
I. 서론

전신적인 성호르몬중의 하나인 e s t r o g e n은

폐경기 여성에게서 골다공증을 유발시키는 등

골조직의 대사에 관한 작용이 알려진1 , 2 ) 이후,

치주과 영역에서도 부분적으로 이용3 )되고 있

는 s t e r o i d로써 그 구조는 방향성 환인 페놀성

A환을 포함한 4개의 환으로 이루어지고 1 4개

의 탄소로 구성되어 있다.4 ) A환은 estrogen 수

용체에 대해 선택적이며 친화력이 큰 결합력을

가지는데, A환에 a l k y l기가 치환됨으로써

estrogen 수용체의 결합능이 상실됨이 밝혀져

있다.4 ) 사람에서는 estrone, estradiol 및

estriol 등 3가지의 e s t r o g e n이 만들어지며 이

중 e s t r a d i o l이 대표적 난소 호르몬으로써 생물

학적 작용이 e s t r o n e보다 1 2배, estriol보다 8 0

배나 강한데, 이 estradiol 중에서는 1 7β-

e s t r a d i o l이 가장 활성도가 높은 형태임이 알려

져 있다.5 ) E s t r o g e n은 생체에서 여성의 2차 성

징 발현 등 성호르몬의 기능이외에도 다양한

조절작용을 수행하는데 골아세포6 , 7 , 8 )와 파골세

포9 )에서도 estrogen 수용체가 발견되는 등 골

조직에도 영향을 미침이 밝혀져 있다. 또

e s t r o g e n은 생체 실험에서 고농도로 투여된 경

우 망상골 형성을 증가시키고1 0 , 1 1 ), 결핍시에는

비정상적인 발치와의 치유과정이 관찰되며
1 2 , 1 3 ), 더 많은 치조골 소실이 나타나는 등1 4 ) 치

조골에도 영향을 미침이 확인되고 있다.

E s t r o g e n이 골세포에 미치는 영향에 대한 실

험에서는, estrogen 투여에 의해 DNA 합성 및

세포의 증식1 5 , 1 6 ), 교원질 합성, alkaline phos-

p h a t a s e의 활성도1 7 ) 등이 증가됨이 보고되었

고, 세포의 증식과 함께 분화도 촉진시킨다는

보고1 8 )도 있었으나, estrogen의 첨가가 세포의

증식을 감소시킨다는 문헌1 9 )과 증식과 분화에

미치는 효과가 없음을 보고한 문헌2 0 , 2 1 )도 있어

서로 다른 견해를 보이고 있다. 

E s t r o g e n이 골세포에 미치는 작용을 설명하

기 위해 많은 가설들이 대두되던 중 쥐의 두개

골에서 유래된 골아세포유사세포에 I n s u l i n -

like growth factor-I(IGF-I) 길항제를 투여

하면 estrogen 투여시에 나타나는 교원질 유전

자 발현의 증가가 나타나지 않음이 발견2 2 )되었

고, 골아세포에 1 7β- e s t r a d i o l을 투여하면

IGF-I, IGF-II, Transforming growth fac-

t o r -β( T G F -β) 유전자의 발현이 증가됨이 보

고2 3 )되었다. 이러한 결과에 대해 McCarthy 등
2 4 )은 골아세포에 투여된 e s t r o g e n이 세포의 수

용체와 복합체를 형성하여 target gene에 영향

을 미침에 있어, IGF-I이나 T G F -β와 같은 성
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장인자의 국소적인 합성에 의해 호르몬의 작용

이 중재될 것이라 설명하였다. 이에 따라

e s t r o g e n과 estrogen 작용의 중개물질로 추측

되는 I G F - I과의 상호작용에 대한 연구가 진행

되었는데, estrogen이 골아세포의 배양액내

I G F - I의 농도를 증가시킨다는 보고 2 5 )와

IGF-I mRNA의 발현이 증가된다는 보고2 6 )가

있는 반면, IGF-I 유전자나 골단백질의 증가를

가져오지 못했다는 보고2 7 )와 1 7β- e s t r a d i o l이

IGF-I 유전자의 활성화를 억제한다고 하는 보

고2 8 )가 있어 아직 이에 명확한 결론은 없는 상

태이다.

I G F - I은 인슐린과 구조적, 기능적으로 관련

이 있는2 9 ) 단일쇄 단백질로 I G F - I과 I G F - I I

두종류가 있으며 설치류의 골아세포에서는 주

로 I G F - I이 나타나고 사람의 골아세포에서는

I G F - I I가 우세하게 나타나 IGF 유전자의 발현

은 골아세포 양상에 따라 양적, 질적으로 다양

하게 나타남을 알 수 있다.3 0 )I G F - I이 골세포

에 미치는 영향에 관한 시험관적 실험에서는

D N A합성능과 단백질 합성을 증가시키는 것으

로 보고3 1 , 3 2 )되었다. 또한 Canalis 등3 3 , 3 4 )은

I G F - I이 설치류의 골아세포에서 type I col-

lagen 발현을 증가시키고 collagen degrada-

t i o n을 감소시킴을 보고하였고 Fournier 등3 5 )

은 I G F - I의 주된 기능이 골아세포의 증식을 촉

진한다고 하였다. 그러나 이에 반해 I G F - I이

collagen 합성은 증가시키나 골세포의 증식은

오히려 억제시킨다는 보고3 6 )와 I G F - I이 세포

의 성장을 자극할 뿐만 아니라 분화도 증진시

킨다는 보고3 7 )도 있어 세포의 특성과 종류에

따라 조금씩 다른 결과가 나타남을 보이고 있

다.

