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ABSTRACT

Objectives : Achyranthis Bidentatae Radix (ABR) has been used for treating of many symptoms 

especially osteoporosis and rheumatoid arthritis. In this study, we determined the effects of water 

extract of ABR in RANKL (Receptor Activator for Nuclear Factor κ B Ligand)-induced osteoclast 

differentiation culture system.

Methods : We assayed mRNA expression levels of NFATc1, c-Fos, TRAP, OSCAR, FcRγ, DAP12 

and GAPDH in bone marrow macrophages (BMMs) treated with ABR. The protein expression levels 

of NFATc1, c-Fos, MAPKs and β-actin in cell lysates treated with ABR were analysed by Western 

blotting. In addition  we determined the effects of water extract of ABR on LPS-induced bone-loss 

mouse.

Results : Water extract of ABR showed remarkable inhibition on RANKL-treated osteoclast differentiation 

without cytotoxicity. ABR down-regulated the induction of c-Fos and NFATc1 by RANKL. ABR 

suppressed phosphorylation of JNK, p38 and I-κB. ABR rescued bone erosion by LPS induction in 

vivo study.

Conclusions : These results demonstrate that ABR may be a useful remedy for curing of bone-loss 

disease such as osteoporosis.
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서 론

미국 50세 이상의 여성 중 약 3천만 명, 남성 중 약 1

천만 명이 골다공증을 앓고 있거나 낮은 골밀도(bone

mineral density)를 보이는 것으로 나타났다1). 골다공증은

주로 폐경기 이후 estrogen 부족으로 발생하기 때문에

여성의 질병으로만 생각하기 쉽지만 나이와 성별에 관계

없이 발생할 수 있는 질병이다2). 미국 내에서 2백만 건

이상의 골다공증성 골절이 발생하고 이와 관련한 사회비

용이 총 17조 원에 달해(2005년도) 심각한 사회문제로 대

두되었다3). 우리나라 또한 고령화 사회의 진입으로 인하

여 골다공증의 위험에 노출되어 있고 이에 따라 적절한
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치료제의 개발이 중요한 사항으로 부각되었다.

골의 항상성은 새로운 골 기질을 형성하는 조골세포와

오래된 골 기질을 흡수하는 파골세포의 적절한 균형에

의해 유지되어 인체하중의 지탱, 기관보호, 조혈작용의

역할을 수행하는데, 성인에서 매년 전체 골 함량 중 약

10%가 재형성되는 매우 역동적인 조직이다4). 골다공증은

대사성 질환으로 파골세포에 의한 골의 흡수가 조골세포

에 의한 골의 형성보다 과도하여 골의 항상성이 깨질 때

발생한다5). 골다공증 발현에 중추적인 역할을 하는 파골

세포는 조혈모세포에서 기원한 다핵형 세포로서 골조직

에 부착되어 산, FPP(farnesyl pyrophosphate) 등 여러 종

류의 분해효소를 분비하여 골 기질을 재흡수한다. 완전한

기능을 하는 파골세포가 되기 위하여 일련의 분화과정을

거쳐야 하는데 파골전구세포는 분화에 중요한 두 가지 사

이토카인 M-CSF (macrophase colony-stimulating factor)

와 RANKL (receptor activator of nuclear factor-κB

ligand)의 조절에 의해 성숙한 파골세포로 분화된다. 특

히 파골세포의 생존, 분화, 다핵화, 활성화에 총체적인 역

할을 하는 RANKL은 TNF계열의 사이토카인으로 수용체

인 RANK와 결합하여 TRAF6 (TNF receptor associated

factor 6)를 활성화 한다6). TRAF6가 활성화되면 JNK

(c-Jun N-terminal kinases), ERK (extracellular- signal

regulated kinases), p38 MAP kinases 등과 같은

MAPKs (mitogen-activated protein kinases)는 물론

NF-κB (nuclear factor-κB), AP-1 (activator protein-1),

NFATc1 (nuclear factor of activated T cells c1) 등과

같은 전사인자를 활성화하여 파골세포의 분화과정이 진

행된다5,7). 따라서 RANKL 신호과정의 각 단계별 차단을

통한 과도한 파골세포 형성의 억제는 골다공증에 대한

치료적인 접근을 가능하게 할 것이다.

