o x y l a t i o n이 일어나 호르몬으로서 활

동성을 가진 1,25-dihydroxyvitamin D3로 전

환된다.1 ) 신장에서는 vitamin D의 다른 활동성

형태인 24,25-dihydroxyvitamin D3가 생성되

지만 1,25-dihydroxyvitamin D3에 비해 상대

적으로 활동성은 약한 것으로 알려져 있고, 이

러한 vitamin D 유도체의 생성은 엄격한 조절

하에서 이루어지며 혈중 칼슘과 인의 농도 및

부갑상선 호르몬이 영향을 미치는 것으로 보고

되고 있다4 5 ).

다양한 골전구세포를 대상으로 한 시험관적

연구에서 골관련 단백질의 발현양상은 일정한

시간적 순서에 따라 나타난다고 알려져 있는데,

예를 들면 세포의 성장과 관련된 유전자( h i s-

tone, c-fos and c-myc) 및 세포의 기질과 관

련된 유전자(type-I collagen, fibronectin,

T G F -β1 )가 먼저 발현되고, 뒤이어서 o s t e o-

pontin, bone sialoprotein, osteocalcin 등과

같은 골광화 유전자들의 발현이 나타나는 것으

로 보고되고 있다3 ). 이 중MC3T3-E1 세포는

Kodama 등에 의해 신생쥐의 두개골에서 분리

된 골전구세포이며4 6 ), 섬유아세포 형태를 보이

다가 장기간 배양시 높은 알칼린 인산효소 활

성을 보이며, 골아세포와 골세포로 분화가 가능

하고 다양한 골아세포 표식인자를 발현하며4 7 )

석회화된 세포외기질을 형성한다고 알려져 있

으며4 8 ) 폴리펩타이드계 성장인자 및 부갑상선

호르몬, 1,25-dihydroxyvitamin D3등에 의해

성장과 분화가 조절됨이 밝혀졌다1 9 , 4 9 ). 일반적

으로 1,25-dihydroxyvitamin D3는 골아세포

의 분화를 촉진시키는 것으로 알려져 있고1 7 -

2 1 ) vitamin D의 수용체는 파골세포에는 존재하

지 않는 반면 골아전구세포와 성숙한 골아세포

에 존재하기 때문에 골아세포내에 존재하는 다

양한 유전자는 1,25-dihydroxyvitamin D3의

영향을 받는 것으로 보고되고 있다.1 ) W a l t e r s

등1 6 )은 mouse 세포에 대한 연구에서 1 , 2 5 -

dihydroxyvitamin D3에 대한 수용체는 세포질

과 핵에 존재하며 수용체의 수는 세포층의 밀
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생도에 따라서 다른 양상으로 나타나는데, 일반

적으로 완전히 밀생상태에 도달한 경우 수용체

의 농도가 최저에 이른다고 보고하였다. 1,25-

dihydroxyvitamin D3에 의한 골아세포의 분화

를 나타내 주는 기준으로는 제 1형 교원질 합성

의 증가, 알칼린 인산효소 활성도의 증가,

osteopontin, osteocalcin 합성의 증가 등이 포

함된다3 ).

골아세포에 대한 연구들에서, 이러한 성장인

자들의 작용이 단독으로 일어나지 않고 서로가

영향을 미치는 복잡한 양상으로 일어남이 밝혀

졌는데, Linkhart 등2 5 )은 부갑상선 호르몬이

neonatal mouse calvarial cell에서 I G F - I과

I G F - I I의 분비를 증가시킨다고 보고하였고,

L i n k h a r t와 K e f f e r2 6 )는 T G F -β가 I G F - I과

I G F - I I의 분비를 촉진시켰으며, 1,25-dihy-

droxyvitamin D3는 I G F - I I의 분비를 촉진시

킨 반면 I G F - I의 분비는 감소시킨다고 보고하

였다. Zhang 등5 0 )은 osteocalcin 발현에 대한

연구에서, rat과 인간의 골아세포에 1 , 2 5 -

dihydroxyvitamin D3 투여시 o s t e o c a l c i n의 발

현이 증가하는 반면, mouse의 골아세포에서는

osteocalcin 발현이 오히려 감소함을 보고하였

는데, 다양한 종에서 동일한 유전자에 대한 작

용이 서로 다르게 나타나는 것으로 보고하여

1,25-dihydroxyvitamin D3의 골아세포에 대

한 작용이 간접적인 기전에 의해 일어날수 있

음을 시사하였다.

