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목적: Bisphosphonate(BPs)는 endogenous pyrophosphates의 유사체로 P a g e t’s dis-

ease, 골다공증, 종양 유발성 골용해와 같은 골격계 질환의 치료에 쓰이고 있으며, 유방암의

골파괴성 전이에 대한 치료제로 사용되어 지고 있다. 골전이의 양상이 골흡수성 및 골생성이

혼합되어 나타나는 전립선암의 전이에서도 치료제의 하나로 이용되고 있다. BPs는 파골세포

성 골흡수가 과하게 일어난 질환에 대해서는 비교적 널리 알려져 있지만, 골종양 세포에 대한

직접적인 효과에 대해서는 아직 밝혀져 있지 않다. 가장 강력한 질소 함유( n i t r o g e n - c o n-

taining) BPs인 Zoledronic acid(ZOL)로서 골육종이 발현된 nude mouse model을 이용

하여 Z O L의 종양 억제능을 생체내실험으로 확인하고자 하였다.   

대상 및 방법: 인간 골육종 세포주로는 M G - 6 3과 HOS 골육종 세포주를 이용하였고, 종양

의 크기 변화를 육안으로 확인하기 위하여 GFP 유전자가 형질 전환된 MG-63-GFP, HOS-

GFP 세포를 6주령된 수컷 마우스 1 0마리에 각각 피하주사하여 종양의 조각이 3×3×3 mm

이 될 때까지 사육한 후, ZOL을 120 ug/kg의 농도로 일주일에 2번 피하에 주사하였다. 종

양의 크기를 일주일에 두 번씩 측정하고, 형광조명을 이용하여 촬영하였다.           

결과: HOS 골육종 세포주를 이용한 생체실험에서 대조군의 종양의 평균 크기는 2 , 5 2 0

m m3이며 ZOL 투여군은 131 mm3로서 9 4 %의 감소를 보이며, MG-63 골육종 세포주를 이

용한 생체실험에서는 대조군의 종양의 평균 크기는 2,866 mm3이며 실험군은 209 mm3로서

7 2 %의 감소를 보였다( P < 0 . 0 5 ) .

결론: Nude mouse를 이용한 생체실험에서 Z O L은 골육종의 세포사멸에 직접적인 영향을

미치며 이것은 앞으로 골육종 치료의 약제중 하나로 선택되어 질수 있다고 판단되며, 종양세

포주에 따라 Z O L의 영향이 다를 수 있으므로 Z O L에 감수성 있는 종양세포를 찾아 적용하는

것이 좋을 것으로 사료된다. 

색인 단어: Zoledronic acid, 골육종, 생체내실험



서 론

골육종은 어린이와 청소년에서 가장 흔히 발생하

는 원발성 악성 골종양으로 전체 악성종양 중 0 . 9 %

를 차지한다1 8 ). 항암 화학 요법은 수술적 치료와 함

께 가장 기본적인 치료방법의 하나로서, 환자의 치

료 및 생존 기간을 연장하는데 필수적인 수단이 되

었다. 그러나 원발성 골종양의 치료와 환자 생존에

있어서 많은 진전에도 불구하고, 특히 전이가 된 환

자와 치료 이후에 종양이 재발한 경우에는 예후가

좋지 않으므로, 이에 대한 노력이 시도되고 있으며,

그중 한 약제로 B i s p h o s p h o n a t e ( B P s )가 대두되고

있다1 , 1 3 ). 

B P s는 파골세포 매개 골 흡수 억제의 가장 중요

한 종류이고, 이것은 P a g e t씨 병, 폐경후 골다공증,

종양 유발성 골용해와 같은 골격계 질환의 치료에

광범위하게 이용되고 있다. 

실험적으로 B P s는 골수종, 유방암, 전립선암에

서 종양 세포 자체의 증식과 생존에 영향을 주어 세

포자멸사를 유도한다고 한다3 , 4 , 6 , 8 , 1 9 . 2 1 ). 더욱이 B P s

치료는 파골세포와 전이성 유방암세포에서, 세포자

멸사에 의해서 유방암의 골전이의 발생과 진행을 억

제하는 것으로 보인다. BPs는 파골세포성 골흡수가

과하게 일어난 질환에 대하여 임상적으로 널리 사용

되어지고 있지만, 원발성 골종양에 대한 효과는 아

직까지 풀리지 않는 과제이다. 또한 골육종 세포에

대한 B P s의 효과는 최근에 알려진 p a m i d r o n a t e

의 종양억제의 역할에도 불구하고 광범위하게 연구

되지 않고 있다. Zolendronic acid(이하 Z O L )는

새로운 세대의 질소 함유 B P s이고, 이것은 임상연

구에서 할 수 있는 이용 가능한 B P s의 골재흡수에

있어서가장 강력한억제물질이다.

