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머위(Petasites japonicus)와 여주(Momordica charantia L.) 추출물의

MC3T3-E1 조골세포 증식 및 분화에 미치는 효과

지숙희1․안도환2․전미라1†

1동아대학교 식품영양학과
2
고신대학교 의과대학 생리학교실

Effects of Petasites japonicus and Momordica charantia L.
Extracts on MC3T3-E1 Osteoblastic Cells

Suk-Hee Ji
1
, Do-Hwan Ahn

2
, and Mira Jun

1†

1Dept. of Food Science and Nutrition, Dong-A University, Busan 604-714, Korea
2Dept. of Physiology, Kosin Medical College, Busan 602-030, Korea

Abstract

In this study, the effects of Petasites japonicus and Momordica charantia L. extracts on MC3T3-ET1
osteoblastic cells were investigated. Since the activity of osteoblastic cell is one of the important factors for
bone formation, the cellular proliferation of osteoblast was evaluated by MTT and alkaline phosphatase (ALP)
activity. Compared to control, the cell proliferation was elevated to 114% and 112% by the treatment of Petasites
japonicus and Momordica charantia L. extracts, respectively at the concentration of 10 μg/mL. The cell
differentiation was also measured by alkaline phosphatase (ALP) activity at 3, 7, 14, and 27 days treatments
with one of the extracts, respectively. As results, the ALP activity was significantly increased at 3 days,
compared to control (p<0.05). To evaluate the effect of Petasites japonicus and Momordica charantia L. extracts
on bone nodule formation, MC3T3-E1 cells were cultured in α-MEM for 3, 14, and 21 days and then stained
by alizarin red. To determine the expression patterns of bone-related proteins during the MC3T3-E1
osteoblast-like cell differentiation, osteoblast cells were cultured in α-MEM for 24 hr. RNA was extracted and
RT-PCR analysis was performed to examine the expression of OPG, RANKL and osteocalcin. Petasites japonicus
extract exhibited the significant increment of osteocalcin compared with the positive control, which suggests
that Petasites japonicus may have beneficial effects on bone health through the proliferation of osteoblast cells.
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서 론

급격한 경제 발달과 더불어 고령화 사회로의 진입, 복잡한

현대 사회에서 생성되는 스트레스 및 환경오염에 의한 생체

내 신호전달계의 파괴 등으로 인해 최근 골 대사 질환 중

골다공증에 대한 관심이 증가하고 있다. 골다공증은 노령화

에 의한 골격대사 이상 또는 골격 무기질 대사의 불균형으로

인해 골밀도가 현저하게 감소된 상태로서 골조직의 대사과정

이 평형을 잃은 경우 어떠한 연령층에서도 발생할 수 있다(1).

골 조직은 성장이 끝난 이후에도 골 재형성(bone remod-

eling)이 지속적으로 일어나며 이 과정을 통해 파골세포

(osteoclast)에 의한 골 흡수와 조골세포(osteoblast)에 의한

골 형성 간의 항상성이 유지된다. 정상적인 조건에서의 골

조직은 골 형성과 골 흡수가 균형을 이루고 있지만 병리적인

상황에서는 골 형성에 비해 흡수가 많이 일어나는 불균형상

태가 진행되어 조직 내 화학적 조성에는 큰 변화가 없으나

단위 용적내의 골질량이 감소하여 골절의 위험뿐 아니라 이

로 인한 사망률을 증가시킨다(2). 이러한 골대사의 불균형에

대한 원인으로 일차적인 골아세포의 기능 저하 및 파골세포

의 활성도 증가뿐만 아니라 autocrine 또는 paracrine 인자들

에 의한 복합적 반응, 골 흡수 시 유리되는 growth factor,

세포외기질(extracellular matrix) 등이 제시되고 있다(3,4).

또한 골 표면에 존재하는 세포역시 호르몬, 단백질 분해효

소, prostaglandin, cytokines 등을 분비하므로 골 흡수과정

은 이러한 관련인자들에 의한 복잡한 과정에 의하여 조절되

고 있음을 알 수 있다(4).

