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In the process of bone remodeling, mineral phase of bone

is dissolved by osteoclasts, resulting in elevation of calcium

concentration in micro-environment. This study was per-

formed to explore the effect of high extracellular calcium

(Ca
2+

e) on mineralized nodule formation and on the expression

of progressive ankylosis (Ank), plasma cell membrane

glycoprotein-1 (PC-1) and osteopontin by primary cultured

mouse calvarial cells. Osteoblastic differentiation and mine-

ralized nodule formation was induced by culture of mouse

calvarial cells in osteoblast differentiation medium containing

ascorbic acid and β-glycerophosphate. Although Ank, PC-1

and osteopontin are well known inhibitors of mineralization,

expression of these genes were induced at the later stage of

osteoblast differentiation during when expression of osteo-

calcin, a late marker gene of osteoblast differentiation, was

induced and mineralization was actively progressing. High

Ca
2+

e (10 mM) treatment highly enhanced mRNA expression

of Ank, PC-1 and osteopontin in the late stage of osteoblast

differentiation but not in the early stage. Inhibition of p44/42

MAPK activation but not that of protein kinase C suppre-

ssed high Ca
2+

e-induced expression of Ank, PC-1 and

osteopontin. When high Ca
2+

e (5 mM or 10 mM) was present

in culture medium during when mineral deposition was

actively progressing, matrix calcifiation was significantly

increased by high Ca
2+

e. This stimulatory effect was abolished

by pyrophosphate (5 mM) or levamisole (0.1-0.5 mM), an

alkaline phosphatase inhibitor. In addition, probenecid (2mM),

an inhibitor of Ank, suppressed matrix calcification in both

control and high Ca
2+

e-treated group, suggesting the possible

role of Ank in matrix calcification by osteoblasts. Taken

together, these results showed that high Ca
2+

e stimulates

expression of Ank, PC-1 and osteopontin as well as matrix

calcification in late differentiation stage of osteoblasts and

that p44/42 MAPK activation is involved in high Ca
2+

e-

induced expression of Ank, PC-1 and osteopontin.
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서  론

세포외 칼슘은 세포 성장, 분화, 이동 등 다양한 세포

활성에 영향을 미치므로 혈중 칼슘농도는 항상 아주 좁은

범위 내로 유지되도록 정교한 조절을 받는다(Brown과

MacLeod, 2001). 그러나 골조직의 경우 골 개조 과정 중

파골세포에 의한 골 흡수를 통해 칼슘이온이 유리되므로

혈중 칼슘 농도보다 세포외 칼슘농도가 상당히 높은 미세

환경이 만들어지며(Silver 등, 1988), 고농도 세포외 칼슘이

골조직을 구성하는 여러 세포의 분화 및 활성을 조절한다

는 것이 잘 알려져 있다(Dvorak과 Riccardi, 2004). 특히

조골세포의 경우 고농도 세포외 칼슘에 의한 세포 이동 및

증식 촉진 효과가 잘 알려져 있으며, 고농도 세포외 칼슘

이 조골세포의 분화를 촉진한다는 보고도 있었다(Godwin

과 Soltoff, 1997; Yamaguchi 등, 2000; Dvorak 등, 2004;

Yamauchi 등, 2005). 본 연구진은 고농도 세포외 칼슘이

조골세포에서 RANKL의 발현을 증가시켜 파골세포 분화

를 촉진함을 관찰하였으며, 파골세포 분화 촉진과 관련하

여 고농도 세포외 칼슘이 조골세포 및 파골세포의 유전자

발현에 미치는 영향을 관찰하고자 oligo chip 분석을 진행

한 결과 조골세포 분화와 관련된 것으로 알려진 여러 유전

자의 발현이 고농도 칼슘에 의해 조절되고 있음을 보고한

바 있다(Kim 등, 2003, 2006). 이의 후속 연구에서 생쥐 두

개골에서 얻어진 세포를 이용한 oligo chip 분석 결과, 고
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농도 세포외 칼슘에 의해 발현이 크게 증가된 유전자들 중

에는 hydroxyapatite 결정 생성 및 성장의 억제에 관련된

것으로 알려진 progressive ankylosis (Ank), plasma cell

membrane glycoprotein-1 (PC-1), osteopontin (OPN)이 포

함되어 있었다.

Pyrophosphate는 hydroxyapatite 결정의 성장을 저해하

는 대표적인 억제인자이며, 이러한 pyrophosphate의 생성

또는 제거에 영향을 미치는 유전자 중 Ank, PC-1, tissue

nonspecific alkaline phosphatse (ALP)가 잘 알려져 있다

(Harmey 등, 2004; Addison 등, 2007). Ank는 세포막

단백질로 세포 내에서 세포 외부로 pyrophosphate를 수

송하는 음이온 수용체로 작용하며, 연골, 골조직과 더불

어 다양한 연조직에서도 발현이 관찰된다(Ho 등, 2000).

Ank 유전자의 돌연변이로 그 기능이 결핍된 ank/ank 생

쥐에서는 세포외 pyrophosphate 농도가 감소하여 정상적

으로 석회화가 일어나지 않는 관절, 인대 등의 조직에 병

적 석회화가 심하게 진행된다(Hakim 등, 1994; Ho 등,

2000). PC-1은 ectonucleotide pyrophosphatase/phospho-

diesterase 1이라고도 불리는 효소로, ATP 같은 nucleotide

를 기질로 사용하여 pyrophosphate를 생산하며 그로 인해

세포 내외의 pyrophosphate 농도를 높여주는 기능을 한다

(Johnson 등, 1999a). PC-1은 정상적 석회화가 진행되는 조

직에서 기질소포(matrix vesicle)에도 존재하며, Ank와 유사

하게 골조직, 연골 등 다양한 조직에서 발현되고, 병적 석

회화 진행을 억제하는 기능을 가지는 것으로 알려져 있다

(Okawa 등, 1998; Johnson 등, 1999b). PC-1 유전자 발현을

없애준 생쥐나 PC-1 유전자의 돌연변이로 기능을 상실한

ttw/ttw 생쥐의 경우 ank/ank 생쥐와 거의 유사한 병적 석회

화가 관절, 인대 등 여러 부위에서 관찰된다(Okawa 등, 1998;