현재 골다공증 치료에는 크게 두 가지 종류의 약물이

사용되는데, bisphosphonate, calcitonin, estrogen 요법제

등의 골흡수 억제제와8-10), teriparatide(재조합 부갑상선

호르몬 [1-34]) 제제 등의 골형성 촉진제가 있다11). 하지만

이 중 bisphosphonate 제제는 식도 및 위장관에 궤양을 유

발하는 경우가 많고, 생체 이용률이 매우 낮다는 부작용이

있다. 비교적 부작용이 적은 장점으로 최근 천연물질을 이

용한 신약개발과 질병의 치료가 보편화되면서 골다공증의

치료에 이를 응용한 연구 또한 활발하다. 기존에 녹용, 노

각나무(stewartia koreana), 삼백초(sauchinone), 작약(paeonol)

등이 RANKL로 유도된 파골세포의 분화를 억제하고

LPS로 유도된 생체 내 골 손실을 억제한다는 보고가 있

다12-15).

우슬(Achyranthis Radix)은 비름과(Amaranthaceae)에

속한 다년생 초본의 뿌리로 성분은 triterpenoid saponin

이 함유되어 있어 가수분해하면 oleanolic acid를 얻을 수

있고, ecdysterone, inokosterone 및 다량의 칼슘염이 함

유되어 있다16). 국내에서는 우슬로서 쇠무릎(Achyranthes

japonica Nakai)을 사용하고, 중국에서는 懷牛膝(Achyranthis

Bidentatae Radix, ABR)과 川牛膝(Cyathula officinalis

Kuan)을 사용한다. 한의학에서는 골다공증의 발병원인을

五臟 중의 하나인 腎臟과 밀접한 관련이 있는 것으로 생

각하는데, 腎은 ‘先天의 本’으로 精을 저장하며 骨과 상합

하여 髓를 생성하고 생장․발육․생식을 주관한다고 본

다. 따라서 腎을 補할 수 있는 약물들은 骨을 충실하고

튼튼하게 하여 골다공증을 예방하고 치료할 수 있다. 특

히 우슬 중에서도 懷牛膝은 ‘補肝腎․强筋骨’의 효능이

다른 우슬에 비해 비교적 강하고 ‘散瘀血․消癰腫’ 등의

효능으로 임상에서 관절염에 이용되어 왔으며 과학적 방

법으로 진통, 소염, 항암효과 및 골 형성 촉진효과가 보

고되었다17-19). 하지만 골다공증에 직접적인 영향을 미치

는 파골세포의 억제에 관한 연구는 아직 미비하다. 따라

서 이번 연구에서는 RANKL에 의한 파골세포 분화에 우

슬 물 추출물의 직접적인 억제효과를 밝히고자 하였고,

파골세포 분화에 중요한 전사인자의 억제를 단계별로 연

구하여 억제 작용기전을 규명하고자 하였다. 또한 기존에

생쥐의 난소적출을 통한 폐경 후 골다공증 모델에 우슬

의 효과를 보고한 논문은 있지만 LPS로 유도되는 생쥐

의 염증성 골 손실모델에 관한 연구가 아직 없으므로 이

모델을 사용하였고 Nano-CT로 대퇴골의 3차원적 영상

을 얻어 관절염에 우슬이 미치는 생체 내 효과를 규명하

고자 하였다.

재료 및 방법

1. 약재 및 시약

이번 연구에 사용한 우슬은 옴니허브사(대구, 한국)에

서 구입하였고 Glas-Col (Terre Haute, IN, USA)사에서 구

입한 Heating mantle을 이용하여 2시간 동안 가열하여 물로

추출하고 Büchi Labortechnik AG (Flawil, Switzerland) 사

에서 구입한 감압농축기(Rotavapor R-124)로 농축한 후

EYELA (Japan)사에서 구입한 동결건조기(FDU-2100)로

건조하여 최종적으로 파우더 형태를 얻었다. 10 g의 우슬

에서 6 g의 파우더를 얻어 수율(yield)은 60% 이었으며

원약재의 용량으로 환산하여 농도를 결정하였다. 멸균된

1 × PBS에 녹인 후 Sartorius (Göttingen, Germany) 사에

서 구입한 0.20 ㎛ 필터에 여과하여 곰팡이 등의 유해물

질을 제거한 후 -20℃에 보관하였다. 한약재 추출물은 경

시변화에 취약한 면이 있으므로 용액제조 후 한 달 이내에

용시에 녹여 사용하였다. Human RANKL과 Human

M-CSF는 Peprotech (London, UK)사에서 구입하였다.

c-Fos와 NFATc1의 항체는 Santa Cruz Biotechnology

(Santa Cruz, CA, USA)사에서 구입하였다. Phospho-

ERK, ERK, phospho-p38, p38, phospho-JNK, JNK, I-κ

B에 대한 항체는 Cell Signaling Technology (Beverly,

MA, USA)사의 제품을 사용하였다. XTT assay kit는

Roche (Indianapolis, IN, USA)사의 제품을 사용하였고,

actin 항체와 TRAP solution, LPS는 Sigma Aldrich (St.