Bell 등5 1 )은 m o u s e의 간에서 분리한 I G F - I

이 alternative RNA splicing에 의해 C O O H -

terminal 펩타이드에서 염기배열의 차이를 보

이는 I G F - I A와 - I B의 존재를 보고하였고,

m o u s e의 I G F - I A의 배열은 사람과 9 4 %의 유

사성을 가진다고 하였다. 또한 Zhang 등3 8 )은

r a t에서 E domain coding region에서의 5 2 -

bp insert의 존재 유무에 따라 I G F - I A와

IGF-IB mRNA 발현에 차이가 나타나며, 쥐를

굶기는 경우 IGF-IA mRNA 발현은 감소하지

않는 반면 IGF-IB mRNA 발현의 감소를 보고

하였고, Fagin 등3 9 )은 당뇨병을 가진 쥐에서

I G F - I A와 I G F - I B의 현 저 한 감 소 를 ,

Nagaoka 등5 2 )은 사람의 간세포와 섬유아세포

등에서 I G F - I A가 I G F - I B보다 많이 발현되는

것으로 보고되어, 여러 가지 환경에 따라 I G F -

I A와 I G F - I B의 발현에 차이가 있는 것으로 나

타났다. 본 연구에서, MC3T3-E1 세포에1 0-

9M의 1,25-dihydroxyvitamin D3 투여 시 대

조군과 실험군 모두에서 IGF-IA, IGF-IB가

발현되었고 I G F - I A의 발현이 I G F - I B보다 많

았으며 1,25-dihydroxyvitamin D3를 투여한

군에서 시간이 경과함에 따라 I G F - I의 발현이

감소된 경향을 보였고, 대조군에 비해서도 감소

된 양상을 보였다. 이러한 결과는 1 , 2 5 - d i h y-

droxyvitamin D3 투여후 2 4시간경 I G F - I

mRNA level의 현저한 감소를 보고한 S c h a r l a

등1 5 )의 결과와 일치하며 1 , 2 5 - d i h y d r o x y v i t-

amin D3의 골아세포에 대한 효과가 I G F - I에

의해 매개될 수 있음을 시사하는 것으로 사료

된다.

1,25-dihydroxyvitamin D3가 I G F - I의 발

현에 미치는 영향에 대한 연구로는, Chenu 등
5 3 )이 정상적인 인간의 골아세포에서 1 , 2 5 -

dihydroxyvitamin D3가 I G F - I의 분비를 촉진

시켰다고 보고한 반면, Kurose 등 4 1 )은

MC3T3-E1 세포에서 1 , 2 5 - d i h y d r o x y v i t a-

min D3가 I G F - I의 분비에 영향을 미치지 않는

다고 보고하였고, Schalar 등1 8 )은 M C 3 T 3 -

E1 세포에 1,25-dihydroxyvitamin D3 투여

시 I G F - I의 분비가 감소하였음을 보고하였다.