최근 I G F - I은 쥐의 간조직에서 a l t e r n a t i v e

RNA splicing에 의해 6 9 6 b p의 I G F - I A와

6 5 1 b p의 I G F - I B로 존재함이 밝혀졌다.3 8 ) 이

들은 I G F - I의 COOH-terminal peptide의 크

기와 배열에서 차이를 나타내는데, 쥐와 사람에

게서 p r e p r o I G F - I A는 9 4 %의 높은 동일성을

보이지만 p r e p r o I G F - I B는 C O O H - t e r m i n a l

p e p t i d e에서 상당한 차이를 나타내었다.

Nagaoka 등 3 9 )은 사람의 hepatoma cell,

macrophage-like cell, 섬유아세포 등에서

I G F - I A의 양이 I G F - I B의 양보다 1 0배 이상

많음을 발견하기도 하였다. IGF-IA와 I G F - I B

의 발현에 대한 연구에서는 당뇨를 가진 쥐의

간, 신장 등의 조직에서 I G F - I A와 I G F - I B의

m R N A가 크게 감소되는 것이 관찰되었고4 0 ),

또 굶긴 쥐의 간조직에서I G F - I A는 별로 변화

가 없는 것에 비해 I G F - I B는 유의하게 감소하

여 외부의 조건에 I G F - I A가 민감하게 반응한

다고 하였다.4 1 ) 그러나 최근까지도 골조직이나

골세포에서 이들 I G F - I A와 I G F - I B의 발현양

상에 대해서는보고되지 않고 있다.

이에 본인은 골전구세포인 MC3T3-E1 세

포에 1 7β e s t r a d i o l을 사용하여 estrogen 작용

의 중개물질로 여겨지는 I G F - I의 a l t e r n a t i v e

splicing 형태인 I G F - I A와 IGF-IB 유전자의

발현 양상을 살펴보고, estrogen과 I G F - I이

단독 혹은 혼합 투여된 경우 골아세포의 D N A

합성능 및 type-I collagen과 osteopontin 유

전자의 발현에 미치는 영향을 관찰하여 이들이

골조직에 미치는 상호작용을 이해하고자 본 실

험을 시행하였다.

II. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

배양액은 alpha-minimum essential medi-

u m (α-MEM, Gibco사, 미국)을 사용하였고,

fetal bovine serum(FBS, Gibco사, 미국)을성

장 촉진제로 추가하였으며, 그 외 1 7β- e s t r a-

diol, 유전자재조합형 I G F - I ( G e n z y m e사, 미

국), IGF-I primer(바이오니아, 한국), human

β-actin amplimer(Clontech Lab.사, 미국) ,

[methyl-3H] thymidine(New England

N u c l e a r사, 미국) 등을 사용하였다.
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2. 세포의 배양

M C 3 T 3 - E 1세포를 취득하여 100mm 배양

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

p e n i c i l l i n (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, 사흘에 한번 배양액을

교체해주었다. 

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

1) 세포의 배양

세포의 수가 5× 1 05 c e l l / m l가 되도록

100mm culture plate에 접종하고 10% FBS를

함유한 α- M E M에서 2일간 배양한 후, 세포 배

양액을 제거하고 5% FBS를 함유한 α- M E M

으로 배양액을 교체하고 다시 1일간 배양하였

다. 그후 1 0- 8M 17β- e s t r a d i o l을 첨가한 군을

실험군으로 하고, 이를 첨가하지 않은 군을 대

조군으로 하여 0, 6, 24, 48, 72시간에 3의 방

법에 따라 총 R N A를 추출하였다.

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 i의 방법에 따

라 다음과 같이 분리하였다. 100 mm dish의

세포층을 찬 P B S로 씻은 후 변성용액( G I T :

guanidinium thiocyanate)을 각 d i s h당 6 0 0㎕

씩 넣어 세포를 완전히 녹인 다음, GIT 용액을

2 m l의 미량원침관에 옮기고 1/10 용량의 2 M

sodium acetate(pH 4.0)를 첨가한 후 동량의

p h e n o l액을 넣었다. GIT용액의 1/5 용량의

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 0

초간 강하게 교반하여 1 5분 동안 얼음에 방치

한 후, 미세원심분리기로 12000 rpm에서 2 0

분간 원침하여 상층액을 다른 미량원침관에 옮

기고 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 0분

동안 원침하여 침전물을 70% 찬 알콜로 씻고,

상온에서 1 5분 정도 방치하여 말린 후 물을 각

각 5 0㎕씩 넣어 녹였다. RNA양은 U.V 분광광

도계로 260/280 nm에서 흡광도를 잰 후 양과

순도를 계산하였다.

3) Oligonucleotide primers

IGF-I primer는 I G F - I A와 I G F - I B가 모두

나타나도록 u p s t r e a m과 down stream을( 5 ' -

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

3', 5'-GCA-GGT-TGC-TCA-AGC-AA-

3 ' )으로 디자인하여 바이오니아(주, 한국)에 주

문 제작하여 사용하였고, internal control

m a r k e r로 사용된 β a c t i n은( 5‘- A T G - G A T -

GAT-GAT-ATC-GCC-GCG-3', 5'-

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

G A C - G A T - G G A - G G G - G C C - 3 ' )의 배열

을 가지는 Clontech Lab.사(미국) 제품을 구입

사용하였다.