골육종은 B P s가 연부조직종양에 비해 높은 농도

로 침투하기 때문에 B P s를 이용한 치료의 좋은 대

상이 된다. 

이에 저자들은 인간 골육종 세포주에서 대표적인

HOS, MG-63 세포주에 대하여 nude mouse에 골

육종세포를 주입하여 Z O L과 약제처리를 하지 않은

대조군과 tumor mass의 성장을 비교하여 Z O L의

종양 억제 효과를확인하고자 하였다. 

연구대상 및 방법

1. 세포주 및 시약

본 실험에서 사용한 골육종 세포는 HOS 와

MG63  계대세포주를 한국세포주은행으로부터 분양

받아 사용하였고 HOS 세포주의 세포배양액은

RPMI medium 1640에 10% fetal bovine

serum (FBS ,U.S.Bio., USA), 0.2% sodium

bicarbonate (Sigma, USA), 1ml 당 50 μg의

gentamicin sulfate(Gibco, USA)을 첨가하여 사

용하고 MG63 세포주의 세포배양액은 E a g l e’s

minimum essential medium (EMEM)에 1 0 %

fetal bovine serum (FBS, U.S.Bio., USA),

0.22% sodium bicarbonate (Sigma, USA),

1ml 당 50 μg의 gentamicin sulfate(Gibco,

U S A )을 첨가하여 5% CO2 배양기에서 배양하였

다. 세포가 자라서 세포단층을 이루면, 이를 유지하

기 위하여 계대배양을 실시하였다.

Zoledronic acid는 조메타 Ⓡ주사( N o v a r t i s

Pharmaceuticals Ltd., Australia)를 사용하였다.

2. 동물실험

1) 세포주의 GFP 유전자 형질 전환

배양 용기에서 20 %정도 자란 MG-63, HOS세

포에 PT67/pLGFP-METSN 또는 p L G F P S N의

s u p e r n a t a n t를 배양액과 1 : 1로 혼합하고 p o l y-

brene 8ug을 첨가하여 1 2시간동안 노출시켰다. 이

후에 새로운 배지로 교환하고 G418 400ug/ml 첨

가하여형질전환된 세포들만을 유지시켰다.

2) 암질환 모델 마우스를 이용한 in vivo에서의 항

암능 검사

Charles river 사에서 공급 받은 6주령 된 수컷

BALB/cAnN/CriBgi-nu/nu 마우스 2 0마리를 사

용하여 실험하였다. GFP 유전자가 형질전환된

MG-63-GFP, HOS-GFP 세포를 피하에 2×1 07개

를 주사하여 종양이 자라도록 하였다. 종양의 조각

이 3×3×3 mm이 될 때까지 사육한 후, ZOL을

120 ug/kg의 농도로 일주일에 2번 피하에 주사하였

다. 마우스의 무게와 종양의 크기는 일주일에 두 번
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측정하였으며 종양의 크기는 digital caliper를 사용

하여 측정하였다. 종양의 부피는 종양의 가로와 세

로의 평균값을 사용하여 4 / 3πr3에 적용하여 계산하였

으며 통계는 The two-tailed, unequal variance

S t u d e n t’s t test(SPSS)를 이용하였다. 종양을 크

기변화를 육안으로 관찰하기 위하여 형광조명을 이

용하여 촬영하였다.

결 과

1. in vivo 마우스 m o d e l을 이용한 Z O L의 종양

억제능 확인

1) 체중 변화에 의거한 ZOL 독성 분석

약제의 독성이 있는 경우 실험 동물의 체중이 감

소하는데, 실험군에 의하면 종양의 무게에 따른 체

중의 상승은 관찰되나. 대조군에서 독성에 따른 무

게의 변화는거의 나타내지 않았다. 이것은 본 실험

에 사용된 약제의 dose(120 ug/kg, 2회/ w e e k ,

s.c. injection)는 거의 독성을 나타내지 않음을 의

미한다. 