본 연구에서는 MC3T3-E1 세포에 1 0- 9M의

1,25-dihydroxyvitamin D3를 적용한 결과

I G F - I의 발현이 현저히 감소하였는데, 이는

Chenu 등5 3 )과 Kurose 등4 1 )의 결과와는 상이

한 결과를 나타내는 것이다. 그 원인으로는,

Chenu 등5 3 )의 연구에서는 사람의 골세포를 대

상으로 한 것이기 때문에 종간 차이와 분화단

계의 차이를 반영한 것으로 여겨지며, 1,25-

dihydroxyvitamin D3가 I G F - I의 분비에 영향
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을 미치지 않은 Kurose 등4 1 )의 결과는 상이한

실험방법에 기인한 것으로 사료되는데, 세포가

밀생상태에 도달한 경우 IGF-I 발현이 감소하

는 것으로 보고한 Tremollieres 등5 4 )의 연구로

미루어보아, 5일간의 초기배양에서 세포가 이

미 밀생상태에 도달한 것으로 여겨지며, 다른

원인으로는 1,25-dihydroxyvitamin D3가 용

량의존적으로( 1 0- 1 2M - 1 0- 8M) IGF-I의 분

비를 억제하는 것으로 보고되고 있어1 8 ), 저농

도의 1,25-dihydroxyvitamin D3( 5×1 0-

1 1M )를 투여한 결과 IGF-I 분비에 영향을 미

치지 않았을 것으로 사료된다. 본 연구에서는

I G F - I의 발현에 충분히 영향을 줄 수 있는 1 0-

9M 1,25-dihydroxyvitamin D3를 사용하였으

며, MC3T3-E1 세포에서 1 , 2 5 - d i h y d r o x-

yvitamin D3에 의한 I G F - I의 분비 감소를 보

고한 Scharla 등1 8 )의 연구와 유사한 결과를 얻

었다. 