Louis, MO, USA)사에서 구입하였다.
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2. 파골세포 배양 및 분화 억제

5주령의 수컷 ICR 생쥐를 경추탈골 법으로 희생시킨

후 1 × antibiotic을 첨가한 α-MEM을 1cc 주사기에 충전

하여 경골 및 대퇴골에서 골수를 채취하였다. 채취한 골

수세포에서 적혈구를 제거한 후 10% Fetal bovine

serum (FBS)과 M-CSF (30 ng/㎖)를 첨가한 α-minimum

essential medium (α-MEM)배지에서 3일간 배양하였다.

림프구를 포함하고 있는 부유 세포는 제거하고 부착된 세포

를 파골전구세포로서의 대식세포(bone marrow macrophages,

BMMs)로 사용하였다. 대식세포를 3.5×104/well의 밀도로

48-well plate에 분주하고 M-CSF (30 ng/㎖)와 RANKL

(100 ng/㎖)을 첨가한 배지에 우슬 물 추출물을 농도별로

처리하여 배양하였다. 3일 후 배양액을 교환한 다음 4일

째 TRAP 용액으로 염색하여 적자색의 TRAP (tartrate-

resistant acid phosphatase) 양성세포를 파골세포로 인정

하였다. 염색된 파골세포 중 핵이 3개 이상인 세포의 개

수를 통계에 이용하였다.

3. 우슬 물 추출물의 독성검사

대식세포를 1×104/well의 밀도로 96-well plate에 분주

하고 M-CSF (30 ng/㎖)를 처리한 후 우슬 물 추출물을

농도별로 처리하여 3일간 배양하였다. 3일 후 각각의 well

에 XTT용액을 처리하고 4시간 동안 incubation한 후

ELISA Reader를 이용하여 450 ㎚ 흡광도에서 측정하였다.

4. 역전사 중합반응(RT-PCR) 분석

세포내 전량의 RNA를 TRIzol 용액(invitrogen)을 이

용하여 제조사의 설명서에 따라 분리하였다. 분리한

RNA 중 1 ㎍을 oligo dT primer, dNTP buffer, dithiothreitol,

RNase inhibitor, Superscript II reverse transcriptase

Table 1. Sequences of Each Primers Used in PCR
Amplification

Primer Sequence

c-Fos
forward 5'-CTGGTGCAGCCCACTCTGGTC-3'

reverse 5'-CTTTCAGCAGATTGGCAATCTC-3'

NFATc1
forward 5'-CAACGCCCTGACCACCGATAG-3'

reverse 5'-GGCTGCCTTCCGTCTCATAGT-3'

TRAP
forward 5'-ACTTCCCCAGCCCTTACTAC-3'

reverse 5'-TCAGCACATAGCCCACACCG-3'

OSCAR
forward 5'-CTGCTGGTAACGGATCAGCTCCCCAGA-3'

reverse 5'-CCAAGGAGCCAGAACCTTCGAAACT-3'

FcRγ
forward 5'-ATCTCAGCCGTGATCTTGTTCTTG-3'

reverse 5'-TCTCATGCTTCAGAGTCTCATATG-3'

DAP12
forward 5'-TTCCTTCCTGTCCTCCTGACTGTG-3'

reverse 5'-TGCCTCTGTGTGTTGAGGTCACTG-3'

GAPDH
forward 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'

reverse 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'

(invitrogen)를 사용하여 cDNA로 합성하였다. 각 유전인

자의 DNA 증폭을 위한 PCR (polymerase chain reaction)

primer는 다음과 같다(Table 1). PCR을 마친 후 증폭된

각 DNA를 1% agarose gel에 전기영동을 걸어 분리하였

고 EtBr으로 염색하여 U.V.상에서 band를 확인하였다.