4) 역전사(cDNA synthesis)

소독된 0.5-ml tube에 RNA/primer mix-

t u r e를 준비하고 각 s m a p l e을 7 0℃에 1 0분관

보관한 후 얼음에 최소 1분간 두었다. 10×

PCR buffer, 25mM MgCl2, 10mM dNTP

mix, 0.1M DTT를 함유한 reaction mixture 7

㎕를 각 RNA/primer mixture에 넣고 잘 혼합

시킨 후 짧은 시간동안 원심분리시키고 4 2℃에

5분간 보관하였다. 그후 1㎕ SuperScript II

R T를 각 t u b e에 넣어 혼합시킨 후 4 2℃에 5 0

분간 보관하고 7 0℃에 1 5분간 두어 반응을 종

료시키고 얼음에 식혔다. 짧은 시간 원심분리기

에 넣어 내용물을 모으고 1μl의 RNase H를 각

t u b e에 넣은 다음 3 7℃에 2 0분간 보관하였다.

5) PCR amplication
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U p s t r e a m과 downstream primer 각각 1㎕

씩과 1 0×PCR buffer 5㎕, 25mM MgCl2 3

㎕,10mM dNTP mix 1㎕, Taq DNA poly-

merase (Takara Shuzo사, 일본) 0.5㎕,

cDNA 2㎕, 소독된 물 3 6 . 5㎕를 넣어 총 부피

가 5 0㎕되게 한 후d e n a t u r a t i o n ( 9 4℃, 1분) ,

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

과정을 3 0회 수행하도록 P T C - 1 0 0 T M ( M J

i n c .사, 한국)에 프로그램하여 시행하였다.

PCR 생성물 1 0㎕를 1 . 5㎕의 loading buffer와

섞은 후 1% agarose gel에 1 0 0 V로 4 0분간 전

기영동하여 비교하였다.

5. Northern blot

1) 세포의 배양 및 총 R N A의 추출

세포의 수가 5×1 05 c e l l / m l가 되도록

100mm culture plate에 접종하고 10% FBS를

함유한 α- M E M에서 2일간 배양한 후, 세포 배

양액을 제거하고 5% FBS를 함유한 α- M E M

으로 배양액을 교체하고 다시 1일간 배양하였

다. 그후 1 0- 8M 17β- e s t r a d i o l을 투여한 군과

1 0- 8M estradiol과 10ng/ml IGF-I을 동시 투

여한 군, 10ng/ml IGF-I을 투여한 군을 각각

실험군으로 하고 이들을 투여하지 않은 군을

대조군으로 하여 배양한 뒤 1일, 2일, 3일째에

C h o m c z y n s k i와 S a c c h i의 방법에 따라 상기에

기술한 방법과 같이 총 R N A를 추출하였다. 

2) RNA 전기영동

1 0㎍ RNA, 1㎕ 1 0×running 완충액 [0.2 M

sodium morpholinopropane

sulfonate(MOPS, pH7.0), 80mM sodium

acetate, 10mM EDTA(pH 8.0)], 3.5㎕

formaldehyde, 10㎕ formamide 그리고 재증

류수로 총 2 0㎕가 되도록 하여 섞은 뒤 6 5℃에

서 5분간 방치하였다. 얼음에서 식히고 2㎕의

gel loading 완충액 [50% glycerol, 1mM

EDTA(pH 8.0), 0.25% bromophenol blue,

0.25% xylene cyanol FF]을 넣어 f o r m a l d e-

hyde agarose gel 전기영동을 Sambrook 등의

방법에 따라 시행하였다. 

3) Northern blot

전기영동이 끝난후 전기영동조에서 g e l을 꺼

내어 재증류수에 몇 번 세척하여 f o r m a l d e-

h y d e를 제거하고, UV transilluminator에서 관

찰하고 사진을 찍은 다음 다시 재증류수로 g e l

을 씻고 20x SSC에 담근 후 agarose gel 위에

nylon membrane을 덮어 피펫으로 기포를 제

거하였다. 랩으로 gel 주위를 싸고 gel 크기와

동일한 3MM paper를 2x SSC에 적셔 덮고

3MM 종이보다 조금 작게 흡수지를 만들어 올

려 놓았다.이렇게 층을 만든 후 맨 위에 유리판

을 얹고 5 0 0 g의 무게로 누른 상태로 1 2시간동

안 방치하였다. 다음날 흡수지와 3MM 종이를

제거하고 연필로 gel slot를 표시하였다. Nylon

m e m b r a n e를 6x SSC에 5분 담그고 상온에서

3 0분간 말린후 12,000 J의 UV cross-link를

사용하여 R N A를 m e m b r a n e에 부착시켰다.

4) cDNA labeling 및 분리

c D N A는 Feinberg 및 V o g e l s t e i n의 방법을

이용한 random primed DNA labeling kit를 사

용하여 다음과 같이 label 하였다. 500㎕ 용량

의 미량원침관에 변성시킨 2 5 n g의 cDNA, 반

응 혼합액 2㎕, 3㎕의 [α-3 2P] dCTP 그리고

K l e n o w효소(2 units/㎕) 1㎕를 넣고 최종 용

량이 2 0㎕ 되도록 재증류수로 채운 다음 3 7℃

에서 3 0분간 반응시킨 후 0.5M EDTA(pH

8.0) 1㎕를 넣어 반응을 중지시켰다. 이 반응액

을 Sephadex G-50이 채워져 있는 N i c k -

c o l u m n을 이용하여 gel filtration chromatog-

r a p h y를 시행하여 l a b e l된 c D N A와 유리 [α-
3 2P] dCTP를 분리하였다. Nick-column을 통

과시킨 액 중에서 1㎕씩 취해 β c o u n t e r로 측

정한 후 labeling 정도와 specific activity를 계

산하였다.
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5) Hybridization과 자가방사법

Nylon membrane을 4 8℃의 p r e h y b r i d i z a-

tion 용액 [50% formamide, 5x SSPE, 5x

D e n h a r d t ̀용액 (0.02% polyvinyl pyrrolidone

(MW,4000), 0.02% BSA, 0.02% Ficoll

400), 1.5% SDS, 100㎍/ml heat denatured

salmon sperm DNA]을 10ml 넣고 2시간 이

상 4 8℃에서 p r e h y b r i d i z a t i o n을 시행하였다.

p r e h y b r i d i z a t i o n이 끝난 후 여기에 제조된

probe (1x107c p m )를 1 0 0℃에서 5분간 변성

시킨 후 넣고 hybridization 용액에 넣어 4 8℃

에서 하룻밤 동안 충분히 반응시켰다.