1,25-dihydroxyvitamin D3가 DNA 합성능

에 미치는 영향에 대한 연구로는, Matsumoto

등1 2 )이 MC3T3-E1 세포에 1 , 2 5 - d i h y d r o x-

yvitamin D3를 투여한 결과 용량의존적( 1 0-

1 1M - 1 0- 9M )으로 DNA 양이 감소함을 보고하

였고, Lian 등2 2 )도 MC3T3-E1 세포에 1 0- 8M

1,25-dihydroxyvitamin D3 투여 시 세포의 증

식과 관련된 유전자인 histone mRNA level의

감소를 보고하였다. 본 연구의 경우, 1,25-

dihydroxyvitamin D3의 단독 적용군에서 1일,

3일군 모두에서 DNA 합성능이 현저하게 감소

하였고 1,25-dihydroxyvitamin D3와 I G F - I

의 혼합 적용군에서도 유의한 감소를 보였는데

이는 mouse 세포에서 1 , 2 5 - d i h y d r o x y v i t a-

min D3에 의한 DNA 합성능의 감소를 보고한

Matsumoto 등1 2 ) 과 Lian 등2 2 )의 결과와 일치

하며, IGF-I 단독 적용군에서는 대조군에 비해

유의한 감소는 없었는데, 이는 MC3T3-E1 세

포에 1 3×1 0- 9M IGF-I 적용시 DNA 합성능

의 증가를 보고한 Kurose 등1 7 )의 연구와는 다

른 결과를 보였다. 1,25-dihydroxyvitamin D3

를 단독으로 투여한 경우의 DNA 합성능 감소

와 1,25-dihydroxyvitamin D3와 I G F - I을 혼

합 투여한 경우의 DNA 합성능 감소양상이 서

로 유사한 것으로 보아 1 , 2 5 - d i h y d r o x y v i t a-

min D3가 DNA 합성능 감소에 주된 작용을 하

는 것으로 추측되며, 1,25-dihydroxyvitamin

D3와 I G F - I을 혼합 투여한 경우에서 I G F - I에

의해 DNA 합성능이 증가하지 않은 점은, 골전

구세포에 1,25-dihydroxyvitamin D3 투여시

I G F B P의 현저한 증가를 보고한 Scharla 등4 2 ),

Schmid 등4 3 )의 연구결과로 미루어, 투여한

I G F - I이 I G F B P에 의해 그 활성도를 상실한

것으로 추측된다. 1,25-dihydroxyvitamin D3

투여후 시간경과에 따라 IGF-I 발현의 감소를

보인 RT-PCR 결과와 시점이 일치하는 것으

로 보아 DNA 합성능의 감소는 IGF-I 발현의

감소와 밀접한 관련이 있을 것으로 사료되며,

1,25-dihydroxyvitamin D3의 세포증식억제

효과가 IGF-I 분비 감소에 기인하며 이러한 작

용이 골아세포로의 분화를 위한 전제조건임을

보고한 Schalar 등1 8 )의 연구와도 일치하는 것

이다. 1일째에 비해 3일째에 DNA 합성능이 보

다 더 감소하였는데, 이는 밀생상태에 의해 세

포 자체의 증식능이 감소된 결과로 사료된다. 

이상의 결과를 종합해 보면, 골아세포의 증식

을 억제하고 분화를 유도하는 것으로 알려져

있는 1,25-dihydroxyvitamin D3의 효과는

I G F - I을 그 중간 매개체로 일어나는 것으로 여

겨지며, MC3T3-E1 세포에서 1 , 2 5 - d i h y-

droxyvitamin D3는 IGF-I 유전자의 발현을 감

소시킴으로써 골아세포의 증식을 감소시킬 것

으로 사료된다. 그러나, 향후 1 , 2 5 - d i h y d r o x-

yvitamin D3의 효과를 매개하는 또 다른 기전

에 대한 연구가 필요하리라 사료된다.

V. 결론

1,25-dihydroxyvitamin D3는 스테로이드

호르몬의 일종으로 골조직의 항상성을 유지하
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는데 중요한 역할을 담당하며 배양된 골아세포

에서 다양한 반응을 조절한다. 일반적으로

1,25-dihydroxyvitamin D3는 골아세포의 분

화를 촉진시키는 것으로 알려져 있고 v i t a m i n

D의 수용체는 파골세포가 아닌 골아세포에 존

재하기 때문에 골아세포내에 존재하는 다양한

유전자는 1,25-dihydroxyvitamin D3의 영향

을 받는 것으로 보고되고 있다.

골아세포의 특징을 가지는 MC3T3-E1 세

포에 1,25-dihydroxyvitamin D3 적용시

IGF-I mRNA 발현 양상을 관찰하고, 1,25-

dihydroxyvitamin D3와 I G F - I의 단독 또는 혼

합 투여시 나타나는 DNA 합성능을 파악하여

골아세포의 분화를 유도하는 1 , 2 5 - d i h y-

droxyvitamin D3가 I G F - I의 작용과 어떠한 상

관관계를 나타내는지 알아보고자 본 실험을 실

시하였다.

1 0- 9M 1,25-dihydroxyvitamin D3 투여 시

나타나는 IGF-I 유전자의 발현양상은, 1,25-

dihydroxyvitamin D3를 투여한 군과 투여하지

않은 군 모두에서 alternative splicing 형태인

I G F - I A와 I G F - I B이 모두 발현되었다. 대조군

의 경우 I G F - I A가 I G F - I B보다 많이 발현되

었으며 2 4시간 까지는 처음의 수준을 유지하다

가 이후 서서히 감소하는 경향을 나타내었다.

1,25-dihydroxyvitamin D3를 투여한 경우 시

간이 경과함에 따라 I G F - I의 발현이 감소하는

경향을 보였고 그 양은 대조군에 비해 감소된

양상을 나타내었다.