5. Western blot 분석

세포를 lysis buffer (50 mM tris-Cl, 150 mM NaCl, 5

mM EDTA, 1% Triton X-100, 1 mM sodium fluoride,

1 mM sodium vanadate, 1% deoxycholate, and protease

inhibitors)로 용해하였다. 전체 용해물을 원심분리(14,000

rpm, 20 min)하여 상층액을 얻었다. 표준 단백질량과 비

교하여 단백을 정량화한 후 30 ㎍의 단백을 10% SDS-

PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis)에서 전기영동으로 분리하고 Millipore

(Billerica, MA, USA)사에서 구입한 PVDF 막(polyvinylidene

difluoride membrane)으로 옮겼다. 5% skim milk를 처리

하여 비특이 단백이 붙는 것을 방지한 후 단백 각 사이즈

별로 1차 항체를 처리하였다. 이어 horseradish peroxidase

가 붙어있는 2차 항체를 처리하고 iNtRON (성남, 한국)

사에서 구입한 ECL (enhanced chemiluminescence)용액

으로 단백질의 발현정도를 측정하였다. PVDF 막으로 옮

긴 이후의 각 과정 중간에 TBS-T로 적당히 수세하여

불필요한 불순물을 제거하였다.

6. 동물실험

생체 내의 골 손실에 미치는 우슬 물 추출물의 효과를

규명하기 위해, 5주령의 수컷 ICR 생쥐 5마리를 한 군으

로 하여 각 군별로 우슬(생쥐 g당 0.4 ㎎ or 0.2 ㎎) 또는

PBS를 10일간 경구투여 하였다. 골 손실의 유도를 위해

실험군에 LPS (생쥐 g당 5 ㎍)를 우슬 투여시작일(1일)로

부터 4일과 7일 2회에 걸쳐 복강주사하였고 대조군에는

PBS를 주사하여 실험오차를 제거하였다. 10일째 되는 날

생쥐를 희생시키고 대퇴골을 얻어 4% paraformaldehyde

로 고정하였다. Nano-CT인 NFR Polaris-S160 (Nano

Focus Ray, 한국)을 이용하여 대퇴골 내부의 3차원적 영

상을 얻었다.

7. 통계분석

모든 실험은 3번 이상 반복 수행하여 그 중 대표적인

결과를 사용하였다. 정량적인 결과는 평균 ± 표준편차로

나타내었다. 결과 사이의 통계적인 유의성은 Student’s

paired t-test를 이용하여 분석하였고, p＜0.05인 경우를

통계적으로 유의한 것으로 인정하였다.
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결 과

1. 우슬 물 추출물의 파골세포 분화 억제효과

본 연구에서는 골다공증에 효과가 있다고 알려진 천연

물 10가지를 스크린하였다. 대식세포에 M-CSF와 RANKL

을 처리한 후 천연물을 처리하여 파골세포 분화의 억제

정도를 확인하였다. 그 중 효과가 좋은 우슬 물 추출물을 선

별하여 연구를 시작하였다. 대식세포에 M-CSF와 RANKL

을 처리한 후 4일간 배양하면 대조군 세포와 같이 TRAP

양성 다핵형 파골세포로 분화되는데, 우슬이 파골세포로

의 분화를 농도 의존적으로 억제한다는 것을 TRAP 염

색을 통해 확인하였다(Fig. 1A). 염색된 파골세포 중 핵

이 3개 이상인 세포의 숫자를 세어 5 ㎍/㎖의 농도부터

유의성이 있는 분화 억제효과를 관찰하였고, 20 ㎍/㎖의

농도에서는 거의 90%에 가까운 억제효과를 확인하였다

(Fig. 1B). 이 결과는 RANKL에 의해 유도되는 파골세포

분화과정 중에 우슬이 직접적인 억제효과를 발휘한다는

것을 의미한다.

0

200

400

600

800

1000

Control 3 5 10 20

Control 3 5

10 20 (μg/ml)

A

B

No
. o

f T
RA

P+
Ce

lls

ABR (μg/ml)

multinucleated 
mature 

Osteoclast cell

＊

＊
＊

0

200

400

600

800

1000

Control 3 5 10 20

Control 3 5

10 20 (μg/ml)

A

B

No
. o

f T
RA

P+
Ce

lls

ABR (μg/ml)

multinucleated 
mature 

Osteoclast cell

＊

＊
＊

Fig. 1. Inhibitory effect of ABR on osteoclastogenesis from
BMMs induced by soluble RANK.

A : BMMs were cultured with the indicated dose of ABR in the 
presence of M-CSF (30 ng/㎖) and RANKL (100 ng/㎖) for 4 days. 
Cells were fixed and TRAP stained. ABR inhibits osteoclast 
differentiation dose dependently. 

B : TRAP-positive multinucleated cells were counted (TRAP+ cells 
containing three or more nuclei were counted as multinucleated 
osteoclasts). (＊ p ＜ 0.05, significantly different from the control).

