
Ⅰ. 서 론

장기적으로 나타나는 염증질환은 골과 광물질 사에 직

접적 또는 간접적으로 향을 미친다. 특히, 류마티스관절

염과 같은 류마티스질환은 직접적으로 골흡수를 야기시켜

골생성과 골흡수의 균형을 변화시킨다. 이러한 염증질환

에서 tumor necrosis factor (TNF)-α와 interleukin (IL)-1β가

가장 주요한 역할을 한다고 알려져 있다. TNF-α는 전신염

증성 병변에 관여하는 사이토카인으로 주로 급성기 반응

을 일으키며, 이러한 역할은 면역세포를 조절함으로써 이

루어진다. IL-1β또한 염증성 반응에서 중요한 역할을 하는

사이토카인으로 중추신경계(central nerve system)에서 IL-1β

에 의한 사이클로옥시저네이스 (cyclooxygenase)-2의 유도

가 염증성동통의 원인이된다1-4. 
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Introduction: Skeletal homeostasis is normally maintained by the stability between bone formation by osteoblasts and bone resorption by osteo-

clasts. However, the correlation between the inflammatory reaction and osteoblastic differentiation of cultured osteoprogenitor cells has not been fully

investigated. This study examined the effects of inflammatory cytokines on the osteoblastic differentiation of cultured human periosteal-derived cells.

Materials and Methods: Periosteal-derived cells were obtained from the mandibular periosteum and introduced into the cell culture. After passage

3, the periosteal-derived cells were further cultured in an osteogenic induction Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) medium containing

dexamethasone, ascorbic acid, and β-glycerophosphate. In this culture medium, tumor necrosis factor (TNF)-αwith different concentrations (0.1, 1,

and 10 ng/mL) or interleukin (IL)-1βwith different concentrations (0.01, 0.1, and 1 ng/mL) were added. 

Results: Both TNF-αand IL-1βstimulated alkaline phosphatase (ALP) expression in the periosteal-derived cells. TNF-αand IL-1βincreased the

level of ALP expression in a dose-dependent manner. Both TNF-αand IL-1βalso increased the level of alizarin red S staining in a dose-dependent

manner during osteoblastic differentiation of cultured human periosteal-derived cells. 

Conclusion: These results suggest that inflammatory cytokines TNF-αand IL-1βcan stimulate the osteoblastic activity of cultured human

periosteal-derived cells.

Key words: Periosteal-derived cells, Inflammatory cytokine, Tumor necrosis factor-α(TNF-α), Interleukin-1β(IL-1β)
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골 사에 관한 여러 선행연구들을 통하여 TNF-α와 IL-1β

의 역할이 지속적으로 보고되고 있다. Walsh 등5은 TNF-α

와 IL-1β의 작용을 저해하는 치료에 의하여 류마티스관절

염에서 나타날 수 있는 골소실이 감소한다고 하 다.

TNF-α와 IL-1β의 작용을 저해할 경우, 염증성 병변과 관련

이 없는 질환에서도 골소실을 예방할 수 있다고도 보고되

고 있다 . 난소를 절제한 쥐를 이용한 동물실험에서

Ammann 등6은 TNF-α의 저해제인 soluble tumor necrosis

factor receptor (TNFR)-immunoglobulin G 3 (IgG3) fusion

protein을 통하여 TNF-α의 역할을 억제할 경우, 골소실이

일어나지 않았다고 하 다. Lorenzo 등7도 난소를 절제한

쥐를 이용한 동물실험에서 IL-1 수용체를 저해하여 IL-1의

역할을 억제할 경우, 상완골 골소실이 일어나지 않았다고

보고하 다. TNF-α와 IL-1β가 골흡수를 야기하는 기전은

골흡수 과정을 직접적으로 활성화시켜 골흡수를 일으킨

다는 것과 골전구세포의 조골세포로의 분화와 골생성을

억제하여 간접적으로 골흡수를 야기한다는 점 등이 알려

져 있다. 골전구세포의 조골세포로의 분화 초기 단계에 중

요한 역할을 하는 전사인자로 조골세포의 초기 특이 표지

자로 알려져 있으며 core-binding factor α1 (Cbfα1)이라고도

불리우는 Runx2와 관련하여 TNF-α는 이 Runx2의 발현을

감소시킨다고 알려져 있다8. 