Anderson 등, 2005). 또한 사람에서도 idiopathic infantile

arterial calcification이 PC-1의 기능 결핍과 관련된 것으로

보고되었다(Rutsch 등, 2001, 2003). ALP는 pyrophosphate

를 inorganic phosphate로 전환할 수 있으며, ALP가 결핍되

면 체내 pyrophosphate 농도가 높아지고 골연화증을 가져오

는 것으로 알려졌다(Whyte, 1994; Fedde 등, 1999). ALP가

결핍된 생쥐에 Ank 또는 PC-1의 발현을 동시에 억제하면

골연화증이 상당부분 개선되고 관절, 인대 등의 병적 석회

화도 많이 완화됨이 관찰되어, 이들 유전자가 석회화결절

형성에 필요한 inorganic phosphate와 결정형성 저해제인

pyrophosphate간 균형을 조절하여 특정 조직의 석회화 진행

여부를 조절할 것으로 여겨지고 있다(Hessle 등, 2002;

Harmey 등, 2004). OPN은 골조직을 포함한 여러 조직에서

광범위하게 발현되는 세포외 기질 단백질로 pyrophosphate

와 유사하게 hydroxyapatite 결정 성장을 저해하여 병적 석

회화 억제에 관여할 것으로 알려졌으며, 또한 Ank나 PC-1

에 의해 pyrophosphate 농도가 높아지면 OPN 발현이 증가

되고 이를 통해 병적 석회화 억제작용이 나타난다는 보고

도 있었다(Hunter 등, 1994; Jono 등, 2000; Johnson 등,

2003; Harmey 등, 2006; Addison 등, 2007).

이러한 선행 연구 결과를 고려해 볼 때, 고농도 세포외

칼슘이 Ank, PC-1, OPN 발현을 증가시킨다는 oligo chip

분석 결과는, 고농도 세포외 칼슘이 조골세포 분화와 석

회화결절 형성을 촉진시킨다는 기존의 보고와는 일견 서

로 일치하지 않는 것으로 생각되었다. 따라서 본 연구에

서는 생쥐 두개골에서 얻어진 일차 배양 세포를 이용하여

조골세포 분화를 유도하고 그 과정 중 Ank, PC-1, OPN

유전자의 발현이 어떻게 변화하는지 살펴보고, 고농도 세

포외 칼슘이 조골세포에 의한 석회화 결절 형성에 미치는

영향 및 그 과정에서 이들 유전자의 발현에 미치는 영향

을 확인하고자 하였다.

실험 재료 및 방법

생쥐 두개골 세포의 분리 및 배양

생후 1일된 ICR 생쥐(샘타코, 오산)의 전두골 및 두정

골을 분리하고, 0.1% collagenase, 0.05% trypsin, 0.5 mM

EDTA가 포함된 효소용액으로 10분씩 3번 처리하여 분

리된 세포는 버리고, 그 후 20분씩 3번 처리하여 얻은

세포를 모두 모아서 사용하였다. 이 세포의 증식을 위해

10% fetal bovine serum (FBS, Gibco BRL, Grand Island,

NY, USA), 100U/ml penicillin 및 100µg/ml streptomycin

을 섞은 Dulbecco’s modified Eagles medium (DMEM,

Gibco BRL)에서 배양하였다. 이차 계대 배양한 세포를 이

용하여 실험을 진행하였으며, 조골세포 분화를 유도하기

위해 세포가 배양접시에 가득 차면 조골세포 분화배지로

교체하였다. 분화배지의 조성은 기존에 잘 알려진 10%

FBS, 10 mM β-glycerophosphate, 50 µg/ml ascorbic acid

를 포함한 α-minimum essential medium (α-MEM, Cambrex,

Walkersville, MD, USA)이며, 여기에 본 연구진의 선행

연구에서 생쥐 두개골 세포의 분화 및 석회화결절 형성

을 크게 촉진하는 것으로 밝혀진 20 mM N-acetyl-L-

cysteine (SIGMA, Steinheim, Germany)을 추가하여 사

용하였다(Jun 등, 2008). 필요한 경우 분화배지에서 10 mM

β-glycerophosphate 대신 10mM sodium phosphate (Na2HPO4

와 NaH2PO4의 4 : 1 혼합물)를 사용하기도 하였다.

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-

PCR) 분석

두개골 세포를 60 mm 배양접시에 4×10
4
cells/cm

2
 밀

도로 분주한 후, 세포가 가득 차면 조골세포 분화배지로

교체하여 명시된 기간동안 배양하였다. 배양이 끝난 후

easy-BLUE
TM
 RNA Extraction Reagent (Intron Biotechnology,

서울)를 이용하여 total RNA를 분리하고, AccuPower RT

PreMix (Bioneer, 대전)를 이용하여 cDNA를 합성한 후

TaKaRa Taq  polymerase (TaKaRa, 일본)를 이용하여 PCR
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을 시행하였다. RT-PCR을 시행한 유전자는 Ank, PC-1,

OPN, ALP, type I collagen (Col1a1), osteocalcin (OCN),

bone sialoprotein(BSP), Pit-1이며, 이들 유전자의 PCR에

사용한 primer 서열은 Table 1과 같다. PCR 산물 10 µl를

1.2% agarose gel에서 전기영동 한 후 ethidium bromide로

염색하여 확인하였다.

von Kossa 염색

석회화 결절의 형성을 확인하기 위해 von Kossa 염색

을 시행하였다. 두개골 세포를 4 well 접시에 2×10
5
cells/

well의 밀도로 분주하고 증식배지에서 2일간 배양하였다.

이후 조골세포 분화배지로 교체하여 배양하면서 매 2일

마다 새로운 배양액으로 교체하였다. 배양기간 중 계속

현미경으로 관찰하여 다층으로 자라난 세포 결절이 충분

히 만들어지는 시기를 확인하고, 배양 전체 기간, 또는

세포 결절은 충분히 만들어졌지만 아직 석회화가 관찰되

지 않는 시점까지의 조골세포 배양 초기, 또는 이미 만

들어진 세포 결절에 석회화가 활발히 진행되는 배양 후

기로 각각 실험군을 나누어 고농도 세포외 칼슘을 처리

하였다. 배양이 끝난 뒤 세포를 phosphate buffered

saline(PBS)으로 세척하고 10% neutral buffered formalin

에서 30분간 고정하고, 5% silver nitrate 용액에서 15분

간 염색을 시행한 후 증류수로 세척하고 관찰하였다.