H y b r i d i z a t i o n이 끝난 후 Nylon membrane을

꺼내어 2 0 0 m l의 0 . 1 % S D S가 포함된 2x SSC

용액으로 1 0분씩 3회 세척하였다. 그 후 0 . 1 %

S D S가 포함된1x SSC 용액으로 5 0℃에서 세

척하였다. Nylon membrane를 W h a t m a n

3MM 종이 위에서 건조시켜 랩으로 싼 후

intensifying screen이 붙은 X-ray cassette

에 넣고, -70℃에서 며칠 둔 후 현상하였다. 

6. DNA 합성능 측정

세포의 수가 2 . 5×1 04c e l l / 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 동안 배양

하였다. 그후 1 0- 8M 17β- e s t r a d i o l을 첨가한

군, 10- 8M 17β- e s t r a d i o l과 10ng/ml IGF-I

을 동시에 첨가한 군, 10ng/ml IGF-I을 첨가

한 군을 각각 실험군으로 하고 이들을 첨가하

지 않은 군을 대조군으로 하여 1일째와 3일째

2μC i / m l [3H ] - t h y m i d i n e을 첨가한 후 D N A

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 방사능활성도를 조사
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Figure 1. Effect of 17β-estradiol on expression of IGF-I mRNA in MC3T3-E1 cells. Cells were seeded 5×

1 05cells at 100mm culture plate in alpha-modified Eaglemedium containing 10% fetal bovine serum. After 48

hours incubation period,medium were changed α-MEM containing 5% fetal bovine serum. After 24 hours, 10-

8M 17β-estradiol was added and total mRNA was extracted at 0, 6, 24, 48, 72 hours. PR-PCR method was



하여 그 값을 CPM(counter per minute)으로

나타내어 student t-test를 사용하여 실험군을

대조군과 통계학적으로 비교하였다.

III. 결과

1 .1 7β-estradiol 투여시 시간경과에 따른
IGF-I 유전자발현 양상

M C 3 T 3 - E 1세포에 1 0- 8M 17β- e s t r a d i o l

을 투여한 군과 대조군에서의 IGF-I mRNA

발현의 정도를 0, 6, 24, 48, 72시간에 R T -

P C R의 방법으로 측정하여 다음과 같은 결과를

얻었다(Figure 1). 

IGF-I 유전자는 대조군에서는 2 4시간 동안

은 처음 수준을 유지하다가 이후 점차 감소하

는 양상을 나타내었고, 실험군에서는 시간이 경

과함에 따라 점차 증가하는 경향을 보였다.

대조군과 실험군 모두에서 I G F - I A와 I G F -

IB 유전자의 발현이 관찰되었는데, 양 군 모두

에서 I G F - I A의 발현 양상이 I G F - I B보다 더

욱 증가된 양상을 보였으며 실험군에서는
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Figure 2. Effect of 17β-estradiol and IGF-I on

DNA synthetic activity in MC3T3-E1cells in the

presence of 3% fetal bovine serum. [3H ] - t h y m i d i n e

incorporation in to DNA was measured 1 day and 3

days after application of 17β-estradiol and IGF-I, 2

μCi/ml [3H]-thymidine was added for the last 24h

of culture of each day.

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

Figure 3. Effect of 17β-estradiol and IGF-I on expression of type I collagen mRNA in MC3T3-E1 cells.

Cells were seeded at 5×1 05cells in 10ml of α-MEM containing 10% fetal bovine serum, and cultured for 1

day. Before 48 hours of indicated time, media were changed α-MEM containing 3% fetal bovine serum.

After incubation for 24 hours, 10- 8M 17β-estradiol and 10 ng/ml IGF-I were added separately or together.

Figure 4. Effect of 17β-estradiol and IGF-I on expression of osteopontin mRNA in MC3T3-E1 cells. Cells

were seeded at 5×1 05 cells in 10ml of α-MEM containing 10% fetal bovine serum, and cultured for 3 days.

Before 48 hours of indicated time, media were changed α-MEM containing 3% fetal bovine serum. After incu-

bation for 24 hours, 10- 8M 17β-estradiol and 10 ng/ml IGF-I were added separately or together. Northern blot

C O N E E + I I

type I collagen

O s t e o p o n t i n

C O N E E + I I



1 7β- e s t r a d i o l에 의한 증가 양상이 I G F - I A보

다 I G F - I B에서 더 뚜렷하게 나타났다. 

2 . DNA 합성능측정에대한 1 7β- e s t r a d i-
o l과 I G F - I의 효과

1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I을 단독 혹은 동시투

여한 군을 실험군으로 하고 1 7β- e s t r a d i o l이

나 I G F - I을 투여하지않은 군을 대조군으로 한

뒤 1일, 3일째에 DNA 합성능을 측정하여 다음

과 같은 결과를 얻었다(Figure 2).