골 사에 한 이러한 염증성 사이토카인의 역할과 상반

되는 결과로 염증성 사이토카인이 골형성을 유도한다는

보고도 최근에 두되고 있다. Doherty 등9은 만성 혈관성

염증질환인 죽상동맥경화증(atherosclerosis)에서 염증성 사

이토카인이 혈관벽에 이소성 골침착을 야기한다고 보고하

다. 류마티스관절염 등과 같은 염증질환에 흔히 이용하

는 덱사메타손이 치료 약리학적 용량으로 적용될 경우, 골

조직에는 골다공증 또는 무혈관성 괴사를 나타낸다고 알

려져 있으나, 세포배양에서 생리학적 용량으로 적용될 경

우, 골전구세포의 조골세포로의 분화과정을 촉진시킨다고

알려진 것과 같이 어떠한 약물이나 단백질은 작용하는 상

황에 따라상반된 결과를도출할 수있다10,11. 

골막기원세포의 조골세포로의 분화과정에서 TNF-α와

IL-1β1가 적용되었을 경우, 그 효과에 해서는 알려진 것

이 거의 없는 관계로 본 연구에서는 TNF-α와 IIL-1β1가 골

막기원세포의 조골세포로의 분화과정에 미치는 효과를 연

구하고자 한다.  

Ⅱ. 연구 상 및 방법

1. 골막기원세포의 추출 및 배양

골막기원세포를 추출하고 증식하는 과정은 이전 연구방

법에 의하여 실시하 다12,13. 경상 학교 병원의 윤리위원

회를 따르고 환자 동의하에 매복된 하악 제3 구치의 발치

과정에서 약 5×20 mm의 골막을 채취하여 여러 조각으로

자른다. 이를 100-mm culture dish에 넣은 후 10% fetal

bovine serum, 100 IU/mL penicillin, 그리고 100 μg/mL strep-

tomycin이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM) 배지에서 37℃, 5% CO2 배양기를 통하여 배양하

다. 약 90%의 세포군집(confluence)을 나타내면 증식된

세포들을 0.02% 트립신과 0.02% ethylenediaminetetraacetic

acid (EDTA)로 5분간 트립신 처리하고 1,500 rpm에서 원심

분리하여계 배양을 실시하 다.

2. 골막기원세포의 조골세포로의 분화 및 염증성 사이토

카인의 적용

Passage 3을 거친 후, 골막기원세포들은 3×104 cells/well

의 도로 24-well plate에 주입하고 10% fetal calf serum, 50

μg/mL L-ascorbic acid 2-phosphate, 10 mM β-glycerophos-

phate, 그리고 10 nM dexamethasone이 포함된 DMEM 배지

로 구성된 골형성 유도 배지에서 0.1, 1, 그리고 10 ng/mL의

TNF-α를 처리하거나 0.01, 0.1, 그리고 1 ng/mL의 IL-1β을

처리하여 2주 동안배양하 다.

3. 알칼리성 인산분해효소의 조직화학적 검사(histochemical

detection of alkaline phosphatase (ALP) activity) 

인산염 식염수로 세포층을 세척한 후, 3.7% 포름알데히

드와 90% 에탄올로 2분간 고정하고 10분간 Tris buffer

saline (TBS)에 세척하 다. 이후 5-bromo-4-chloro-3-indolyl

phosphate와 nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT, Amresco,

Ohio, USA) 알칼리성 인산분해효소 기질을 이용하여 실온

에서 10분간 염색하여 알칼리성 인산분해효소의 조직화학

적검사를 시행하 다.