조골세포의 분화가 정상적으로 진행되기 위해서는 제1

형 교원섬유 기질의 침착이 필요하고, ascorbic acid는 이

과정의 필수요소이다(Stein 등, 1996). 따라서 조골세포

분화가 유도되지 않는 상태에서 고농도 세포외 칼슘에

의한 석회화가 진행되는지 확인하기 위해, 세포 배지에서

ascorbic acid를 제거하고(10% FBS, 10 mM β-glycero-

phosphate, 20 mM N-acetyl-L-cysteine이 함유된 DMEM)

10일간 배양하면서 고농도 칼슘을 처리하고 von Kossa

염색을 시행하였다.

석회화 기질 내 칼슘 정량

두개골 세포를 48 well 접시에 5×10
4
cells/well의 밀도로

분주하고, von Kossa 염색에서 기술한 바와 같이 석회화

를 유도한 후, 배양 10일째 세포를 칼슘과 마그네슘이 함

유되지 않은 PBS로 세척하고 0.5 N HCl을 24시간 처리

하여 석회화 기질의 탈회를 유도하였다. 이 시료를 CALCIUM

assay kit(SIGMA-DIAGNOSTICS, St. Louis, MO, USA)

를 이용하여 반응시킨 후 575 nm에서 흡광도를 측정하여

칼슘을 정량하였다.

ALP 염색 

von Kossa 염색에서와 같이 조골세포 분화를 유도하고,

세포결절은 뚜렷이 관찰되지만 아직 석회화는 관찰되지 않

는 시점에 고농도 세포외 칼슘을 48시간 처리한 후 Alkaline

Phosphatase histochemical staining kit (SIGMA-DIAG-

NOSTICS)를 이용하여 ALP 염색을 시행하였다.

세포사(apoptosis) 분석

생쥐 두개골 세포를 24-well 접시에 2×10
5
 cells/well

의 밀도로 분주한 후, 다음날 고농도 칼슘을 첨가하거나

첨가하지 않고 세포 증식배지에서 2일간 배양하였다. 세

포사가 진행된 세포를 분석하기 위해 TACS Annexin V-

FITC Apoptosis Detection kit (R&D systems, Minneapolis,

MN, USA)를 이용하여 annexin V를 염색한 후 annexin

V 양성인 세포의 분획을 FACS Calibur (Beckton-Dickinson,

San Diego, CA, USA)를 이용하여 분석하였다.

Pyrophosphate 정량

배양액내 pyrophosphate 양을 측정하기 위해, von Kossa

염색에서와 같이 세포를 준비하고 세포결절 형성을 유도

하였다. 세포 결절이 충분히 형성되었을 때 고농도 칼슘

을 첨가하거나 첨가하지 않고 4일간 배양한 후 배양액을

모아 실험에 사용하였다. Pyrophosphate의 정량은 1.0 mM

pyrophosphate tetrasodium salt를 표준용액으로 사용하고

reconstituted pyrophosphate reagent (SIGMA)에 시료를

희석하여 반응시킨 후 340 nm에서 흡광도를 측정하여 정

량하였다.

저해제의 사용

고농도 칼슘에 의한 유전자 발현 변화에 관련된 세포

신호전달 과정을 확인하기 위해, 위에서 기술한 바와 같

이 세포결절 형성을 유도한 후, 고농도 칼슘 처리 30분

Table 1. Sequences of PCR primers and the expected size of PCR
products.

Genes
(product size)

Primer Sequences

Ank
(356 bps)

 F : 5'-CAAGAGAGACAGGGCCAAA-3'
 R : 5'-ACAGAGACAGGATGGGGAT-3'

PC-1
(698 bps)

 F : 5'-CGGATTCTACTGAAGCAGCA-3'
 R : 5'-ATGAGTTCCACGTCTGTGAC-3' 

OPN
(481 bps)

 F : 5'-CGATGATGATGACGATGGA-3'
 R : 5'-GGCTTTGGAACTTGCTTGA-3'

ALP 
(439 bps)

 F : 5'-AGGCAGGATTGACCACGG-3'
 R : 5'-TGTAGTTCTGCTCATGGA-3'

Runx2
(289 bps)

 F : 5'-CCGCACGACAACCGCACCAT-3'
 R : 5'-CGCTCCGGCCCACAAATCTC-3'

Col1a1
(351 bps)

 F : 5'-GAAGTCAGCTGCATACAC-3'
 R : 5'-AGGAAGTCCAGGCTGTCC-3'

OCN
(611 bps)

 F : 5'-CCTGAAGGTCTCACAATCTGC-3'
 R : 5'-CACAAGCAGGGTTAAGCTCAC-3'

BSP
(375 bps)

 F : 5'-GTCAACGGCACCAGCACCAA-3'
 R : 5'-GTAGCTGTATTCGTCCTCAT-3'

Pit-1
(333 bps)

 F : 5'-GTGGGATGTGCAGTTTTCTGT-3'
 R : 5'-GGTGCTGTCTATGCTGGTCTC-3'

GAPDH
(572 bps) 

 F : 5'-TCACCATCTTCCAGGAGCG-3'
 R : 5'-CTGCTTACCACCTTCTTGA-3' 
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전부터 MEK1/2 저해제인 U0126(20µM, Promega, Madison,

WI, USA) 또는 protein kinase C (PKC) 저해제인 GF-

109230X (1µM, Cell Signaling, Beverly, MA, USA)를 첨

가하여 배양하였다. 48시간 후 total RNA를 분리하여

RT-PCR로 유전자 발현변화를 관찰하였다.

또한 기질 석회화에 미치는 영향을 관찰하기 위해 세포

결절 형성을 유도하고, 고농도 칼슘을 처리하기 30분 전

부터 10mM pyrophosphate (SIGMA), 0.1-0.5mM levamisole

(ALP 저해제, SIGMA), 또는 2 mM probenecid (Ank 저

해제, SIGMA)를 첨가하여 3일간 배양 후 von Kossa 염

색을 시행하였다.