1일째에는 실험군 모두에서 대조군보다 미약

한 DNA 합성능 증가의 경향을 보였으나 통계

학적인 유의성은 없었다(p>0.05). 실험군 사이

에서는 1 7β e s t r a d i o l과 I G F - I을 동시투여한

군과 I G F - I를 단독 투여한 군이 유사한 D N A

합성능을 나타내었고, 이는 1 7β- e s t r a d i o l을

단독 투여한 군에 비해서는 다소 높은 경향을

보였다.

3일째에는 1 7β- e s t r a d i o l을 투여한 군과

1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I을 동시투여한 군에서

대조군보다 유의한 DNA 합성능 증가의 양상

(p<0.005, p<0.005)을 나타내었고 I G F - I을

단독 투여한 군에서는 유의한 DNA 합성능 증

가가 나타나지 않았다( p > 0 . 0 5 ) .

3. Type I collagen 유전자발현 양상

1 0- 8M 17β- e s t r a d i o l과 10ng/ml IGF-I의

단독 혹은 혼합 적용후 배양 1일째 총 R N A를

추출하여 type I collagen mRNA의 발현을 관

찰하기 위한 Northern blot 실험에서 다음의

결과를 얻었다(Figure 3).

1 7β-estradiol 첨가군이 대조군보다 증가된

발현 양상을 나타내었고, IGF-I 첨가군에서는

대조군과 유사한 발현 양상을 나타내었으며, 두

약제의 동시 투여군에서는 이보다 약간 감소되

는 경향의 발현 양상을 나타내었다.

4. Osteopontin 유전자발현 양상

1 0- 8M 17β- e s t r a d i o l과 10ng/ml IGF-I의

단독 혹은 혼합 적용후 배양 3일째 총 R N A를

추출하여 osteopontin mRNA의 발현을 관찰하

기 위한 Northern blot 실험에서는 다음의 결

과를 얻었다(Figure 4). 

대조군과 실험군 모두에서 유사한 발현양상

을 나타내었다.

IV. 고찰

골조직은 끊임없이 형성과 흡수과정이 반복

되어 재형성이 일어나며 이 과정은 다양한 전

신적, 국소적인 인자들에 의해 조절된다. 이들

중에서 성호르몬인 estrogen 역시 폐경기 여성

에게서 골다공증을 유발시키는 등2 ) 골조직에

많은 영향을 미침이 보고되고 있고 이는 치조

골 등 치주조직에 관한 연구도 포함하고 있다.

E s t r o g e n이 생체 조직에 미치는 영향에 관한

연구에서 Tobias 등1 0 )과 Chow 등1 1 )은

e s t r o g e n이 고농도로 투여된 경우 망상골 형성

을 증가시킴을 보고하였다. 난소절제술 등

e s t r o g e n의 결핍시에 나타나는 효과에 대한 보

고에서 Johnson 등1 4 )은 치주염시 대조군보다

더 심한 치조골 소실 양상을 관찰하였고,

Nishimura 등1 3 )은 발치후 더 심한 잔존치조제

의 흡수 양상을 보고하였으며, Li 등1 2 )은 쥐를

사용한 연구에서 발치후 치유양상에서 연골로

채워지는 현상을 발견하여 e s t r o g e n의 결핍이

골아세포의 정상적인 분화를 변경시킨다고 하

였다. 그러나 이러한 효과는 실험 동물이나 환

자의 연령, 사용된 e s t r o g e n의 농도 등에 따라

다르게 나타나고 아직까지도 이에 관한 확실한

기전의 규명은 이루어지지 않았다.

E s t r o g e n이 골세포에 미치는 영향에 관해서

도 Ernst 등1 5 )이 쥐의 두개골에서 유래된 골아

세포에서 세포의 증식과 교원질 합성의 증가를

보고하였고, Majeska 등1 7 )과 Masuyama 등4 2 )
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은 MC3T3-E1 세포에서 DNA 합성능, alka-

line phosphatase의 활성도의 증가를 보고하였

다. 또한 Scheven 등1 8 )은 사람의 골아세포유

사세포에서 e s t r o g e n의 투여가 세포의 증식을

증가시키고 분화도 촉진함을 보고한 바 있다.

그러나 Gray 등1 9 )은 쥐의 골육종에서 유래된

세포에서 이와 상반되는 결과를 보고하였으며,

Keeting 등2 0 )과 김 등2 1 )은 e s t r o g e n의 첨가시

사람의 골아세포유사세포에서 증식과 분화에

별 영향을 미치지 못한다고 보고하였다. 이러한

e s t r o g e n이 골아세포에 미치는 영향은 S c h m i d

등2 2 ), Slater 등2 3 )의 연구에 의해 국소적인 중

개물질이 관여할 것이라는 의견이 제시되었고,

Ernst 등1 6 )과 McCarthy 등2 4 )은 국소적인 인

자들중 I G F - I이 이러한 중계 역할을 담당한다

고 하였다.

이에 본 실험에서는 e s t r o g e n과 estrogen 작

용의 중개물질로 여겨지는 IGF-I 사이의 상호

작용을 알아보기 위해 골전구세포인 M C 3 T 3 -

E1 세포에 e s t r o g e n을 투여하여 I G F - I의 발

현 양상을 살펴보고, estrogen과 I G F - I을 단

독 혹은 동시 투여하여 골조직의 증식과 분화

에 미치는 효과에 대해 살펴보았다.

이 연구에서 사용된 MC3T3-E1 세포는

Kodama 등4 3 )에 의해 분리된 골아세포로써 생

체내의 골형성과 유사한 분화양상을 보이며4 4 ),

I G F - I과 IGF-II 모두를 가지고 있으나, IGF-

I이 더 많이 나타나므로4 5 ) 골내의 IGF-I 조절

과 역할을 연구하는 m o d e l로 사용되고 있다.