4. Alizarin red S 염색 및 정량화

배양된 세포를 인산염 식염수로 세척하고 4% 포름알데

히드로 10분간 고정하 다. 2% alizarin red S 용액으로 5분

간 부드럽게 진탕한 후 탈염수로 여러 번 세척하여 여분의

염색액을 제거하고 염색양상을 관찰하 다 . 염색된

alizarin red를 정량화하기 위하여 스캐너를 사용하여 염색

된 24-well plate의 이미지를 얻은 후, 100 mM cetylpyridini-

um chloride (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA) 용액을 첨

가하여 상온에서 2시간 반응시켜 염색된 alizarin red를 용

해시켜 추출하 다. 용해된 alizarin red의 농도는 multiplate

reader 분광광도계(Molecular Devices, Menlo Park, CA,

USA)를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하여 표시하

다.
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Ⅲ. 결 과

1. 알칼리성 인산분해효소의 발현

일반적으로 알칼리성 인산분해효소는 조골세포의 분화

초기에 그 활성이 뚜렷하여 초기 조골세포의 특이 표지자

로 알려져 있어, 0.1, 1, 그리고 10 ng/mL의 TNF-α를 처리하

거나 0.01, 0.1, 그리고 1 ng/mL의 IL-1β을 처리한 후, 골막

기원세포에서 발현되는 알칼리성 인산분해효소의 조직화

학적 평가는 배양 3일째에 시행하 다. 알칼리성 인산분해

효소의 발현은 TNF-α나 IL-1β를 처리하 을 경우 증가되

었고 그 양상은 농도의존성 경향을 나타내었으며 특히 IL-

1β를 처리하 을 경우 알칼리성 인산분해효소의 발현이

뚜렷하게관찰되었다.(Figs. 1, 2)

2. 골기질 형성평가

Alizarin red S 염색은 석회화된 골기질을 평가하는데 가

장 많이 사용하는 방법 중의 하나이며 석회화된 골기질 형

성정도는 성숙한 조골세포의 표지자로 알려져 있으므로

0.1, 1, 그리고 10 ng/mL의 TNF-α를 처리하거나 0.01, 0.1,

그리고 1 ng/mL의 IL-1β을 처리한 후, 골막기원세포에서

발현되는 alizarin red S 염색양상은 배양 14일째에 평가하

다. Alizarin red S 양성 골기질은 TNF-α나 IL-1β를 처리하

을 경우 뚜렷하게 관찰되었다. TNF-α의 경우는 10

ng/mL의 TNF-α를 처리하 을 경우, alizarin red S 염색양상

이 뚜렷하게 관찰되었으며, IL-1β의 경우는 0.1 그리고 1

ng/mL의 IL-1β를 처리하 을 경우, 그 염색양상이 뚜렷하

다. 특히 1 ng/mL의 IL-1β를 처리하 을 경우가 가장 뚜

렷한 alizarin red S 양성골기질을 나타내었다.(Figs. 3, 4)

Fig. 1. ALP expression in the periosteal-derived cells treated

with TNF-αat 3 days of culture. A. No treatment of TNF-α.
B. Treatment of 0.1 ng/mL TNF-α. C. Treatment of 1

ng/mL TNF-α. D. Treatment of 10 ng/mL TNF-α.
(ALP: alkaline phosphatase, TNF: tumor necrosis factor)

A

B

C

D Fig. 2. ALP expression in the periosteal-derived cells treated

with IL-1βat 3 days of culture. A. Treatment of 0.01 ng/mL

IL-1β. B. Treatment of 0.1 ng/mL IL-1β. C. Treatment of 1

ng/mL IL-1β.
(ALP: alkaline phosphatase, IL: interleukin)