2) 종양의 크기 변화

결과에 의하면 HOS 경우 대조군의 종양의 평균

크기는 2,520 mm3이며 실험군은 131 mm3로서

9 4 %의 감소를 보이며, MG-63 경우 대조군의 종양

의 평균 크기는 2,866 mm3이며 실험군은 2 0 9

m m3로서 7 2 %의 감소를 보였다(Table 1). 이 결과

는 Z O L을 약제로 사용한 실험군이 대조군에 비해

종양의 성장이 효과적으로 억제되는 의미한다. 이

결과는 T - t e s t의 통계처리 결과 P < 0 . 0 5으로 유효한

결과를 보여 준다(Fig. 1,2,3).

고 찰

B i s p h o s p h a t e ( B P s )는 탄소원자가 산소의 중심원

자를 대체한 endogenous pyrophophates의 유사

체이고, 골흡수의 강력한 저해인자이며 종양이 유도

한 골용해의 치료에 널리 쓰인다. 역사적으로는 약

3 0년 전에 1세대 B P s인 d i c h l o r o m e t h y l e n e - 1 , 1 -

b i s p h o s - p h o n a t e [ C L O ]와 1 - h y d r o x y e t h y l e n e -

1 , 1 - b i s p h o s p h o n a t e [ E T I ]가 개발되었고, 이후 생체

내의 골흡수 억제능이 발견되면서 R2 side chain에

일차, 이차, 삼차 질소기를 삽입함으로서 약 3 0 0 0 0배

의 강력한 B P s로 발전되었다4 ). 최근에는 직접적으

로 유방암8 , 9 , 1 9 ), 다발성 골수종2 0 , 2 1 ) 종양세포의 분화

와 생존에영향을 미친다고 밝혀졌다.

Evdokiou 등6 )은 골육종 세포주중에서 대표적인

HOS, MG-63 세포주에 대하여 Z O L을 비롯하여

골육종 치료에 기본적으로 사용되는 항암제인 a d r i-

amycin, methotrexate, carboplatin, ifos-

f a m i d e의 단독 또는 Z O L과의 병용투여로 세포독성

효과를 비교분석하였는데, 농도에 따른 세포독성의

효과는 HOS 세포주에서는 2 5 u M이상에서 최대의

효과를 보이고, MG-63 세포주에서는 100uM 농도

에서 최대의 효과를 나타내었다. 이 결과는 Z O L에

대한 감수성이 MG-63 세포주보다 HOS 세포주가

더 높은 것으로 판단된다. 최근 종양의 치료 중 항암
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A. HOS cell line B. MG-63 cell line

Fig. 1. Time-enhancement change of tumor size from mice with implanted HOS, MG63 after injection of 120μg/kg.
The Size of the tumor differs significantly during the experimental period. 



제 선택에 있어 항암제감수성검사를 하여 치료의 효

과를 높이고 있는데, ZOL도 이러한 감수성 검사를

통해 Z O L에 민감한 종양에 임상적으로 투여하는 것

이 효과적이라 사료된다2 ). 
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Table 1. Time-enhancement change of tumor size. 

A. HOS Group

HOS group Control ZOL-treated

#1 3315.23 130.92 
#2 2952.97 137.26 
#3 2144.66 124.79 
#4 1767.15 113.10 
#5 4188.79 150.53 

MEAN 2873.76 131.32 

B. MG-63 Group

MG-63 group Control ZOL-treated

#1 1949.82 229.85 
#2 2438.64 239.04 
#3 4315.71 268.08 
#4 2572.44 143.79 
#5 3053.63 164.64 

MEAN 2866.05 209.08 

T-Test 
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A

B

<UV  light 470 nm> <day light>

<UV  light 470 nm> <day light>

Fig. 2. The photograph of GFP-expressing HOS tumor 4 weeks after subcutaneous injection in nude mice. (A) con-
trol-HOS, (B)ZOL-HOS

A

B

Fig. 3. The photograph of GFP-expressing MG-63 tumor 4 weeks after subcutaneous injection in nude mice. (A) con-
trol-MG-63, (B) ZOL-MG-63