2. 우슬 물 추출물의 세포독성효과

우슬 물 추출물은 파골세포의 분화에 의미 있는 억제

효과를 나타냈다. 하지만 만약 우슬이 세포에 대한 독성

효과를 가지고 있고, 배양기간 동안 대식세포의 세포사멸

을 유도한다면 파골세포의 형성이 감소될 것이다. 우슬에

의한 파골세포 분화의 억제가 파골전구세포에 대한 독성

효과인지 확인하기 위하여 대식세포에 M-CSF 처리 후

우슬을 농도별로 처리하여 3일간 배양하였다. XTT검사

를 실시하여 M-CSF 단독 처리한 대조군과 우슬을 농도

별로 처리한 실험군 사이에 차이적인 유의성이 없다는

것을 검증하였다(Fig. 2). 이 결과 파골세포 분화의 억제

는 파골전구세포에 대한 우슬의 세포독성이 아닌 것으로

사료된다.
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Fig. 2. ABR showed no effect on cell cytotoxicity

BMMs were cultured with the indicated dose of ABR in the 
presence of M-CSF (30 ng/㎖) for 3 days. The XTT assay was 
evaluated and absorbance was read at 450 ㎚ using ELISA reader. 
This result means ABR had no cytotoxic effect, indicating that the 
inhibition of osteoclastogenesis by ABR was not caused by 
cytotoxic effect on BMMs.

3. RANKL로 유도되는 MAPKs에 대한

우슬 물 추출물의 억제효과

RANKL/RANK 상호작용에 의한 파골세포 분화개시

는 다양한 신호전달 체계를 경유하여 조절된다. 특히

p38, ERK, JNK 등의 MAP kinase와 전사인자인 NF-κB

는 분화에 중추적인 역할을 하는 NFATc1과 c-Fos를 조

절하는 중요한 신호전달 물질로 알려져 있다. 앞서 밝힌

파골세포 분화의 억제가 어떠한 경로를 경유한 것인지

확인하기 위하여 대식세포에 우슬을 전처리하고 RANKL
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Fig. 3. ABR decreases the activation of p38, NF-kB, and
JNK by RANKL

BMMs were serum-starved for 3 h, pretreated with or without ABR 
(20 ㎍/㎖) for 1 h and treated with RANKL (100 ng/㎖) for the 
indicated time. Cell lysates were subjected to Western blotting with 
antibody to specific for phosphorylated p38, ERK, I-kB, and JNK.
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을 시간별로 처리하여 각 신호전달 물질의 발현정도를

관찰하였다. 우슬 물 추출물은 RANKL로 유도되는 p38,

JNK, NF-κB의 인산화를 억제하는 반면, ERK의 인산화

는 억제하지 못하였다(Fig. 3). 이로써 우슬에 의한 파골

세포 분화억제 경로가 p38, JNK, NF-κB인 것을 증명하

였다.

4. 우슬 물 추출물의 RANKL-유도

NFATc1, c-Fos 발현 억제효과

NFATc1과 c-Fos는 파골세포의 분화에 가장 핵심적

인 요소이다. RANKL로 유도되는 NFATc1, c-Fos의 단

백질 발현에 우슬 물 추출물의 효과를 검증하기 위하여

Western blotting 방법을 이용하였다. M-CSF와 RANKL

을 처리한 대조군의 NFATc1과 c-Fos의 단백질이 시간

의존적으로 발현되는 것에 비해 우슬을 함께 처리한 실

험군에서는 단백질의 발현이 현저히 감소되었다(Fig. 4).

이 결과 우슬에 의한 파골세포 분화억제 작용기전이

c-Fos, NFATc1 발현과 관련되어 있음을 확인하였다.
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actin
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Fig. 4. ABR inhibits protein expression levels of NFATc1
and c-Fos induced by RANKL

BMMs were pre-treated in the presence or absence of ABR (20 ㎍
/㎖) for 1 h. And then stimulated with RANKL (100 ng/㎖) for the 
indicated time. Cell lysates were prepared and analyzed by 
Western blotting with NFATc1, c-Fos, and actin antibodies.

5. 우슬 물 추출물의 RANKL로 자극한

파골세포 유도인자 억제효과

RANKL 신호에 발현되는 특정 유전자들은 파골세포

의 분화를 조절하는 기능을 한다. 특히 c-Fos는 파골세

포 분화 초기 단계에 중요한 전사인자로 NFATc1의 발

현을 조절하며 또한 NFATc1은 OSCAR (osteoclast-

associated receptor)와 TRAP 유전자의 발현을 조절한다.