남성과 여성 모두 노화과정에 따른 파골세포 작용의 증가

로 골다공증의 유병률이 증가하며, 특히 여성의 경우 폐경

후 에스트로겐 분비 저하에 의한 골밀도 감소로 인해 남성보

다 현저히 높은 발병률을 보이고 있다. 에스트로겐의 분비가
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감소될 경우, 골수세포 내에서 IL-1, IL-6, tumor necrosis

factor(TNF) 등의 생성이 증가하고 이는 파골세포의 발달을

촉진하고 부갑상선 호르몬에 대한 민감도를 증진시켜 골 흡

수 속도가 증가하게 된다(5). 또한 TGF-β의 활성화 억제로

인해 조골세포로부터 골 기질의 합성이 감소된다고 알려져

있다(6). 에스트로겐 분비 감소에 따른 골밀도 감소의 다른

기전으로 산화적 스트레스와 관련하여 에스트로겐이 활성

산소에 의한 세포손상을 감소시키는 항산화 역할을 하는 것

으로 알려져 있어 골 형성 및 흡수 기전에 있어 유리 라디칼

이 연관되어 있을 가능성을 제시한다(7).

임상적 골다공증의 치료는 골 흡수를 억제하거나 골 형성

을 촉진하여 손실된 골량을 회복시키는 것으로 나누어지는

데 전자의 경우는 estrogen요법, calcitonin요법, 칼슘보충제,

비타민 D 유도체 요법 등이고, 후자의 경우는 sodium fluo-

ride, parathyroid hormone(PTH) 요법 등이 존재한다. 현재

골다공증의 예방 및 치료에 가장 많이 이용되는 방법은 es-

trogen요법과 calcitonin요법으로 보고되며 특히 폐경기 여

성의 골다공증 치료에는 에스트로겐을 투여하는 호르몬 요

법이 효과적인 치료법으로 인식되고 있으나, 여러 가지 부작

용과 투여시기를 조절하기 어렵고 유방암, 자궁암, 간질환

등의 특정 환자들은 사용하지 못해 적용에 있어 어려움이

따른다(8). 이러한 이유로 최근에는 에스트로겐 투여에 따른

부작용을 최소화하기 위해 골 손실은 최소화하면서 골 형성

을 촉진할 수 있는 천연물의 활성 성분을 이용한 다양한 연구

가 진행되고 있다(9-11). 뿐만 아니라 활성 산소종(reactive

oxygen species, ROS)이 파골세포 생성의 신호전달에 관여

하여 파골세포의 생성을 촉진한다는 연구 결과를 고려해 볼

때(12,13) 항산화 활성을 지닌 천연물 성분이 골 형성과 흡수

기전에 긍정적인 효과를 제시할 것으로 사료된다.

머위(Petasites japonicus)는 특유의 쓴맛과 향미를 지니

는 국화과 다년생 식물로 중국, 일본 및 우리나라에서 자생

하고 있다. 잎은 쌈과 생채로 이용하고 줄기는 나물로 사용

하거나 말려서 탕의 원료로 이용한다(14). 보고된 약리학적

연구로 해독작용, 콜레스테롤 저해효과, 항알레르기 기능 및

항산화능 등이 있다(14-17). 여주(Momordica charantia L.)

는 일년생 박과식물로, 우리나라에서는 주로 관상용으로 사

용하였으나 중국, 인도 및 동남아시아 등지에서는 주요한

기능성 채소로 식용되어지고 있다(18). 머위와 마찬가지로

쓴맛을 지니며 혈당강하, 항암, 항산화 및 항균효과 등이 보

고되고 있다(18,19).