<UV  light 470 nm> <day light>

<UV  light 470 nm> <day light>



표준 항암 화학 요법에 B P s를 부가하여 치료한

유방암 환자에서 골격계 합병증이 감소하는 것을 보

였으며5 , 1 4 ), 세포독성 제제와 병합요법 시 유용하였

다. Stearns 등은 SCID mice를 연구한 최근 논문

에서, 전립선암에서 t a x o l을 a l e n d r o n a t e와 병용

투여한 경우 단독 투여에 비해 효과가 더 있다고 주

장하였다2 2 ). Magnetto 등은 i b a n d r o n a t e와 t a x-

o i d를 병합하여 사용한 경우 인간 유방암 세포의

뼈에 대한 유착과침습을 저지한다고 보고 하였다1 6 ). 

임상적으로 널리 골육종 치료에 쓰이고 있는 항암

제인 adriamycin, methotrexate, carbaplatin,

ifosfamide 등과 같은 항암화학 요법제제를 병용

투여하는 것이 골육종 세포주에서 Z O L의 세포독성

효과를 높이는가를 평가한 연구에 따르면6 ), 결과적

으로 적어도 in vitro 실험에서 표준 항암 화학 요

법과 Z O L의 병용투여는 각각의 항암제와 Z O L과의

병용 약물의 세포독성은 각각의 약제의 효과를 나타

낼 뿐 병용에 따른 상승효과는 관찰되지 않았다. 이

러한 결과는 유방암에서 Z O L과 t a x o l의 상승작용를

주장한 Jadgev 등의 보고와는 대조적이다1 2 ). 그러

나 앞으로 in vivo 실험에서도 Z O L과 다른 항암제

와의 상승효과를 비교하는 연구가 필요할 것으로 사

료된다.

Evdokiou 등6 )은 인간 골육종세포에서 Z O L이 세

포 생존능을 감소시킨 연구에서 Z O L의 효과는 즉시

나타나지 않고 4 8 ~ 7 2시간 후에 나타났다고 보고하

였다. 이것은 예전의 발표된 연구에서 보였던 파골

세포나 다른 암세포에 있어 B P s의 지연성 효과와

유사하다1 0 , 1 1 ). 지연성 기간이란, ZOL의 경우, BPs

에 의해 새로이 합성된 단백질의 p r e n y l a t i o n을 저

해하기 전에, 세포내 이미 발현된 prenylated pro-

t e i n의 전환에 필요한 시간을의미한다1 7 ). 

HOS, MG-63 세포주에서 Z O L의 증식저해효과

는 S - p h a s e에 억제되어 있는 세포들의 비율을 증가

시킴으로서 세포주기의 진행을 저해하는 결과이다.

이는 세포주기진행의 방해를 포함한 Z O L의 세포증

식에 대한 영향을 끼치는 기전은 주로 S - p h a s e억류

와 세포자멸사의 유도 때문이라고 판단된다. 

이전의 다른 연구보고들에 따르면4 , 9 , 2 0 ) 다른 세포주

의 경우 BPs 유발 세포자멸사가 caspase cascade

의 활성화를 유발한다는 결과가 보고 되었고, 이는

Z O L의 세포자멸사 기전으로 caspase-3 cascade를

이용하는 것이 아니라, ZOL의 세포자멸사 효과로 인

한 이차적인 c a s p a s e - 3의 활성도의 증가로 판단된다. 