실험 결과 및 고찰

골 개조 과정 중 골 형성은 파골세포에 의한 골흡수가

이루어진 부위로 조골세포 전구세포가 이동하고 조골세

포로의 분화과정을 거치면서 골기질 침착 및 석회화의

진행을 통해 이루어진다. 파골세포에 의한 골 흡수 결과

국소적 미세 환경에서 혈액 내 농도보다 상당히 높은 칼

슘농도가 형성되므로 이러한 고농도 칼슘은 조골세포에

의한 골 형성과정에 영향을 미칠 가능성이 높다. 고농도

칼슘에 의한 조골세포 이동, 증식, 분화 촉진효과를 기술

한 이전의 보고들은 이러한 가능성을 지지하는 것으로

생각된다(Dvorak과 Riccardi, 2004). 세포외 칼슘뿐 아니

라 inorganic phosphate도 hydroxyapatite의 중요 구성성

분이므로 석회화 과정에 영향을 미칠 가능성이 있으며,

배양액내 inorganic phosphate 농도를 높여주는 것이

hydroxyapatite 결정 생성에 필수적임이 잘 알려져 있다

(Bellows 등, 1991, 1992). 이러한 inorganic phosphate의

효과는 hydroxyapatite 결정 생성에 직접 사용되는 구성

요소로서의 역할 뿐 아니라, inorganic phosphate가 조골

세포 내부로 들어가 유전자 발현조절을 통해 간접적으로

도 석회화 결절형성을 조절하는 것으로 알려져 있다(Beck,

2003; Beck 등, 2003). 고농도 세포외 칼슘이 조골세포의

ALP 발현을 증가시키고 석회화결절 생성을 증가시킨다는

보고는 있었지만, pyrophosphate와 phosphate간 균형 조

절에 관여하는 다른 유전자의 발현에 미치는 영향에 대해

서는 알려지지 않았다. 또한 조골세포에서 Ank과 PC-1이

발현됨은 잘 알려져 있지만, 생쥐 일차배양세포의 조골세

포 분화과정에 따른 이들 유전자의 발현 변화에 대해서는

확실히 규명되어 있지 않아 본 연구를 수행하였다.

생쥐 두개골 세포를 조골세포 분화배지에서 배양하면,

매번 얻어진 세포의 상태에 따라 석회화 결절이 관찰되

는 기간에 차이가 있으나, 대략 5-8일 정도 배양하면 다

층으로 자라난 세포 및 그에 의해 분비된 세포외 기질로

구성된 뚜렷한 세포결절이 관찰된다. 또한 대략 7-9일 정

도 배양하면 이러한 세포결절 부위에서 석회화가 관찰되

기 시작하며, 배양을 지속하면 석회화가 증가, 유지되다가

14-16일 정도가 되면 급격한 세포사의 진행이 관찰되면서

배양접시에서 세포 및 석회화결절의 탈락이 일어난다. 이

러한 세포사의 진행은, 흰쥐 조골세포를 이용한 기존의

보고와 유사하며, 체내의 골 형성 과정에서 골기질 침착

에 관여하는 조골세포의 일부만이 골세포(osteocyte)나 골

이장세포(bone lining cell)로 전환되고 나머지는 세포사

가 진행되는 현상과 일치한다(Lynch 등, 1998). 이러한

분화조건에서, 분화진행에 따른 유전자 발현 변화를 알아

보고자 0, 2, 4, 6, 11일 째 total RNA를 분리하여 RT-PCR

을 수행하였다(Fig. 1). 잘 알려진 바와 같이 ALP, Col1a1

의 발현은 분화 초기부터 발현 증가가 관찰되기 시작하

였으며, 조골세포 분화 후기 표지인 BSP와 OCN의 발현

도 배양기간 후반에 발현 증가가 관찰되었다. Ank, PC-1,

OPN의 발현도 OCN 발현과 유사하게 6일째부터 발현이

관찰되었으며, 11일에는 그 양이 더 증가하였다. OPN이

조골세포 분화 후기에 발현이 증가하는 것은 기존의 보

고와 일치하며, 생체 내에서도 골조직 구성세포 중 골세포

에서 OPN의 발현이 높게 관찰되는 것으로 알려져 있다

(Zhu 등, 2001; Aubin과 Liu, 1996; Stein 등, 1996).

Ank의 발현 양상은, MC3T3-E1 세포의 분화가 진행됨

에 따라 Ank mRNA 발현이 증가한다는 기존의 보고와

유사하였다(Hatch 등, 2005). PC-1의 경우, 본 연구 결과

는 MC3T3-E1 세포나 생쥐 두개골 세포에서 모두 PC-1이

항상 일정하게 발현된다고 한 Johnson 등(2000)의 보고

와는 달랐지만, MC3T3-E1 세포를 이용한 조골세포 분화

유도 시 PC-1 mRNA 및 단백질의 발현이 분화 후기에

증가한다는 Johnson 등(1999b)의 보고나 생쥐 두개골 조

골세포의 분화과정에서 분화후기에 PC-1 mRNA 발현이

증가하고 배양액내 pyrophosphate양도 증가한다는 Harmey

Fig. 1. Gene expression patterns during osteoblast differentiation.
Mouse calvarial cells were cultured in osteoblast differentiation
medium as described in Materials and Methods for the period indi-
cated. Then total RNAs were isolated and gene expression level
was examined by semiquantitative RT-PCR.
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등(2004)의 보고와는 일치하였다. 이러한 결과는 정상적인

조골세포의 분화과정 중 특히 세포외 기질에 석회화가 진

행되는 시기와 비슷한 시기에 pyrophosphate 생산 및 분

비를 증가시키거나 또는 hydroxyapatite 결정에 결합하여

더 이상의 결정 성장을 억제하는 Ank, PC-1, OPN의 발

현이 증가함을 보여주었다.