Receptor Activator of NF-κB Ligand(RANKL)은 세포

막에 존재하는 tumor necrosis factor(TNF) 중의 하나로 파

골세포 전구체에 위치하는 RANK와 결합하고 RANKL-

RANK 복합체를 형성하여 파골세포의 형성을 촉진한다

(20). 반면, 골수간질세포, 골모세포 등 여러 형태의 세포에

의해 생산되는 OPG(osteoprotegerin, OCIF)는 RANKL과

결합함으로써 RANKL-RANK간의 복합체 형성을 억제하

여 파골세포의 분화를 저해한다(20,21). 즉, RANKL은

NF-kB 연관 신호전달 체계에 의해 파골세포 전구체의 활성

을 촉진하고, OPG는 이러한 활성을 억제하므로 RANKL/

RANK/OPG의 발현 및 비율은 파골세포 형성 및 골 흡수를

조절하는 결정적인 요소로 제시된 바 있다(12,20,21).

따라서 본 연구에서는 screening단계에서 우수한 항산화

효과를 나타내었던 머위와 여주 추출물을 대상으로 조골세

포에 대한 분화 및 골 형성에 미치는 영향을 살펴보기 위해

MC3T3-E1의 세포 증식률, 염기성 인산분해효소(alkaline

phosphatase, ALP)의 활성 및 석회화 정도를 측정하고, 조

골세포에서의 골 형성도를 설명하는 기전으로 조골세포에

서 분비되어 파골세포 형성에 관여하는 RANKL 및 OPG

mRNA의 발현 정도를 분석하고자 하였다.

재료 및 방법

시료 제조

본 실험에 사용된 머위와 여주는 2006년 5월에 경상남도

밀양 얼음골 농가에서 구매하여 수세하고 음건하여 분말화

하였다. 각각의 분말 시료 2 kg을 95% 에탄올(10 L)에 5일간

실온에서 냉침한 후 추출하였다. 추출액은 여과하고 동일한

방법으로 총 3회 반복 추출한 후 감압 농축하였다.

세포 배양

본 실험에 사용된 세포는 mouse calvaria osteoblast

cell(MC3T3-E1)로 고신대학교 의과대학 생리학교실에서

분양받았다. 10% fetal bovine serum(FBS, Gibco BRL,

Grand island, NY, USA)과 1% antibiotic과 antimycotic

(Gibco, Grand Island, NY, USA)을 포함한 α-MEM(Gibco)

배지를 사용하여 37
o
C의 5% CO2 배양기에 배양하였다. 3일

간격으로 신선한 배지로 교환하여 배양하였다.

MC3T3-E1 조골세포의 생존력 및 증식률

조골세포의 증식률 측정은 Suda 등의 방법(22)에 따라

MTT colorimetric assay를 사용하여 측정하였다. 96-well

plate에 2×103 cells/well의 농도로 조골세포를 분주하고 24

시간 후에 각 추출물을 농도별(0, 1, 10, 100 및 1,000 μg/

mL)로 투여하여 24시간 배양하였다. 대조군은 시료 대신 배

지를 첨가하여 동일하게 배양하였다. 배양 후 3-(3,4-di-

methylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT,

Sigma, St. Louis, MO, USA) 시약을 5 mg/mL 농도로 첨가

하여 4시간 더 배양하였다. 시간 경과 후 배지를 제거하고

PBS로 2회 세척하고 DMSO를 100 μL 첨가하여 생성된 불

용성의 formazan 결정을 용해시켜 ELISA reader를 이용하

여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 추출물에 대한 세

포 증식 효과는 8번 반복 실험의 평균값을 취한 후 대조군에

대한 백분율로 표시하였다.
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Table 1. Oligonucleotide primer for RT-PCR

Gene Fragment size (bp) Oligonucleotides

β-Actin

ALP

Osteocalcin

RANKL

OPG

216

393

237

291

240

Forward: 5'-GACGGCCAGGTCATCACTAT-3'
Reverse: 5'-CTTCTGCATCCTGTCAGCAA-3'
Forward: 5'-CTTGCTGGTGGAAGGAGGCAGG-3'
Reverse: 5'-CACGTCTTCTCCACCGTGGGTC-3'
Forward: 5'-GCGCTCTGTCTCTCTGACCT-3'
Reverse: 5'-TTTGTAGGCGGTCTTCAAGC-3'
Forward: 5'-ATTTGCACACCTCACCATCA-3'
Reverse: 5'-GTGCTCCCTCCTTTCATCAG-3'
Forward: 5'-TGTGTATTGCAGCCCAGTGT-3'
Reverse: 5'-CAGGGTGCTTTCGATGAAGT-3'