Estrogen 투여에 의한 IGF-I 유전자의 발현

양상을 살펴보기 위해 이 실험에서는 R T -

P C R을 사용하였는데, 이 방법은 I G F - I

m R N A의 절대적인 숫자를 측정하기 위한 것이

라기 보다, IGF 유전자의 발현에 대한 e s t r o-

g e n의 상대적인 효과를 주로 측정하기 위해 사

용되는 방법이다. 그러나 이 실험에서는

MC3T3-E1 세포의 IGF-IA mRNA와 I G F -

IB mRNA가 8 5 b p의 차이가 나도록 p r i m e r를

디자인하였는데, 이 정도의 bp 차이는 N o t h e r n

b l o t에 의해서 하나의 b a n d로 나타나므로 이들

의 양상을 모두 관찰하기 위해서 이 방법을 사

용하였다. 

세포의 증식에 영향을 미치는 1 7β- e s t r a d i o l

의 농도는 세포의 종류와 분화정도 등에 따라

다양한 것으로 나타났는데, 사람의 o s t e o b l a s-

tic cell line에서는 1 0- 7M 농도가, 쥐의 골육종

에서 유래된 UMR 106 세포에서는 1 0- 1 1M의

농도가 가장 큰 효과를 가졌지만1 6 , 1 9 ) 본 실험

에서는 Majeska 등1 7 )과 Mazuyama 등4 5 )이

MC3T3-E1 세포의 증식에 가장 높은 효과를

보이는 것으로 보고한 1 0- 8M의 농도를 사용하

였다. 

E s t r o g e n을 투여한 MC3T3-E1 세포의

IGF-I mRNA 발현을 관찰하기 위한 R T -

PCR 실험에서, 골전구세포인 MC3T3-E1 세

포에서도 I G F - I의 alternative splicing 형태인

I G F - I A와 I G F - I B가 모두 발현됨을 알 수 있

었다. Nagaoka 등3 9 )은 사람의 hepatoma cell,

macrophage-like cell, 섬유아세포 등에서

I G F - I A가 I G F - I B보다 1 0배 정도 더 많다고

보고하였는데, 본 실험에 사용된 M C 3 T 3 - E 1

세포에서도 IGF-IA mRNA가 IGF-IB mRNA

보다 다소 많은 양이 발현되는 경향을 관찰할

수 있었다. 본 실험에서는 I G F - I B가 약제의 투

여에 의해 증가하는 양상이 I G F - I A보다 더 뚜

렷하게 나타났는데, 이는 Zhang 등4 1 )이 쥐의

간조직에서 보고한 I G F - I B가 I G F - I A보다 외

부의 환경이나 약제에 더 민감하다는 결과와

유사한 것으로 이에 관해서는 IGF-I 유전자에

대한 정량적인 연구가 더 시행되어야 할 것으

로 사료된다. 전체적인 IGF-I 유전자 발현 양

상은 대조군에서2 4시간까지는 IGF-I mRNA

의 유전자의 발현 양상에 별 변화가 없었으나

시간이 지남에 따라 점차 감소한 양상을 보인

반면, 17β- e s t r a d i o l을 투여한 군에서는 I G F -

I mRNA의 유전자 발현이 시간에 따라 증가하

는 양상을 나타내었다. 이 결과는 estrogen 첨

가에 의해 IGF-I 발현의 증가를 의미하므로
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Kassem 등2 6 )이 human fetal osteoblastic cell

에서 보고한 1 7β-estradiol 적용 후 I G F - I

mRNA 유전자가 증가한 결과와 유사하게 나타

났으나 본 연구의 대조군에서 6, 24시간에 측

정한 IGF-I mRNA 발현 양상이 Kassem 등2 6 )

의 연구에서보다는 더 높게 나타났는데, 이는

쥐의 세포와 사람의 세포간 차이에 의한 것이

라 여겨진다.

E s t r o g e n과 I G F - I을 단독 혹은 혼합 적용하

여 DNA 합성능을 측정한 실험에서는1일째 실

험군 모두에서 대조군보다 미약한 DNA 합성

능 증가의 경향을 보였으나 통계학적인 유의성

은 없었다(p>0.05). 실험군 사이에도 유의성은

없었으나 1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I을 동시투여

한 군과 I G F - I을 투여한 군이 유사하게 증가된

DNA 합성능을 나타내었으며 이는 1 7β-

estradiol 투여군보다는 다소 높은 경향을 나타

내었다. 3일째에는 모든 군에서 1일째보다

DNA 합성능이 감소하였다. 1일째보다 3일째

에서 DNA 합성능이 감소하였는데, 이는 밀생

상태에 의해 세포자체의 증식능이 감소된 결과

로 여겨지고 이러한 경향은 Kurose 등4 9 )이나

Ernst 등1 5 )의 문헌에서도 관찰된다. 3일째에는

1 7β- e s t r a d i o l을 투여한 군과 1 7β- e s t r a d i o l

과 I G F - I을 동시투여한 군에서 대조군보다 통

계학적으로 유의한 DNA 합성능 증가 양상을

나타내었다(p<0.005). 이 1 7β-estradiol 투여

군과 1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I을 동시투여한 군

에서 나타난 DNA 합성능의 증가량은 M a j e s k a

등1 7 )이 MC3T3-E1 세포에서 1 7β- e s t r a d i o l

투여 후에 보고한 1 0 0 %의 증가치에는 미치지

못했지만, Ernst 등1 9 )이 쥐의 두개골유래 세포

에서 보고한 2 0 - 6 0 %의 증가치와 유사한 결과

를 나타내었다. 3일째 IGF-I 투여군에서도 대

조군에 비해 미약한 DNA 합성능 증가 양상을

나타내었지만 대조군에 대한 상대적인 비율은

1일째에 비해 작았다. 이는 Kurose 등4 9 )이

MC3T3-E1 세포에 1 0 n g / m l의 I G F - I을 투여

한 결과 1일째에 비해 3일째의 값이 작았다고

한 보고와 일치하는 내용으로써 이를 통해

I G F - I은 1 7β- e s t r a d i o l에 비해 그 효과가 빨

리 사라지는 경향을 가짐을 알 수 있었다.