기존의 oligo chip 분석 결과를 확인하기 위해 조골세포

분화배지에 고농도 세포외 칼슘(10 mM)을 처리하고 유전

자 발현을 확인하였다. Ank, PC-1, OPN의 발현이 조골

세포 분화 후기에 주로 관찰되었으므로 조골세포 분화배

지에서 10일간 배양한 조건에서 그 효과를 확인하였다.

10일간 계속 고농도 칼슘을 처리한 경우 Ank, PC-1, OPN

의 발현이 대조군에 비해 크게 증가하였다(Fig. 2A). 또

한 석회화 결절형성이 활발히 진행되었던 시기(9-10일째)

동안만 고농도 칼슘을 처리한 세포에서는 분화 전체 기간

고농도 세포외 칼슘을 처리한 경우보다 이들 유전자의 발

현이 더 높게 나타났다. 배양 후기에 고농도 칼슘이 배양

액에 존재한 이들 두 실험군에서 조골세포 후기 분화 표

지인 OCN과 BSP의 발현은 대조군과 유사했지만, 조골

세포 초기 분화 표지인 ALP와 Col1a1 유전자의 발현은

대조군에 비해 뚜렷하게 감소되었다. 그러나 석회화결절

이 관찰되지 않은 8일까지만 고농도 칼슘을 처리하고 그

이후에는 정상 배지에서 키운 세포에서는 조사한 모든

유전자의 발현 수준이 대조군과 별다른 차이를 보이지

않았다. Ank, PC-1, OPN이 조골세포 분화 후기에 관찰

되었기 때문에, 고농도 칼슘에 의한 Ank, PC-1, OPN

발현 증가가 조골세포 분화정도와 무관하게 고농도 칼슘

에 처리에 의해서도 유도되는지 확인하고자, 두개골 세포

를 분화배지에서 48시간 배양하면서 고농도 칼슘의 효과

를 관찰하였다(Fig. 2B). 조골세포 후기 분화가 진행되지

않은 이런 세포에서는 고농도 칼슘에 의한 Ank, PC-1,

OPN 발현증가가 나타나지 않았으며 ALP와 Col1a1의 발

현에도 별다른 영향을 미치지 않았다. 결과는 보이지 않

았지만, 분화배지에서 ascorbic acid를 제거하고 10일 동

안 고농도 칼슘을 처리한 경우에도 Ank, PC-1, OPN 유

전자 발현 증가는 관찰되지 않았다. 이러한 결과는 Ank,

PC-1, OPN의 발현이 조골세포 분화정도와 밀접히 연관되

어 있으며, 고농도 세포외 칼슘이 단독으로 이들 유전자 발

현을 조절하지는 못하는 것을 시사하였다. 기존의 연구에서

fibroblast growth factor 2(FGF2)가 MC3T3-E1 세포에서

PC-1과 Ank 발현을 증가시킴이 보고된 바 있으나, 고농도

세포외 칼슘과는 달리 FGF2에 의한 효과는 주로 미분화된

상태에서 나타났으며 또한 FGF2가 미분화된 세포 및 조골

세포 분화가 유도된 상태에서 모두 ALP 발현을 억제하여

결과적으로 석회화결절 형성을 억제하는 것으로 보고되었다

(Hatch 등, 2005). 이러한 보고는 인위적인 유전자 과발현이

아니어도 국소성장인자에 의해 생리적으로 유도될 수 있는

PC-1, Ank 발현증가가 조골세포 석회화 억제에 직접 연관

이 있을 수 있음을 시사하였기에 고농도 세포외 칼슘이 석

회화에 미치는 효과를 확인할 필요가 있었다.

기존에 고농도 세포외 칼슘이 조골세포 분화를 촉진하

고 석회화결절 형성을 증가시킨다는 보고에서는 MC3T3-

E1 세포나 흰쥐 두개골 일차배양 세포를 사용하였고, 또

칼슘 농도도 이 연구에서 사용되는 농도보다 더 낮은 농

도를 사용하였기 때문에, 이 연구에서 사용되는 배양 조

건에서 석회화결절에 미치는 영향을 확인하였다. 세포 분

Fig. 2. Presence of high Ca
2+

e during the late period of osteoblast differentiation stimulated expression of Ank, PC-1 and OPN. (A) Mouse cal-
varial cells were cultured in osteoblast differentiation medium for 10 days. In this culture condition, calcification of cellular nodules was not
observed at day 8. High Ca

2+

e (10 mM) was treated for early period (1-8 days), for late period (9-10 days), or for the entire culture period (1-10
days). Gene expression was examined by RT-PCR. (B) Mouse calvarial cells were cultured with osteoblast differentiation medium for 2 days
in the presence or the absence of high Ca

2+

e (5 or 10 mM) and gene expression was examined by RT-PCR.
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화 상태를 현미경으로 계속 관찰하면서 세포 결절이 뚜

렷하게 관찰되지만 석회화가 관찰되지 않은 시기를 기준

으로 고농도 세포외 칼슘 처리시기를 구분하였다(Fig. 3A).

von Kossa 염색 및 칼슘정량을 시행한 결과 석회화가 관

찰되기 이전까지만 고농도 칼슘을 처리한 경우에는 대조군

과 비교하여 석회화 결절 형성에 큰 차이가 없었지만, 석

회화가 진행되는 동안 고농도 칼슘을 처리한 경우에는 석

회화 정도가 대조군에 비해 유의하게 증가하였다(Fig. 3A).

분화 전체 기간 동안 고농도 칼슘을 처리한 경우에도 대

조군에 비해 석회화 정도가 증가함이 관찰되어(Fig. 3B),

10 mM 정도로 높은 고농도 세포외 칼슘도 낮은 농도를

사용했던 기존의 보고와 유사하게 배양된 조골세포에 의

한 석회화를 촉진하는 효과가 있음을 확인할 수 있었다. 