또한 FcRγ (Fc receptor common γ subunit)와 DAP12

(DNAX-activating protein 12)는 calcium signaling을 통

하여 파골세포 분화를 조절한다. 그리하여 파골세포 분화

와 밀접한 관련이 있는 유도인자에 우슬 물 추출물이 미치

는 효과를 확인하기 위하여 RANKL로 유도되는 NFATc1,

c-Fos, TRAP, OSCAR, FcRγ, DAP12의 mRNA 발현정도

를 RT-PCR 방법으로 검증하였다. 대식세포에 M-CSF

(20 ng/㎖)와 RANKL (100 ng/㎖)을 처리한 후 각 군별

로 우슬을 처리하거나 처리하지 않고 배양하여 배양세포

를 시간별로 취합하였다. RANKL은 NFATc1, c-Fos,

TRAP, OSCAR mRNA의 발현을 촉진하였지만 우슬에

의해 유의하게 억제되었다(Fig. 5A). 또한 RANKL에 의

해 발현된 FcRγ와 DAP12는 우슬에 의한 차이를 보이지

않았다. 발현된 유전자의 정도를 densitometric analysis를

이용하여 수치화하였다(Fig. 5B). 이는 앞서 밝힌

NFATc1, c-Fos 단백질 발현억제와 일치하는 결과 우슬

은 파골세포 분화과정 중 NFATc1과 c-Fos를 확실히 억

제하고 이를 통해 관련 유전인자를 억제한다는 것을 확

인하였다.
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Fig. 5. Inhibitory effect of ABR on RANKL-induced gene
expression

A : BMMs were cultured with M-CSF (20 ng/㎖) and RANKL (100 
ng/㎖) in the presence or absence of ABR (20 μg/㎖) for the 
indicated time. The mRNA expression levels of the genes were 
determined by RT-PCR. 
B : Gene expression levels of each genes are measured by 
densitometric analysis.

6. LPS-유도 골 손실에 미치는 우슬 물

추출물의 효과

앞선 실험에서 파골세포 분화의 세포 내 조건에 대한

우슬의 활성을 관찰하였다. 이번 실험에서는 생체 내에서

우슬 물 추출물이 미치는 영향을 검증하고자 염증성 골

손실 동물모델을 사용하였다. 생쥐 복강에 LPS를 주사하

고 우슬을 경구 투여하여 LPS로 유도되는 골 손실에 대
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한 우슬의 억제효과를 Nano-CT를 이용하여 확인하였다.

LPS만 단독처리한 대조군에서 소주골(trabecular bone)의

골 손실을 확인할 수 있었고, 우슬을 함께 투여한 실험군

에서는 LPS에 의한 골 손실이 억제되는 것을 관찰하였

다(Fig. 6A). 또한 시각화된 CT상의 데이터를 수치화하

기 위해 Bone volume/Tissue volume을 측정하여 우슬을

투여한 군과 LPS군과의 통계적인 차이를 확인하였다

(Fig. 6B). 이 결과 우슬은 세포 내 조건뿐만 아니라 생

체 내 조건에서도 염증을 동반한 골 손실을 억제하는 것

으로 사료된다.
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Fig. 6. ABR rescued bone-loss induced by LPS in mice

A : mice were oral-treated with ABR (200 or 400 ㎎/㎏/day) or 
PBS for every 10 days. LPS (5 ㎍/g of body weight) or 1×PBS 
was administered intraperitoneally on days 4 and 7, and the femurs 
were collected on day 10 after the first treat of ABR. Radiographs 
were taken with a Nano-CT.
B : bone volume/Tissue volume (BV/TV) was analyzed using the 
histomorphometric results. Asterisks indicate statistical difference 
from the LPS group. (＊p ＜ 0.05, significantly different from the 
control).

고 찰

골은 몸의 형태를 유지하고 주요 장기를 외부의 충격

으로부터 보호하며 칼슘과 인 등의 미네랄을 저장하여

혈액세포를 만들어내는 조혈작용을 한다. 골밀도와 강도

의 항상성은 골을 생성하는 조골세포와 골의 재흡수를

담당하는 파골세포 사이의 정교한 평형조절에 의해 유지

된다. 골다공증은 estrogen 부족, 부갑상선 기능 항진증,

corticosteroid 호르몬 및 각종 염증상황에 의해 야기되어

작은 충격에도 고관절, 척추, 손목 부위에 쉽게 골절이

생기는 질병이다20). 파골세포는 조혈모세포에서 유래하여

골을 부식시키도록 특화된 세포인데 그 수와 활성이 과

도하게 증가되면 골다공증이 발병한다. 따라서 이번 연구

에서 골다공증에 핵심적인 역할을 하는 파골세포의 분화

에 우슬 물 추출물의 효과를 검증하였다. 그 결과 우슬이

농도 의존적으로 파골세포의 분화를 현저하게 억제하는

것을 관찰하여 우슬이 파골세포 분화에 직접적인 영향을

미치는 것을 확인하였다(Fig. 1). 또한 세포독성검사를 통

해 그 억제효과가 파골전구세포에 대한 약물의 독성작용

에 의한 것이 아님을 확인하였다(Fig. 2).