1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I을 동시 투여한 군에서

는 1일째, 3일째에 통계학적 유의성은 없었지

만 실험군중 가장 증가된 DNA 합성능을 관찰

할 수 있었다. 그러나, Verhaar 등5 0 )은 정상 성

인의 골형성세포에서 1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I

의 병용사용이 이들 약제의 단독사용에 비해

큰 차이가 없었다고보고하였는데, 본 실험에서

도 두 약제의 병용 사용시 나타난 DNA 합성능

의 증가치가 1 7β- e s t r a d i o l과 IGF-I 투여시

값의 합으로 나타나지는 않아 이들이 각각 독

립적으로 작용하지 않는다는 사실을 알 수 있

었다. 이러한 사실과 함께 3일째에 1 7β-

e s t r a d i o l이 투여된 군에서 대조군에 비해 유의

하게 DNA 합성능이 증가한 것은 앞서 언급되

었던 RT-PCR 실험에서 1 7β-estradiol 투여

후 3일째에 IGF-I mRNA 유전자 발현의 증가

가 이루어진 것과 시간이 거의 일치하는 점 등

으로 보아 e s t r o g e n의 작용에는 IGF-I 유전자

의 발현이 관계하며 두 약제의 병용사용에 의

한 세포증식의 증가는 약제의 단독 적용에 비

해 크게 나타나지 않음을 알수 있었다. 

E s t r o g e n과 I G F - I이 단독 혹은 동시 투여된

경우 골아세포의 골기질단백질에 미치는 영향

에 관한 보고로는 Rodan 등1 6 )이 쥐의 골아세

포에서 1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I의 첨가시 모두

α1(1) procollagen mRNA의 수준을 2 - 2 . 5배

정도 증가시킴을 보고하였으며, Benz 등4 8 )도

높은 수준의 estradiol 수용체를 가지는 사람의

골아세포인 GB 688 세포에서 1 7β- e s t r a d i o l

의 첨가가 α1(1) procollagen mRNA를 증가

시킴을 보고한 바 있다. 그러나, Keeting 등2 0 )

은 사람의 골아세포에서 1 7β- e s t r a d i o l의 투

여가 alkaline phosphatase나 collagen 합성을

증가시키지 못한다고 하였으며, Chen 등5 2 )은

쥐의 골아세포유사세포에서 1 7β- e s t r a d i o l의

투여로 인한 I G F - I의 변화가 단백질의 총량이
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나 collagen 합성의 변화와는 동반되지 않는다

는 견해를 보인 바 있다. 본 실험에서는

MC3T3-E1 세포에 1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I

을 투여하여, 총 R N A를 추출한 후 type I col-

lagen mRNA의 발현 양상과 o s t e o p o n t i n

m R N A의 발현 양상을 Nothern blot으로 관찰

하였는데, type I collagen mRNA의 발현 양상

을 관찰한 실험에서는 1 7β- e s t r a d i o l을 첨가

한 군에서 현저한 발현 증가 양상을 보여

Rodan 등1 9 )과 Benz 등5 1 )의 견해와 일치하였

다. 또 osteopontin mRNA의 발현 양상을 관찰

한 실험에서는 두 약제의 단독 혹은 동시 투여

군 모두 대조군과 별 차이를 나타내지 못했으

며 이는 1 7β-estradiol 투여시에 o s t e o p o n t i n

의 증가를 관찰하지 못한 Majeska 등1 7 )의 견

해와 일치하였다. 이 두 골기질단백질 세포의

분화에 미치는 영향에 대해 Owen 등5 2 )은 골아

세포의 분화 동안은 type I collagen과 T G F -β
의 합성이 감소된다고 하였고, Lian 등5 4 )은 골

아세포의 분화 동안 o s t e o p o n t i n과 o s t e o c a l-

c i n의 합성이 증가된다고 보고한 바 본 실험에

서 나타난 e s t r o g e n과 I G F - I의 M C 3 T 3 - E 1

세포에 대한 작용으로 미루어 보아 e s t r o g e n과

I G F - I의 단독 투여 혹은 동시 투여 모두 골아

세포의 분화에는 큰 영향을 미치지 않는 것으

로 여겨진다. 

이상의 결과를 종합해 볼 때, MC3T3-E1 세

포에 1 7β- e s t r a d i o l을 투여시 IGF-I 유전자의

증가가 나타나는 시점과 DNA 합성능의 증가

가 일어나는 시점이 일치하는 것으로 보아

e s t r o g e n의 작용에 I G F - I의 작용이 관련되는

것으로 여겨지며, 두 약제의 동시 투여시에는

단독 투여시보다 미약하지만 세포 증식을 증가

시키는 효과가 나타났으나, type I collagen이

나 osteopontin 유전자의 발현에는 큰 영향을

미치지 못하는 것으로 보아 세포 분화에 대한

효과는 미미하리라 사료되지만, 향후 a l k a l i n e

p h o s p h a t a s e나 osteocalcin 등 다른 골기질단

백질의 발현 양상 등에 따른 연구가 필요하리

라 사료된다.