Fig. 2A에서 고농도 칼슘이 조골세포 분화 후기에 존

재하는 경우, 조골세포 후기분화 표지인자인 OCN이나

BSP 유전자의 발현에는 별 영향을 미치지 않았지만, 조

골세포 초기분화 표지인자이며 골조직의 석회화에 필수

적인 것으로 알려진(Fedde 등, 1999; Anderson 등, 2004;

Murshed 등, 2005) ALP와 Col1a1 유전자의 발현이 감소

되었으며, 석회화 억제에 관여하는 Ank, PC-1, OPN 유전

자의 발현이 증가되었음에도 불구하고 석회화는 더 촉진되

는 것으로 나타났기 때문에, 고농도 칼슘에 의해 촉진된 기

질 석회화가 혹시 배양액 중 고농도로 존재하는 칼슘이 세

포외 기질에 무작위로 결합함으로써 나타난 가양성(false

positive) 반응인지를 확인하고자 하였다. 배양액 중 ascorbic

acid를 제거하여 정상적인 제1형 교원기질의 생성을 막아 조

골세포 분화를 억제하고, β-glycerophosphate와 N-acetyl-

L-cysteine을 포함한 배지에서 10일 동안 배양한 후 von

Kossa 염색을 시행한 결과, 대조군, 실험군 모두에서 전

혀 염색에 양성반응을 보이지 않았다(Fig. 3B). 또한 결

과에 제시하지는 않았지만, 제1형 교원섬유를 배양접시에

깔고 분화 배지에 10일간 담근 후 von Kossa 염색을 시

행하였을 때 고농도 칼슘 처리군에서 유의한 염색 증가가

관찰되지 않았다. 이러한 결과는 고농도 칼슘에 의한 석회

화가 배양액 내 칼슘의 무작위적 침착일 가능성은 적으며,

적어도 조골세포 분화를 필요로 함을 시사하였다. 한편 조

골세포 분화후기에 고농도 칼슘을 처리한 경우 ALP mRNA

발현이 감소되었으므로, 실제로 배양된 세포외 기질내 ALP

Fig. 3. High Ca
2+

e increased matrix calcification by differentiated osteoblasts. (A) Mouse calvarial cells were cultured in osteoblast differentiation
medium for 10 days. High Ca

2+

e was treated during the early (1-5 days) or the late stage (6-10 days) of osteoblast differentiation. Then, von
Kossa's staining was performed (upper) or Ca

2+
 amount in calcified matrix was determined (lower). Data represent mean ±  S.E. (N = 4). * signif-

icantly different from control, p < 0.01. (B) Cells were cultured for 10 days in osteoblast differentiation medium (D.M.) or in medium devoid of
ascorbic acid (P.M.) as described in Materials and Methods. High Ca

2+

e was treated for 10 days. Then, von Kossa's staining was performed. (C)
Cells were cultured in osteoblast differentiation medium for 7 days and ALP staining was performed. In high Ca

2+

e group, 10 mM Ca
2+

e treatment
was performed for the last 48 hours. (D) Calvarial cells were cultured for 2 days in the presence or the absence of high Ca

2+

e. Apoptotic cells were
determined by flow cytometric analysis of annexin V-positive cells. Data represent the mean percentage of annexin V (+) cells (N = 4).
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활성에 유의한 감소가 관찰되는지 확인하였다. 세포 결절

이 충분히 만들어진 상태에서 고농도 칼슘을 48시간 처

리하고 ALP 염색을 시행한 결과 대조군과 유의한 차이

를 관찰할 수 없었으며 이는 석회화 결절 형성 초기에

ALP 활성이 잘 유지되고 있음을 시사하였다(Fig. 3C). 배

양액에 첨가된 β-glycerophosphate는 석회화 초기에 ALP

활성에 의해 24시간 이내에 거의 대부분이 inorganic

phosphate로 분해되며, 이로 인해 시작된 석회화가 이후 계

속 진행되는데 있어서는 ALP 활성이 필요하지 않다는 기

존의 보고를 고려하면(Bellows 등, 1991, 1992), 본 연구 시

스템에서 고농도 칼슘이 조골세포 분화 후기에 ALP mRNA

발현을 억제하기는 하였지만 ALP 염색결과로 보아 이미

충분한 ALP 활성이 석회화초기에 존재하므로, 고농도 세

포외 칼슘이 존재해도 석회화가 시작되는 시점에 충분한

ALP 활성을 유지할 수 있는 것으로 생각된다.

관절연골세포나 혈관 평활근세포처럼 정상적으로 석회

화를 유도하지 않는 세포가 병적으로 석회화가 진행되는데

세포사가 관련된다는 보고(Hashimoto 등, 1998; Proudfood

등, 2000)와 inorganic phosphate 농도가 약간 증가된 상

태에서 세포외 칼슘 농도가 높아지면 조골세포의 세포사

가 촉진된다는 보고(Adams 등, 2001)가 있어, 고농도 세

포외 칼슘이 생쥐 두개골 세포의 세포사를 유도하는지 확

인하였다. Fig. 3D에서 보여주는 바와 같이 고농도 세포

외 칼슘을 48시간 처리한 경우 대조군과 비교하여 세포

사 정도에 별다른 차이를 보이지 않았다. 이는 고농도 칼

슘에 의한 석회화 촉진효과가 세포사로 인한 병적 석회질

침착은 아닐 가능성이 높음을 시사하였다.

관절 연골의 경우 PC-1 및 Ank의 발현이 높아져 세포외

기질의 pyrophosphate 농도가 높아지면 calcium pyro-

phosphate dihydrate(CPPD) 결정이 과잉 침착되어 관절 연

골의 석회화를 유도하는 것으로 알려져 있다(Terkeltaub, 2001;

Johnson과 Terkeltaub, 2004). 결과를 제시하지는 않았지만

본 연구 시스템에서 조골세포 분화후기에 고농도 칼슘을 처

리한 경우 연골세포의 후기분화 표지인자인 type X collagen,

aggrecan, matrix metalloproteinase-13 mRNA의 발현 증가

가 확인되었기 때문에, 혹시 고농도 칼슘이 Ank과 PC-1

mRNA 발현증가를 통해 pyrophosphate 농도를 높여 CPPD

침착을 유도했을 가능성이 있는지 확인하고자 하였다. 먼저

hydroxyapatite 결정 형성에 필요한 inorganic phosphate를

제공하는 데 ALP 활성을 필요로 하지 않는 sodium

phosphate를 β-glycerophosphate 대신 직접 분화배지에 첨

가해준 경우, 고농도 칼슘에 의한 석회화 촉진 효과는 여

Fig. 4. High Ca
2+

e-induced matrix calcification is more susceptible to ALP inhibition than control. (A) Mouse calvarial cells were cultured in
osteoblast differentiation medium for 10 days (β-GP) and high Ca