파골세포는 시작, 분화, 다핵화, 다핵화된 파골세포의

성숙화 등 복잡한 과정에 의해 형성되는데, 여러 사이토

카인과 호르몬, 유전인자의 조절을 받는다21). 이 중 분화

에 가장 중요한 두 사이토카인은 M-CSF와 RANKL이

다. M-CSF에 의한 C-FMS의 활성화는 파골전구 대식세

포의 증식과 생존에 필수적인데, M-CSF 유전자의 기능

을 상실시킨 생쥐(op/op mice)에서 조직 대식세포의 수

가 급감하고 파골세포의 감소로 인한 골화석증의 표현형

을 보인다는 보고를 통해 확인할 수 있다22). RANKL은

TNF계열의 사이토카인으로 조골세포의 막에 붙어있으며

파골전구세포에 붙어있는 수용체인 RANK와 결합하여

파골세포로의 분화를 개시한다. 미끼 수용체인 OPG

(osteoprotegerin) 역시 조골세포에서 생산되며 RANK와

의 결합을 통해 RANKL/RANK 결합을 방해한다. 최근

의 연구에서 OPG가 출생 후 골격의 발달과 항상성에 주

요하게 조절작용을 하는 것으로 밝혀졌다. OPG를 암호

화하는 염색체 8q24.2 부위 TNFRSF11B 유전자의 삭제

는 청소년기 파젯병(juvenile Paget’s disease)과 관련 있

는 것으로 밝혀졌다23). RANKL/RANK 결합은 RANK와

결합되어 있는 부착분자인 TRAF6를 활성화 한다. 6가지

의 TRAF 계열 단백(TRAF1-TRAF6) 중 TRAF6가 파

골세포의 분화에 가장 중추적인 역할을 하는데, TRAF6

가 결여된 생쥐는 파골세포 형성의 방해로 인해 심각한

골화석증을 보인다는 연구결과를 통해 확인할 수 있다24).

TRAF6가 활성화 되면 IKK a와 b (I-κB kinases a and

b), MKK (MAP kinases), ERK, JNK, p38 MAPK 등 하

위 신호경로의 자극으로 인해 분화가 진행된다. IKK의

활성화는 세포질 내에서 NF-κB와 복합체를 형성하고 있

는 I-κB의 분해를 유도하고 이에 따라 NF-κB가 핵 내

로 이동하여 전사인자로서의 역할을 수행하도록 유도한

다. 파골세포 분화에서 NF-κB의 역할은 매우 중요한데,

구성단위인 p50과 p52를 모두 결여시킨 생쥐는 파골세포

분화가 억제되어 골경화증을 보인다25). 또한 NF-κB의

핵으로의 이동은 RANK로 유도된 PLC를 통한 Ca2+의

상승에 의해서도 촉진된다는 보고가 있다26). 이에 이번

연구에서 RANKL 신호에 의해 I-κB가 분해되어 NF-κB

가 핵 내로 이동한 뒤 시작되는 파골세포의 분화과정을

우슬이 효과적으로 억제한다는 것을 증명하였다. JNK 경

로 또한 파골세포 분화과정에 중요한데, RANK의 과발현

이 JNK와 NF-κB의 활성화를 높인다는 보고를 통해 확
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인할 수 있다27). 이번 연구를 통해 RANKL로 유도한

JNK의 발현을 우슬이 의미있게 억제하는 것을 증명하였

다. 또다른 MAPK인 ERK와 p38 역시 파골세포 분화나

생존에 관련되어있다. ERK는 파골세포의 분화뿐만 아니

라 생존에 기능적 역할을 하는 것으로 보고되었고28,29),

p38은 파골세포 분화에 집중적인 영향을 미친다는 보고

가 있다29,30). 또한 RAW264 세포가 유사파골세포로 분화하

는데 p38 MAP kinase inhibitor인 SB203580를 처리하여

파골세포 형성에 p38의 중요성을 입증한 연구가 있다31).