A

B

C

Fig. 3. Alizarin red S staining for mineralized nodule forma-

tion in periosteal-derived cells treated with 0.1, 1, and 10

ng/mL TNF-αor 0.01, 0.1, and 1 ng/mL IL-1β.
(TNF: tumor necrosis factor, IL: interleukin, OM-; non-osteogenic

induction medium, OM+; osteogenic induction medium)

TNF-α
(ng/mL)

IL-1β
(ng/mL)

OM-

0.1

1

10

OM+

0.01

0.1

1
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

염증성 병변이 존재할 경우, 일반적으로는 골 사에서

골흡수를 야기시키는 것으로 알려져 있으나 류마티스질환

에서는 최근에 상반된 결과들이 보고되고 있다. 류마티스

관절염에서는 골흡수를 야기하는 반면 , 척추관절염

(spondyloarthropathies)과 같은 류마티스질환에서는 병변

부위에서 골증가를 나타낸다고도 보고되고 있는 것이다14.

이러한 점을 고려하면 염증성 사이토카인이 상황에 따라

다른 결과를 나타낼 수도 있음을 시사한다. 그리하여 본 연

구에서는 골막기원세포를 이용하여 골전구세포의 조골세

포로의 분화과정에서 표적 염증성 사이토카인인 TNF-α

와 IL-1β을 적용하 을 경우, 조골세포로의 분화과정에 미

치는 향을비교적 간단한실험으로 살펴보았다. 

TNF-α와 IL-1β는 표적인 염증성 사이토카인으로 동일

하지는 않지만 유사한 신호체계를 통하여 그 역할을 수행

한다. TNF-α는 TNF로도 불리우고 류마티스관절염 등에서

활성화된 T 세포뿐 아니라, 병변에 인접한 식세포나 윤

활막세포(synoviocytes) 등에서 주로 분비되며 이러한 세포

들에서 파골세포의 분화에 직접적으로 향을 미치는

receptor activator of nuclear factor κB (RANK)의 발현을 촉

진시켜 골흡수를 야기한다고 한다. 또한 TNF는 관절병변

과 인접한 골조직에서는 조골세포로의 분화나 조골세포

자체의 기능을 저해하는 것으로 알려져 있다. 생체 외 실험

에서는 TNF가 알칼리성 인산분해효소와 제1형 콜라겐 형

성을 억제하며 osteocalcin mRNA의 발현을 저해한다고 알

려져 있다15-18. IL-1은 상과(superfamily)로 IL-1α, IL-1β, 및

IL-1 receptor antagonist (IL-1Ra)로 이루어져 있고 IL-1α와

IL-1β가 면역반응 등에 관여하는 사이토카인이며 IL-1Ra

는 IL-1α및 IL-1β가 수용체에 결합하는 것을 방지하여 면

역반응을 억제하는 역할을 한다. 이 중 IL-1β는 식세포,

섬유아세포 및 수지상세포(dendritic cells) 등에서 발현되어

염증성 반응뿐 아니라, 세포증식, 세포분화 및 세포사멸과

같이관련된 세포에서다양한 기능에관여한다19-21. 

골전구세포인 골막기원세포에서 조골세포로의 분화과

정에서 이러한 사이토카인의 효과를 관찰한 본 연구에서

는 TNF-α와 IL-1β모두 알칼리성 인산분해효소의 활성을

증가시키고 alizarin red S 양성 골기질 형성을 촉진시키는

것으로 나타났다. 알칼리성 인산분해효소는 조골세포에서

형성되는 외효소(ectoenzyme)로, 무기성 피로인산염(inor-

ganic pyrophosphate)의 분해에 관여하여 무기질 침착을 위

한 인산염 또는 무기성 피로인산염의 국소적 증가를 이루

게 하는 역할을 하므로 일반적으로 조골세포의 분화 초기

에 그 활성이 뚜렷하여 초기 조골세포의 특이 표지자로 알

려져 있어 본 연구에서는 배양 3일째에 이의 발현을 관찰

하 다. 알칼리성 인산분해효소의 발현과 관련하여서는

특히 IL-1 β를 처리하 을 경우 그 발현이 뚜렷하게 증가됨

을 관찰하 다. 석회화된 골기질 형성정도를 통하여 성숙

한 조골세포에 한 평가를 시행하는데 가장 많이 사용하

는 방법은 von kossa 염색이나 alizarin red S 염색방법이다.