2+

e was treated for the last 3 days. Pi
, Sodium phosphate (10 mM) was used as a

source of inorganic phosphate instead of 10 mM β-glycerophospahte; β-GP+PP
i
, Pyrophosphate (5 mM) was added to culture medium contain-

ing 10 mM β-glycerophosphate for the last 3 days. (B) Cells were cultured in osteoblast differentiation medium for 12 days. High Ca
2+

e was
treated for the last 4 days. Culture medium was changed every other day. At the end of culture, pyrophosphate amount in culture medium was
determined as described in Materials and Method. Data represent mean ±  S.E. (N = 4). (C) Mouse calvarial cells were cultured in osteoblast dif-
ferentiation medium for 10 days and high Ca

2+

e was treated for the last 3 days. Levamisole (Lev) or probenecid (Prob) of indicated concentration
was added to culture medium 30 minutes before high Ca

2+

e treatment. At the end of culture, von Kossa's staining was performed.
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전히 뚜렷이 관찰되었다(Fig. 4A). 이는 고농도 inorganic

phosphate 첨가를 통해 pyrophosphate와 inorganic phosphate

간 균형을 inorganic phosphate 쪽으로 맞추어도 고농도 칼

슘의 석회화 촉진효과가 나타남을 시사하므로, 고농도 칼

슘에 의한 석회화가 CPPD가 아닐 가능성을 시사하였다.

고농도 inorganic phosphate 첨가와는 반대로 β-glycero-

phosphate와 더불어 pyrophosphate를 5mM 농도로 추가하

여 pyrophosphate와 inorganic phosphate간 균형을 pyro-

phosphate 쪽으로 기울였을 경우에는 대조군과 고농도 칼

슘군 모두에서 석회화가 완전히 억제되는 결과를 보였다

(Fig. 4A). 이는 고농도 세포외 칼슘 존재 하에 pyro-

phosphate 농도를 높이는 경우에도 석회화가 일어나지 않

음을 보여주는 것이므로 고농도 칼슘에 의한 석회화 촉

진효과가 CPPD 침착에 의한 것이 아닐 것을 시사하는

것이라 생각되었다. 고농도 칼슘 처리에 의해 실제 배양

액내 pyrophosphate 양의 유의한 변화가 나타나는지 확

인하기 위해, 석회화가 진행 중인 시기에 고농도 칼슘을

처리한 후 배양액내 pyrophosphate 양을 측정한 결과 대

조군과 유의한 차이를 나타내지 않았다(Fig. 4B). 고농도

세포외 칼슘의 처리로 Ank, PC-1 mRNA 발현 증가는

확인하였지만 단백질 수준에서는 확인하지 않았으므로 실

제 단백질 수준에서 발현 증가정도가 아주 미약했을 가능

성을 배제할 수는 없지만, 배양 내 ALP 활성이 높은 상

태이므로, 증가된 pyrophosphate가 ALP 활성에 의해 이미

inorganic phosphate로 전환되었을 가능성도 있을 것으로 생

각되었다. 이와 관련하여 고농도 칼슘 처리 30분전부터

levamisole을 이용하여 ALP의 활성을 억제한 실험에서,

0.5 mM 농도로 levamisole를 첨가한 경우 대조군과 고농

도 칼슘군 모두 석회화가 거의 억제되었으나, 0.1 mM

levamisole을 첨가한 경우에는 대조군의 석회화는 뚜렷한

억제효과가 나타나지 않은 반면 고농도 칼슘에 의한 석

회화는 크게 억제됨을 보였다(Fig. 4C). 이러한 결과는

고농도 칼슘에 의해 실제로 pyrophosphate가 증가하나,

ALP 활성이 높은 상태에서는 inorganic phosphate로 쉽

게 전환되지만 낮은 농도의 levamisole에 의해 ALP 활

성이 부분적으로 저해되면 pyrophosphate의 inorganic

phosphate로의 전환이 상대적으로 감소하여 결과적으로

석회화 저해효과가 더 쉽게 나타났을 가능성을 시사하는

것으로 생각되었다. 또한 probenecid를 첨가하여 Ank의

활성을 저해한 경우 대조군과 고농도 칼슘군 모두 석회화

가 거의 억제된 결과는 조골세포 분화 후기에 Ank 발현

증가를 통해 pyrophosphate 생성 및 분비를 유도하는 것

이 정상적 석회화의 진행에 필요할 수 있음을 시사하였다

(Fig. 4C).

Inorganic phosphate가 조골세포의 분화와 석회화를 촉

진하는 효과를 나타내기 위해서는 세포 외부에 고농도로

존재하는 inorganic phosphate가 세포 내부로 들어가는

과정을 필요로 하는 것으로 알려져 있다(Beck 등, 2003;

Suzuki 등, 2006). Pit-1은 inorganic phosphate를 세포 내

로 수송하는 수송체 중 하나로 조골세포에서 발현이 확인

되었으며, Pit-1 mRNA 발현을 저해하거나 foscarnet 처

리를 통해 Pit-1의 기능을 억제하면 bone morphogenetic

protein-2에 의해 유도되는 석회화 결절형성이 유의하게 감

소됨이 보고되었다 (Nielsen 등, 2001; Suzuki 등, 2006).

본 연구 시스템에서 석회화결절 형성 기간 동안만 고농도

세포외 칼슘이 존재하는 경우 대조군에 비해 Pit-1 mRNA

의 발현이 높게 유도됨이 관찰되었으며(Fig. 2A), 이러한

효과도 고농도 칼슘에 의한 석회화 촉진에 관여할 가능성

이 있을 것으로 생각되었다.

마지막으로 고농도 칼슘에 의한 Ank, PC-1, OPN의 발

현조절에 관여하는 신호전달과정을 알아보고자 하였다.