1 0- 9M 1,25-dihydroxyvitamin D 3와

10ng/ml IGF-I 투여후 세포의 DNA 합성능에

대한 결과를 살펴보면, 1일째, 10- 9M 1,25-

dihydroxyvitamin D3와 10ng/ml IGF-I을 단

독( P〈0.01) 또는 혼합 투여한 군( P〈0 . 0 5 )에서

대조군에 비해 유의한 감소를 보였고 1 , 2 5 -

dihydroxyvitamin D3를 단독 투여한 군에서

대조군에 비해 현저한 감소를 나타내었다( P

〈0.01). IGF-I을 단독 투여군에서는 대조군에

비해 유의한 차이는 없었다( P〉0.05). 3일째,

1,25-dihydroxyvitamin D3와 IGF-I 혼합 적

용군 및 1,25-dihydroxyvitamin D3 단독 적용

군에서 대조군에 비해 현저한 감소를 보였고( P

〈0.01) IGF-I 단독 적용군에서는 대조군에 비

해 유의한 차이가 없었다( P＞0 . 0 5 ) .

결론적으로, 골전구세포의 증식을 억제하고

분화를 유도하는 것으로 알려져 있는 1 , 2 5 -

dihydroxyvitamin D3의 효과는 I G F - I을 그 중

간 매개체로 일어나는 것으로 여겨지며,

MC3T3-E1 세포에서 1 , 2 5 - d i h y d r o x y v i t a-

min D3는 IGF-I 유전자의 발현을 감소시킴으

로써 세포의 증식을 감소시킬것으로 사료된다.
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Polypeptide growth factor belong to a

class of potent biologic mediator which

regulate cell differentiation, proliferation,

migration and metabolism. 1,25-dihydrox-

yvitamin D3 decrease cell proliferation, and

stimulate alkaline phosphatase activity

which express in osteoblast during cell dif-

ferentiation period. IGF-I is known to

stimulate cell proliferation and differentia-

tion too. 1,25-dihydroxyvitamin D 3 i s

known to increase IGF-I binding sites and

IGF binding protein which inhibite the effect

of IGF. The purpose of this study is to

evaluate potential role of IGF-I as mediator

that control the action of 1,25-dihydrox-

yvitamin D3 .

MC3T3-E1 cell were seeded 5×1 05/ m l

at 100mm culture plate in α-MEM con-

taining 10% fetal bovine serum. After 48

hour incubation period, medium were

changed α-MEM containing 5% fetal

bovine serum. After 24 hours, 10- 9M 1,25-

dihydroxyvitamin D3 added. Total mRNA

was extracted at 0, 6, 24, 48, 72 hour. PR-

PCR method was programed for the detec-

tion of IGF-I mRNA. In the both groups of

1,25-dihydroxy vitamin D3 treated and

control, alternative splicing form of IGF-I,

IGF-IA and IGF-IB were expressed. In the

1,25-dihydroxyvitamin D3 treated group,

IGF-I mRNA expression was matained

until 24 hour, there after expression was

d e c r e s e d .

MC3T3-E1 cell were seeded 2.5×1 04/ m l

at 24well plate in α-MEM containing 10%

fetal bovine serum. After 48 hour incubation

period, medium were changed α- M E M

containing 3% fetal bovine serum. After 24

hours, 10- 9M 1,25-dihydroxyvitamin D3

and 10 ng/ml IGF-I were added separately

or together. Cell were cultured for 1 and 3

days, 2μCi/ml [3H]-thymidine was added

for the last 24h of culture of each days.

[3H]-thymidine incorporation in to DNA

was measured and expressed counter per

m i n u t e ( C P M ) .

DNA synthetic activity was significantly

decreased by 1,25-dihydroxyvitamin D3

both at 1 day and 3 day, and in the combi-

nation group of 1,25-dihydroxyvitamin D3

and IGF-I, DNA synthetic activity was also

decreased both at 1 day and 3 days. IGF-I

did not affect the DNA synthetic activity

compared to control group both at 1 day

and 3 day.

From the above results, 1,25-dihydrox-

yvitamin D3 was potent inhibitor of cell

proliferaton in MC3T3-E1 cells. It assumed

that the effect of 1,25-dihydroxyvitamin D3

on osteoblast proliferation may be mediated

in part by decreased level of IGF-I.

5 2