V. 결론

본 실험에서는 골전구세포인 M C 3 T 3 - E 1

세포에 1 7β- e s t r a d i o l을 사용하여 e s t r o g e n

작용의 중개물질로 여겨지는 IGF-I 및 그

alternative slicing 형태인 I G F - I A와 I G F - I B

유전자의 발현 양상을 살펴보고, estrogen과

I G F - I이 단독 혹은 혼합 투여된 경우 골아세포

의 DNA 합성능 및 type-I collagen과 o s t e o-

pontin 유전자의 발현에 미치는 영향을 관찰하

여 이들이 골아세포의 증식과 분화에 대한 상

호작용을 관찰하여 다음의 결과를 얻었다.

1 7β-estradiol 투여시 시간경과에 따른

IGF-I 유전자 발현 양상 관찰을 위한 R T -

PCR 실험에서는 대조군과 실험군 모두에서

I G F - I의 alternative splicing 형태인 I G F - I A

와 IGF-IB 유전자의 발현이 관찰되었으며 이

중 IGF-IA 유전자의 발현이 우세하게 나타났

다. 대조군에서 IGF-I 유전자의 발현이 2 4시

간까지 처음 수준을 유지하다가 점차 약해지는

경향을 나타내었고, 실험군에서는 시간이 지남

에 따라 점차 증가하는 경향을 나타내 었다. 

1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I의 단독 혹은 혼합

투여시 나타나는 DNA 합성능을 측정한 실험

에서는 1일째 실험군 모두에서 대조군보다 미

약한 합성능 증가의 경향을 보였으나 통계학적

인 유의성은 없었고(p>0.01), 3일째 1 7β-

estradiol 투여군과 1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I

동시 투여군에서 대조군보다 유의한 DNA 합

성능 증가의 양상을 관찰하였다. ( p < 0 . 0 0 5 )

1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I의 단독 혹은 혼합

투여시 Type I collagen 유전자 발현 양상을

관찰하기 위한 실험에서는 1 7β-estradiol 투

여군이 대조군보다 증가된 발현 양상을 나타내

었고, IGF-I 첨가군과 두 약제의 동시투여군에

서는 별 차이가 없었다.

1 7β- e s t r a d i o l과 I G F - I의 단독 혹은 혼합
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투여시 osteopontin 유전자 발현 양상을 관찰

하기 위한 실험에서는 대조군과 실험군에서 뚜

렷한 차이가 나타나지 않았다.

이상의 결과를 종합해 볼 때, MC3T3-E1 세

포에 1 7β- e s t r a d i o l을 투여시 IGF-I 유전자의

증가가 나타나는 시점과 DNA 합성능의 증가

가 일어나는 시점이 일치하는 것으로 보아

e s t r o g e n의 작용에 I G F - I의 작용이 관련되는

것으로 여겨지며, 두 약제의 동시 투여시에는

단독 투여시보다 미약하지만 세포 증식을 증가

시키는 효과가 나타났으나, type I collagen이

나 osteopontin 유전자의 발현에는 큰 영향을

미치지 못하는 것으로 보아 세포 분화에 대한

효과는 미미하리라 사료된다.
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- A b s t r a c t -

The Effect of 17β- E s t r a d i o l

on the Gene Expression of

IGF-I and Bone Matrix Pr o-

tein in the Os t e o b l a s t -Li k e

Ce l l

Won-Suk Yang, Jae-Mok Lee, Jo-Young

S u h

Department of Periodontology, School of

Dentistry, Kyungpook National University

The purpose of this study is to evaluate

the expression ofIGF-I, considered as the

mediator of action of estrogen, and IGF-IA

and IGF-IB, alternative slicing form of

IGF-I, using 17β-estradiol in MC3T3-E1

cells. We observed the effect on type I col-

lagen and osteopontin gene expression and

DNA synthetic activity of MC3T3-E1 cells,

added by estrogen, IGF-I and combination

and the interaction on proliferation and dif-

ferentiation of MC3T3-E1 cells.

The results were as follows :

RT-PCR experiment for observing time-

dependant IGF-I gene expression pattern-

showed IGF-IA and IB gene expression in

both of control and test group. 

In these IGF-IA gene expression was

appeared predominantly. In control, IGF-I

geneexpression level was maintained until

24hr and then decreased gradually. In test

group, IGF-I gene expression level

increased as time goes by.

Experiment measuring DNA synthetic

activity, as it is added by 17β- e s t r a d i o l ,

IGF-I and combination, showed that first

day , there was the tendency of more

increase of synthetic activity in all test

group than control but no statical signifi-

cance(P>0.05), and third day, there was

more increase of DNA synthetic activity in

1 7β-estradiol group and combination group

and it was statically significant. (P<0.005)

Experiment for observing type I collagen

gene expression pattern showed more

increase of expression in 17β- e s t r a d i o l

group than control and no significant differ-

ence in IGF-I group and combination group.

Experiment for observing osteopontin

gene expression pattern showed no signifi-

cant difference in control and test group.

In conclusion, 17β-estradiol in MC3T3-

E1 cells increased IGF-I gene and DNA

synthetic activity simultaneously, therefore

it appeared that IGF-I is related to the

action of estrogen. Combination treatment

of IGF-I and 17β-estradiol has effect on

cell proliferation but this effect is lower

than IGF-I or 17β-estradiol alone.

However, combination treatment has not

great effect on type I collagen or osteopon-

tin gene expression thus little effect of cell

d i f f e r e n t i a t i o n .
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