기존의 보고들에 따르면, 조골세포에서 고농도 세포외 칼

슘에 의한 세포 증식, 이동, 분화, RANKL 발현 촉진 효

과에 세포내 칼슘 증가, PKC, phosphoinositide 3-kinase,

p44/42 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 등이

관여하고(Godwin과 Soltoff, 1997; Yamaguchi 등, 2000;

Kim 등, 2003; Dvorak 등, 2004), FGF2에 의한 Ank,

PC-1 발현증가에 PKC와 p44/42 MAPK가 관여한다고 하

였으므로(Hatch 등, 2005), PKC 저해제인 GF109230X와

MEK1/2 활성저해를 통해 p44/42 MAPK 활성화를 막는

U0126을 전처치하고 고농도 세포외 칼슘의 효과를 관찰

하였다. 그 결과 고농도 칼슘에 의한 Ank, PC-1, OPN

발현 촉진효과는 U0126 전처치에 의해 완전히 억제되었

으나 PKC 저해제는 별다른 영향을 미치지 않았다(Fig. 5).

그러나 고농도 칼슘에 의한 ALP 발현 억제효과는 U0126

에 의해 회복되지 않고 오히려 발현이 더 크게 억제되어

고농도 칼슘에 의한 ALP 발현 조절에는 또 다른 경로

가 관여할 것을 시사하였다. FGF2나 고농도 칼슘에 의한

Ank, PC-1 발현 촉진에 모두 공통적으로 p44/42 MAPK

활성화를 필요로 하는 것으로 나타나, 이들 유전자 발현에

MEK1/2-p44/42 MAPK 경로가 관여할 것으로 생각되었다.

Fig. 5. p44/42 MAPK pathway is involved in high Ca
2+

e-induced
expression of Ank, PC-1 and OPN. Mouse calvarial cells were cul-
tured in osteoblast differentiation medium for 10 days and high
Ca

2+

e was treated for the last 48 hours. GF109230X (1 mM) or
U0126 (20 mM) was added to culture medium 30 minutes before
high Ca

2+

e treatment. At the end of culture, RT-PCR was performed.
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Pyrophosphate가 hydroxyapatite 결정 성장에 저해제로

작용함에도 불구하고, Ank, PC-1과 같이 pyrophosphate

생산 및 분비를 높이는 유전자가 정상적인 조골세포 분

화과정 중 발현이 증가하는 이유는 아직 명확하지 않다.

이의 생리적 기능에 대해 두 가지 가능성이 있을 것으로

생각된다. 한 가지 가능성은 기존의 일부 보고에서 언급

된 것처럼(Anderson 등, 2004, 2005) 석회화가 왕성히 진

행될 초기에 발현이 증가된 Ank와 PC-1의 활성을 통해

pyrophosphate가 만들어지면 조골세포에서 이미 높게 발

현된 ALP 활성을 통해 inorganic phosphate로 전환되어

hydroxyapatite 결정을 만드는 재료로 사용되는 것이다.

기존의 보고에 따르면 MC3T3-E1 세포의 분화배지에 β-

glycerophosphate 대신 pyrophosphate를 넣어주어도 정상

적인 석회화결절 형성이 이루어지는 것으로 알려져 있다

(Addison 등, 2007). 또한 PC-1 유전자가 결핍된 생쥐에

ALP 유전자도 동시에 결핍시켜 inorganic phosphate와

pyrophosphate간 균형을 맞추어 주면 연골이나 인대의 과

석회화는 개선되지만 일부 장골(long bone)의 골연화증

은 지속된다는 보고(Anderson 등, 2005), 생체 내에서 정

상적인 석회화의 유도에 관여하는 비대연골세포(hypertrophic

chondrocyte)의 분화 유도 시 증가하는 Ank의 발현을

siRNA를 이용해 저해하거나 probenecid 처리를 통해 기능

을 저해하면 정상적 석회화가 이루어지지 않는다는 보고

(Wang 등, 2005), 그리고 석회화가 진행될 때 만들어지

는 기질 소포에 ALP와 더불어 PC-1이 같이 농축된다는

보고(Johnson 등, 1999b)들은 이러한 가능성을 뒷받침하

는 것으로 생각된다. 이와 관련하여 본 연구에서 Ank의

저해제로 사용되는 probenecid를 석회화가 진행되는 기

간 동안 배양에 첨가하면 대조군과 고농도 칼슘에 의한

석회화를 모두 억제한다는 결과도 이러한 가능성을 지지

하는 결과로 생각된다. 다른 한 가지 가능성은 조골세포

에 의한 세포외 기질의 과도한 석회화를 막는 음성되먹

임 기전으로 작용할 가능성이다. 특히 조골세포가 생성된

기질에 파묻히게 되면 골세포가 되며, 골세포가 위치하는

lacuna 내부에는 골세포와 lacuna 벽 사이에 석회화가 진

행되지 않은 공간이 존재한다. 골조직에서 OPN 발현이

가장 높게 나타나는 세포는 골세포이고(Zhu 등, 2001),

골세포는 조골세포에 비해 ALP 발현 정도가 낮으며(Aubin

과 Liu, 1996), OPN이 석회화 억제 기능을 나타내기 위

해서는 인산화가 되어있어야 하고 ALP를 처리하여 탈인

산화를 유도하면 석회화 억제 기능이 감소된다는(Jono 등,

2000) 기존의 보고와 더불어 Ank, PC-1의 발현이 조골세

포 분화 후기로 갈수록 증가한다는 본 연구결과를 고려하

면, 골세포 주변에는 inorganic phosphate와 pyrophosphate

간 균형이 pyrophosphate쪽으로 기울고 또 석회화 억제 기

능이 잘 나타나는 인산화된 OPN의 침착이 증가하여 lacuna

내부의 석회화를 억제할 가능성이 있을 것으로 생각된다.

이상의 연구결과를 종합하면, 생쥐 두개골 세포가 조골세

포로 분화하는 과정에서 조골세포 분화 후기에 Ank, PC-1,

OPN의 발현이 증가하였고, 고농도 세포외 칼슘은 조골세

포에 의한 기질 석회화를 촉진하는 효과를 보였으며, 조골

세포 분화 후기에 고농도 세포외 칼슘이 존재하는 경우

Ank, PC-1, OPN 유전자의 발현이 크게 증가되었고 이 과

정에 p44/42 MAPK 활성화가 관여함이 확인되었다.
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