ALP 활성 측정

MC3T3-E1 조골세포를 6-well plate에 3×103 cells/well
농도로 분주하고 24시간 후 머위 및 여주 추출물을 각각 첨

가한 후 3, 7, 14 및 21일로 세포를 배양하였다. 배양이 끝난

plate는 배양액을 제거한 후 PBS로 2회 세척한 다음 trysin

처리하고 원심분리(4oC, 8,000 rpm, 10 min)하여 세포를 획

득하였다. 수확한 세포는 0.5% Triton X-100 25 μL와 PBS

50 μL 처리하여 37oC에서 1시간 동안 방치하였다. 4oC로

8000 rpm에서 10분간 원심분리 하여 상등액을 분리하였으

며, 상등액 45 μL에 1 M trizma base buffer(pH 10) 70 μL,

5 mM MgCl2 15 μL, 5 mM PNPP 15 μL 넣은 후 37oC에서

1시간 반응시킨 후 405 nm에서 흡광도를 측정하였다(23).

두 실험 모두 동량의 Triton X-100 용액을 반응시킨 것으로

blank를 측정하였고, 단백질량은 표준시료로서 bovine se-

rum albumin(BSA)을 이용한 Bradford법을 사용하여 표준

곡선을 작성한 후 정량하였다. 각 실험에서 얻어진 ALP 활

성은 총 단백질량으로 보정하여 표시하였다.

Alizarin red 염색법을 이용한 석회화 형성도 분석

골의 형성 정도는 세포외 기질의 석회화를 나타내는 ali-

zarin red 염색을 시행하였다. ALP 염색과 동일한 조건으로

MC3T3-E1 조골세포를 12-well plate에 2×103 cells/well
농도로 분주하여 24시간 동안 배양하였다. 배양된 plate에

여주 추출물 10 μg/mL와 머위 추출물 10 μg/mL을 각각 투

여한 후 다시 3, 14 및 21일간 세포를 배양하였다. 배양이

끝난 plate는 배지를 제거하고, PBS로 세척한 후 fixative

solution(citrate solution 25 mL, acetone 65 mL, 37% form-

aldehyde 8 mL)을 이용하여 고정하고 멸균수로 세척한 후

40 mM alizarin red(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

solution를 pH 4.2로 조정하여 실온해서 30분간 방치하였다.

염색된 plate를 다시 멸균수로 5분간 3번 세척하여 현미경으

로 관찰하였다.

Primer 제작과 RT-PCR법에 의한 RNA gene 발현조사

Primer 제작 시 genomic DNA의 오염을 줄이기 위한 이

중적 장치로 forward와 reverse primer가 인접한 두 개의

exon에 위치하도록 설계하였으며 primer3 input(Whitehead

Institute) 프로그램을 통해 primer를 제작하였다(Table 1).

MC3T3-E1 조골세포를 6-cm dish에 1×106 cells/well 분주

하고 24시간 배양한 세포에 시료처리 후 8일간 배양하여 배

지를 제거하고 PBS로 세척한 후 trypsin을 사용하여 수확하

였다. Trizol method로 RNA 분리 후 total RNA 2 μg,

SuperscriptTM Fist-Strand Synthesis System for RT-

PCR(In vitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA)을 사용하여

cDNA를 합성하였다. Table 1의 primer를 사용해 PCR 방법

으로 증폭시켰으며, 반응 산물은 2% agarose gel에서 전기

영동 후 ethidum bromide로 염색하여 UV lamp에서 확인하

였다. Real time RT-PCR은 SmartCycler(Cepheid Co.,

Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 시행하였다. 20 μL 반응

액 내 합성한 cDNA 1 μL, 1×SYBR Green, 1×additive re-
agent, 3 nM MgCl2, 0.2 μM primer, 200 μM dNTP mix,

0.25 U Platinum Taq DNA polymerase 등을 포함시켰다.

PCR 조건은 95oC 15 min(Taq activation), 95oC-5 sec,

65
o
C-10 sec, 72

o
C-15 sec(denaturation-annealing-exten-

sion-fluorescence measurement)로 구성된 4-step cycle을

설정하여 총 45주기를 시행하였다.