B P s는 활동성기전에 근거하여 두개의 약리학적인

부류로 나뉠 수 있다3 ). chlodronate와 e t i d r o n a te

와 같은 질소불포함 B P s가 있고, 이것은 A T P의 세

포독성 유사물로 세포에서 대사되어 파골세포의 활

동을 억제한다7 ). 이와 반대로 pamidronate, iban-

dronate, alendronate, zoledronate와 같은 질소

함유 B P s는 R a s와 R h o와 같은 small GTP-bind-

ing protein(GTPase)의 i s o p r e n y l a t i o n을 방해하

고 mevalonate pathway의 e n z y m e을 억제함으

로써 파골세포의 세포자멸사를 유도 한다1 5 ). 이 경로

는 특히 f a r n e s y l - p y r o p h o s p h a t e s과 g e r a n y l -

p y r o p h o s p h a t e s인 콜레스테롤과 isoprenoid lipid

의 생산에 생합성적인 경로에 관계하며, Ras, Rho,

Rac 그리고 R a b와 같은 작은 G T P a s e의 t r a n s l a-

tion 후 p r e n y l a t i o n에 필요하다. 이런 작은

G T P a s e들은 세포부착, 세포골격 조립, 세포간의

신호전달, 그리고 세포자멸사 등을 포함한 다양한

세포 활동들을 조절하는 아주 중요한 신호전달 단백

질이다2 3 ). 게다가 B P s가 대식세포에서 p r o t e i n

p r e n y l a t i o n을 방해하는 능력과 뼈 재흡수를 막는

능력과의 명확한 관계가 있음을 발견하였고, 골육종

세포의 분화에 있어 Z O L의 효과는 주로 m e v a l-

onate 경로의 억제에 의한 것과 관련이 있다는 것을

나타내었다6 ). 

nude mouse를 이용한 동물 실험에서 Z O L이 종

양의 종괴의 크기를 줄이는 것은, 이전 유방암에서

실험한 보고가 있었으나, 골육종에서는 보고가 없었

다. 골육종의 종괴가 대조군에 비하여 현격히 줄어

드는 동물실험을 한 것은 본 연구가 처음 보고하는

것이다. 앞으로 동물 실험을 통해 여러 종류의 종양

세포주를 이용한 실험과 항암제 병용 투여에 대한

실험과 Z O L의 감수성 있는 골육종의 확인 등을 통

해 Z O L의 임상적 이용을 위한 연구가 필요하리라

사료된다.  

결 론

Z O L은 in vivo 실험에서도 골육종의 분화와 생

존에 직접적인 영향을 미치며, 이것은 앞으로 골육

종 치료의 약제로 선택될 수 있다고 판단되며, ZOL
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에 감수성 있는 종양세포을 찾아 적용하는 것이 좋

을 것으로사료된다.
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Tumor Suppressive Effect of Zoledronic Acid on 
Human Osteosarcoma Cells in Vivo 

Jae-Do Kim, M.D., Tae-Hyuck Seo, M.D*., Dong-Won Lee, M.D., 
Young-Ho Kwon, M.D., Jae-Ho Jang, M.D, Young-Goo Lee, M.D.

Department of Orthopaedic Surgery, Kosin University, Busan, Korea 
Gim-hae Hyundai Hospital*, Gimhae, Gyeongnam, Korea

Purpose: Bisphosphonates (BPs) are the analogues of endogenous pyrophosphates: they have
been used in the treatment of skeletal diseases such as Paget’s disease, osteoporosis, and tumor-
inducing ostelysis, and are used in treatment of osteolytic metastasis of breast cancer recently.
They are also used as one of the therapeutic agents for metastasis of prostatic cancer of which
metastasis makes the mixed nature of osteolysis and ostegenesis. Although the action mecha-
nism of BPs are well known for diseases with excessive osteoclastic bone resorption, the direct
effect of BPs has not been known yet. This study was intended to see the tumor suppression
capability of Zoledronic acid(ZOL) using nude mouse with osteosarcoma. 

Materials and Methods: MG-63 and HOS osteosarcoma cell lines were used and the trans-
foremed MG-63-GFP and HOS-GFP cells, which were made for detection under fluorescent
light, were subcutaneously injected to make osteosarcoma. The five 6-week male mice were
used for the experiment at each group. After the injection, mice were cultivated until tumor
pieces grow up to 3×3×3 mm3 and ZOL of 120 ug/kg was subcutaneously injected twice a
week. Sizes of tumor were measured twice a week and photographed under fluorescent light.               

R e s u l t s: In in vivo test with HOS osteosarcoma cell lines, mean size of tumors was 2,520
mm3 in control group and was 131 mm3 in ZOL group ,which showed 94% of reduction compar-
ing with the control ; with MG-63 osteosarcoma cell lines, mean size of tumors was 2,866 mm3

in control group and was 209 mm3 in test group with 72% of reduction (p<0.05).  
C o n c l u s i o n: In in vivo tests with nude mice, we suggest that ZOL has direct effect on

osteosarcoma cells and it would be used as one of the therapeutic agents for osteosarcoma, espe-
cially to ZOL-sensitive osteosarcoma cells.       

Key Words: Zoledronic acid, Osteosarcoma, Nude mouse.
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