본 연구에서는 alizarin red S 염색을 통한 석회화된 골기질

형성정도를 배양 14일째에 시행하 다. Alizarin red S 염색

을 통해 나타나는 석회화된 골기질 형성정도가 조골세포

관련 배양에서 골형성 정도의 최종 잠재력을 평가하는데

이용할 수 있지만 그 정도에 하여 정량화적 평가방법이

동원된다면 더 정확한 평가방법이 될 수 있으므로 본 연구

에서는 alizarin red S 정량화도 시행하여 골막기원세포의

조골세포로의 분화과정에 TNF-α와 IL-1β를 적용할 경우,

골기질 형성이 촉진된다는 것을 관찰하 다. 다만, TNF-α

의 경우는 10 ng/mL의 TNF-α를 처리하 을 경우가, IL-1β

의 경우는 0.1 그리고 1 ng/mL의 IL-1β를 처리하 을 경우,

alizarin red S 양성골기질의 뚜렷한증가를 확인하 다. 

본 연구는 비교적 간단한 실험만을 시행한 것이나 골막

기원세포라는 골전구세포의 조골세포로의 분화과정에서

염증성 사이토카인의 긍정적 효과를 확인할 수 있었다. 염

증성 사이토카인을 골조직공학에서 적절하게 활용한다면

이는 골전구세포의 조골세포로의 분화에 기여하는 또 다

른 주요한 인자가 될 수 있을 것으로 생각한다. 본 연구와

관련하여 이의 기전 및 여러 가지 다양한 사이토카인의 적

용에 한 추가적인연구가 동반되어야할 것이다. 

Fig. 4. Quantification of alizarin red S in periosteal-derived

cells treated with 0.1, 1, and 10 ng/mL TNF-αor 0.01, 0.1,

and 1 ng/mL IL-1β.
(TNF: tumor necrosis factor, IL: interleukin, OM-; non-

osteogenic induction medium, OM+; osteogenic induction

medium) 
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Ⅴ. 결 론

경상 학교 병원의 윤리위원회를 따르고 환자 동의하에

매복된 하악 제3 구치의 발치과정에서 5×20 mm의 골막

을 채취하여 1차 배양 및 계 배양을 실시하고 passage 3을

거친 골막기원세포에 0.1, 1, 그리고 10 ng/mL의 TNF-α를

처리하거나 0.01, 0.1, 그리고 1 ng/mL의 IL-1β을 처리하여

골형성 유도 배지에서 14일 동안 배양한 후, 다음과 같은

결론을얻었다. 

1. 알칼리성 인산분해효소의 발현은 TNF-α나 IL-1β를 처

리하 을 경우 그 발현정도가 증가함을 관찰하 고 그

양상은 농도의존성 경향을 나타내었으며, 특히 IL-1β

를 처리하 을 경우 알칼리성 인산분해효소의 발현이

뚜렷하게 관찰되었다. 

2. Alizarin red S 양성 골기질은 TNF-α나 IL-1β를 처리하

을 경우 뚜렷하게 관찰되었는데 TNF-α의 경우는 10

ng/mL의 TNF-α를 처리하 을 경우가, IL-1β의 경우는

0.1 그리고 1 ng/mL의 IL-1β를 처리하 을 경우, 그 염

색양상이 뚜렷하 다. 특히 1 ng/mL의 IL-1β를 처리하

을 경우가 가장 뚜렷한 alizarin red S 양성 골기질을

나타내었다. 
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