통계처리

본 실험결과는 최소한 3회 이상의 실험을 거쳐 평균±표

준편차로 표시하였다. 자료 분석은 SPSS(14.0.1 for Windows)

program을 이용하여 통계분석을 시행하였다. 유의적 차이

를 확인하기 위해 two-way ANOVA를 시행하였고, 군별

차이는 Duncan의 다중검증법을 이용하여 시료 간 유의적

차이를 검증하였다.

결 과

머위 및 여주 추출물이 조골세포 증식에 미치는 효과

머위 및 여주 추출물이 조골세포의 증식률에 미치는 영향

을 MTT assay로 분석한 결과는 다음과 같다(Fig. 1). 머위

추출물을 처리한 세포의 경우 1～10 μg/mL 농도에서 100%

이상의 증식률을 보였으며, 특히 10 μg/mL에서 114%의 높

은 증식률을 보였다. 반면 고농도(100～1,000 μg/mL) 시료

처리 시 대조군에 비해 세포 증식률이 유의적으로 감소하는

시료의 세포독성 효과를 나타내 보였으며(p<0.05), 특히

1,000 μg/mL 농도에서 20% 이하의 증식률을 나타내었다.
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Fig. 1. Cell proliferation effects of
Petasites japonicus and Momordica
charantia extracts on MC3T3-ET1 cell
line by MTT assay. MC3T3-E1 cells
were cultured with vehicles or various
concentrations of each extract on these
cells for 24 hrs. Data are mean±SD of 4
wells (p<0.05).

여주 추출물 역시 머위 추출물과 비슷한 효과를 나타내었다.

각 농도별 세포 증식률은 대조군과 비교하여 1 μg/mL에서

는 108%, 10 μg/mL에서는 112%, 100 μg/mL에서 108%의

증식률을 나타내었고 그 이상의 농도에서는 세포 독성 효과

를 보였다. 따라서 조골세포의 증식을 저해하지 않는 머위

및 여주 추출물의 최적 작용 농도를 10 μg/mL로 결정하여

다음 실험을 진행하였다.

ALP 활성도 분석

머위 및 여주 추출물을 각각 처리한 MC3T3-E1 조골세포

를 3일, 7일, 14일 및 21일 동안 배양한 후 ALP 활성을 조사

한 결과는 Fig. 2에 제시하였다. 대조군의 ALP 활성은 배양

3일 기준으로 시간이 경과함에 따라 점차 증가하여 배양 14

일째의 효소 활성은 최고에 도달하였고 그 이후 감소하였다.

머위 추출물 처리 시 배양 3일째 대조군과 비교하여 ALP

활성이 높게 나타났으며 배양 7일째에 ALP 활성이 최고에

도달하고 그 이후에 감소하는 대조군과 비슷한 경향을 보였

다. 반면, 여주 추출물 처리군의 ALP 활성은 배양 3일째 대

조군에 비해 높게 나타났지만 3일 이후 효소 활성이 계속적

으로 감소함을 알 수 있었다.

Alizarin red 염색법에 의한 석회화 형성도 분석

MC3T3-E1 조골세포를 3일, 14일 및 21일 배양한 후

bone nodule 형성 수준을 관찰한 결과, 배양 시간이 경과함

에 따라 증가되는 것을 확인할 수 있었다. Alizarin red 염색

결과 대조군의 경우, 3일간의 배양으로는 bone nodule의 형

성을 확인할 수 없었으나, 배양 14일 경과 후부터 적은 양이

지만 bone nodule 형성된 것을 확인할 수 있었고, 이후 bone

nodule 형성이 증가됨을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 이러한

경향은 머위 및 여주 추출물에서도 뚜렷이 나타났으며, 대조

군과 마찬가지로 배양시간이 경과함에 따라 염색정도가 진

해짐을 알 수 있었다. 특히, 머위 추출물 처리 시 대조군에

비해 염색정도가 뚜렷하게 증가하였고, 여주 추출물을 처리

Fig. 2. Effect of Petasites japonicus and Momordica char-
antia extracts on the alkaline phosphatase (ALP) activities
of MC3T3-E1 cell during differentiation.

한 세포의 경우 14일 및 21일째 bone nodule 형성이 대조군

보다 적게 형성되었다.

RT-PCR을 이용한 ALP, osteocalcin, OPG 및 RANKL

유전자 발현 분석

8일간의 시료처리 후 세포를 수확하여 분리한 RNA를 이용

하여 cDNA를 합성하여 RT-PCR을 시행하였다. MC3T3-E1

조골세포의 분화인자로 알려진 ALP 및 osteocalcin mRNA

의 발현정도를 PCR로 확인하였다(Fig. 4A). 대조군에 비해

머위 추출물 처리 시 ALP 발현도가 높아짐을 확인할 수 있

었고, 여주 추출물을 처리한 경우에는 거의 변화가 없었다.

Osteocalcin mRNA의 경우, 머위 및 여주 추출물을 처리 시

발현이 나타났지만 대조군과의 차이는 보이지 않았다.

MC3T3-E1세포의 OPG와 RANKL mRNA에 대한 RT-

PCR 결과, OPG mRNA는 머위 추출물 10 μg/mL 농도로
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Fig. 3 Alizarin red staining results
of MC3T3-E1 cells treated with
Petasites japonicus and Momordica
charantia L. extracts, respectively
(×100). A, B, C: control group. D, E,
F: experimental group treated with
Petasites japonicus extract. G, H, I:
experimental group treated with
Momordica charantia L. extract. Cells
were cultured in osteogenic media af-
ter 3, 14, and 21 days, respectively.
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Fig. 4. Expression of alkaline
phosphatase (ALP), osteocalcin
and OPG genes. (A) RT-PCR anal-
ysis of the mRNA expression for ALP
and osteocalcin in MC3T3-E1 cells.
(B) Real-time RT-PCR analysis of
the mRNA expression for OPG in
MC3T3-E1 cells. MC3T3-E1 cell
were treated with Petasites japonicus
and Momordica charantia extracts
for 8 days. The results were normal-
ized with β-act mRNA. The ex-
pression of RANKL mRNA was not
significant.

처리한 군의 경우, 발현 정도가 대조군에 비해 2.1배 증가한

반면 여주 추출물 처리군은 0.85로 감소하였다(Fig. 4B).

RANKL mRNA의 발현 정도는 대조군, 머위 및 여주 추출물

처리군 간의 차이가 관찰되지 않았다.

고 찰

현재 골다공증의 예방 및 치료에 사용되고 있는 치료제는

대부분 골 흡수 억제 기전과 관련되므로 손상된 골 조직을

완전히 회복시킬 수 없고, 호르몬 요법인 에스트로겐 요법은

폐경기 여성의 골다공증 치료에 효과적이지만 여러 가지 부

작용과 특정 환자에 대한 제한성으로 인해 적용에 있어 불편

함이 있다(24). 이에 최소의 골 손실과 최대의 골 형성을 촉

진할 뿐만 아니라 에스트로겐 투여에 의한 위험성을 최소화

하기 위해 상대적으로 부작용이 적은 천연물의 활성 성분에

대한 연구가 다각도로 진행되고 있다.

노화뿐만 아니라 대부분의 퇴행성 질환의 발병과정에서

활성산소가 생성되고 이로 인한 산화적 스트레스가 질병의

직접 또는 간접적인 위험인자로 보고되고 있으며, 노화에

따른 골다공증의 경우 역시 세포의 산화적 손상과 연관되어

있다. 활성산소의 수준이 증가할 경우, 조골세포의 활성에

관여하는 fibronectin이 손상을 입게 되어 조골세포의 증식,

분화 및 석회화 과정이 저해되므로 전체적인 골 형성에 부정

적인 영향을 초래한다(25). 뿐만 아니라, 활성산소는 NF-kB

연관 신호전달체계를 통하여 파골세포를 활성화시킴으로써

골 흡수를 촉진한다는 결과가 보고된 바 있다(26). 이러한

연구보고는 스크리닝 단계에서 우수한 항산화 활성을 가진

머위와 여주 추출물이 전체적인 골 대사에 긍정적인 영향을

미칠 가능성을 제시해 준다.

골의 생성과정은 기질의 증식, 성숙 및 석회화의 세 단계

로 이루어진다(27). 첫 번째 단계인 기질의 증식은 MTT as-

say로 분석하였다. 머위 및 여주 추출물 처리 시 1～10 μg/
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mL 수준에서 100% 이상의 조골세포 증식률을 보였으며,

특히 머위 추출물의 경우 10 μg/mL 수준에서 114%의 높은

증식률을 나타내었다. 반면 두 추출물 모두 100 μg/mL 이상

의 농도에서는 시료의 독성효과로 인한 세포 증식 저해를

나타내었다. 따라서 조골세포의 증식을 저해하지 않는 추출

물의 최적 작용 농도를 10 μg/mL로 결정하였다.

기질의 성숙단계는 ALP, osteopontin, osteonectin 등의

골 분화 표지자로 확인할 수 있으며, 본 연구에서는 조골세

포의 표지 효소로 보고된 ALP의 활성을 분석하여 머위 및

여주 추출물의 조골세포의 활성에 대한 효과를 분석하였다.

ALP는 세포막에 위치하는 효소로서 거의 대부분의 조직에

존재하고 특히 조골세포 분화과정에 관여하며, 이 효소의

상대적인 활성도에 따라 조골세포의 분화단계를 확인할 수

있다(28). 즉, 골 조직에 존재하는 ALP의 경우 골 성장이

활발히 진행될 때 이 효소의 활성 역시 증가한다. 머위 추출

물 투여군의 ALP 활성은 배양 개시 3일째 대조군과 비교하

여 높은 활성을 보였으며, 배양 7일째 ALP 활성이 최고로

유도되는 것을 확인하였고 이후 점차 감소하는 경향을 나타

내었다. 반면, 여주 추출물 투여군은 3일째 대조군에 비해

높은 ALP 활성을 보였으나 이후 효소의 활성이 계속적으로

감소하였다. ALP 활성이 시간 경과에 따라 감소하는 것은

osteocalcin이 발현되거나 bone nodule이 형성되기 때문이

며 이들이 형성되기 전 ALP 활성은 최고조에 달하게 된다

(29). 배양 3일째의 머위 및 여주 추출물 투여군의 경우, 대조

군에 비해 높은 ALP 활성을 나타내었으며, 이는 각각의 추

출물이 조골세포의 증식과 기질의 성숙에 영향을 준다는 것

을 의미한다. 배양 3일 이후 시간이 경과할수록 ALP 활성이

감소한 여주 추출액 투여군의 결과를 미루어 볼 때 여주 추

출물은 조골세포의 증식률에는 영향을 주지만 골 형성에 영

향을 주지 않는 것으로 판단된다.

골조직의 생성과정 중 마지막 단계는 원시 세포가 골화되

는 석회화단계이다. Bone nodule은 조골세포의 분화에 중요

한 표식인자로서 칼슘에 특이적으로 흡착력이 높은 alizalin

을 이용하여 확인할 수 있다(30). 이 식물성 염료는 석회화된

세포의 세포외기질에 염색되므로 석회화 정도가 진행될수

록 진하게 염색되는 것을 알 수 있다(31). MC3T3-E1 조골

세포는 배양기간에 비례하여 bone nodule 형성이 증가하였

다. 배양 14일째 머위 추출액을 투여한 처리군의 경우 대조

군에 비해서 염색의 정도가 증가하였으며, 21일째에는 염색

된 영역이 확대되었고, 시간이 지날수록 짙은 염색이 나타난

것으로 미루어 볼 때 머위 추출물이 MC3T3-E1 조골세포의

증식 유도 및 ALP 활성 증가뿐만 아니라 조골세포의 분화와

석회화에 관여하는 것을 확인할 수 있었다. 반면, 여주 추출

물을 투여한 처리군은 14일과 21일째 bone nodule 형성이

대조군보다 적은 것을 확인하였으며, 여주 추출물은 조골세

포의 세포외기질화에 긍정적인 효과를 나타내지 못한 것으

로 확인하였다.

조골세포의 분화와 기질 석회화 형성능의 재확인을 위해

RNA를 분리하여 RT-PCR을 이용하여 골기질에 관련된 유

전자의 발현 변화를 조사하였다. 조골세포 석회화의 유도에

관여하는 ALP mRNA는 대조군에 비해 머위 추출물 투여군

에서 높게 발현되었고, 여주 추출물 투여군의 경우 변화가

없었다. 골 기질 내에 있는 비콜라겐성 단백질로서 골세포에

의해 주로 생산되는 osteocalcin mRNA의 경우 대조군, 머위

및 여주 추출물에서 유전자의 발현을 확인하였으나 유의적

인 차이를 나타내지는 않았다. 골 형성 및 흡수기전으로 조

골세포에서 분비되어 파골세포의 활성에 영향을 미치는

OPG와 RANKL mRNA 발현의 변화는 real time-PCR를

사용하여 정량화 하였다. RANKL은 파골세포 전구체에 위

치하는 RANK와 결합하여 RANKL-RANK 복합체를 형성

함으로써 파골세포의 활성 및 분화를 촉진한다(20). OPG는

이러한 RANKL에 부착하여 RANKL-RANK 결합체 형성

을 저해함으로써 파골세포의 분화를 방해한다(32). OPG가

증가할 경우 파골전구세포에서 파골세포로의 분화가 방해

되고 파골세포의 세포사가 증가하게 되어 골흡수가 억제되

므로 조골세포에 의한 골형성이 우세하게 나타난다(33).

Real time-PCR 결과, OPG mRNA는 머위 추출물을 10 μg/

mL 농도로 처리한 경우 그 발현 정도가 대조군에 비해 2.1배

증가하였다. 반면, 여주 추출물 처리군의 발현정도는 대조군

에 비해 0.85배로 감소하였고 RANKL mRNA의 발현 정도

는 대조군과 머위 및 여주 추출물 간 차이를 보이지 않았다.

Kawamoto 등(34)은 면역조직화학적인 방법을 통해 모든

분석된 조직에서 RANKL과 OPG는 함께 위치한다는 것을

밝혔고, 이러한 RANKL/OPG 발현도의 차이, 즉 OPG의 높

은 발현율은 RANKL에 의해 증가된 골 흡수를 보상하기

위한 보호적인 메커니즘으로 보고한 바 있다. 따라서 파골세

포의 분화에 RANKL의 발현차이는 나타나지 않았지만, 머

위 추출물을 투여한 조골세포에서 RANKL의 활성을 역으

로 조절하는 OPG의 발현도가 대조군에 비해 2.1배 증가한

결과는 머위 추출물이 골 형성을 증가시키는 주요 매개 물질

로서의 가능성을 보여준다고 사료된다.

요 약

본 연구를 통하여 여주 추출물은 세포 증식을 제외하고는

조골세포에 긍정적인 영향을 미치지 못하였지만 머위 추출

물은 세포의 증식, ALP 활성, bone nodule의 형성이 대조군

과 비슷한 결과를 나타내거나 높은 경향을 나타냄으로써 조

골세포의 골 형성 과정인 증식, 기질의 성숙, 기질의 석회화

의 세 단계에서 유효성을 증명하였다. 또한 OPG mRNA의

2배 이상의 증가는 조골세포의 골 형성에 주요 매개 물질로

서 가능성이 있음을 밝혔다. 따라서 머위 추출물은 골수의

미세 환경에서 세포의 조절작용을 하는 물질로 여겨지며,

골다공증을 포함한 각종 골 결손 질환의 예방과 치료약 개발
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에 긍정적인 가능성을 제시할 것이라 사료된다.
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