이번 연구를 통해 우슬이 RANKL에 의해 발현되는 p38

의 발현을 억제하였지만 ERK의 발현은 억제하지 못하는

것을 증명하였다. 종합해보면 우슬에 의한 파골세포 분화

의 주요 억제기전은 NF-κB, JNK, p38 신호경로의 차단

을 통한 것으로 사료된다(Fig. 3). 한 가지 흥미로운 점은

우슬을 처리한 0분에서 JNK와 p38이 활성화 된다는 것

인데 이 같은 경우를 기존의 다른 연구에서 찾아볼 수

있고32), 그 원인은 열, U.V., 삼투압 등 세포에 대한 스트

레스로 인한 것인데, 그 근거를 JNK, p38과 세포사멸 스

트레스 반응과의 관련성에 관한 보고를 통해 찾아볼 수

있다33).

RANKL에 의해 MAPKs가 인산화 되면 PU1, MITF,

AP-1, NFATc1 등을 활성화시키고 핵 안에서 복합체를

형성하게 하여 이 복합체에 의해 파골세포 분화에 중요

한 유도인자를 촉진하게 된다. 특히 NFATc1은 파골세포

분화에 결정적인 조절인자로 알려져 있는데, NFATc1

(-/-) 배아줄기 세포는 파골세포로의 분화가 불가능하고

NFATc1의 무작위 발현은 RANKL이 없는 상황 하에서

도 파골세포의 분화를 유도한다는 보고를 통해 확인할 수

있다34). AP-1은 전사인자로서 Fos (c-Fos, FosB, Fra-1,

Fra-2)와 Jun (c-Jun, JunB, JunD) 그리고 ATF (ATFa,

ATF2, ATF3, ATF4, B-ATF)로 구성되어 있다35,36). 이

중 c-Fos는 RANKL에 의하여 파골세포 분화 초기에 발

현되며 NFATc1의 발현을 조절하는 매우 중요한 인자인

데33), c-Fos의 기능을 상실시킨 생쥐모델에서는 파골세포

분화의 완벽한 차단을 통해 심각한 골경화증을 보인다는 보

고가 있다37). 따라서 파골세포 분화에 필수적인 NFATc1과

c-Fos의 발현에 우슬이 미치는 영향을 연구하였다. 그 결

과 NFATc1과 c-Fos 모두 RANKL의 영향 하에 시간 의

존적으로 발현되지만 우슬을 처리하면 발현이 억제된다는

것을 단백질 수준과 mRNA 수준에서 일관되게 입증하였

다(Fig. 4, 5). NFATc1의 핵으로의 이동은 RANKL로 유도

되는 칼슘진동(Ca2+ oscillation)과 Ca2+/calmodulin에 의존

적인 calcineurin이라는 serine/threonine phosphatase와

관련이 있다38). 핵으로 이동한 NFATc1은 파골세포에 특

이적인 유전자인 cathepsin K, TRAP, CTR (calcitonin

receptor), OSCAR, β-integrin 등의 다양한 유전자 발현

을 조절한다39,40). 이번 연구에서 RANKL에 의한 TRAP

과 OSCAR의 발현이 우슬에 의해 억제되는 것을 관찰하

였고, 이는 NFATc1의 억제를 통한 효과라 사료된다. 한

편 FcRγ, DAP12는 연관된 immunoglobulin-like 수용체

를 통한 calcium signaling의 활성화로 NFATc1의 발현

을 유도하여 파골세포를 형성하는데 FcRγ와 DAP12의

기능을 모두 결여시킨 생쥐는 파골세포 분화억제를 통한

화석화된 골의 표현형을 보인다는 연구가 있다41). 하지만

우슬이 FcRγ와 DAP12의 mRNA 발현에 의미있는 억제

작용을 하지 못하는 것으로 미루어 볼때 우슬의 분화억

제효과는 calcium signaling과는 관련성이 없는 것으로

사료된다(Fig. 5).

생체 내 우슬의 효과를 규명하기 위해 LPS로 유도시

킨 골 손실모델을 사용하였다. LPS는 그람음성균의 세포

벽 구성성분으로 염증성 물질의 생산을 자극하여 파골전

구세포의 융합을 유도하고, 성숙한 파골세포의 생존을 유

지시키며 골 파괴를 진행시킨다42). LPS와 TLR4 (toll-like

receptor 4)의 결합은 NF-κB와 AP-1을 활성화 하고,

IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α와 같은 염증전 사이토카인의

생성을 유도하는데43), 우슬은 LPS로 유도된 골 손실을 거

의 완벽하게 억제하였다(Fig. 6). 이는 우슬이 LPS 유도로

증가되는 염증성 사이토카인이나 PGE2 (prostaglandin E2)

와 같은 염증성 매개물질에 대한 억제가능성을 제시하는

것이고, 폐경 후 골다공증이나 퇴행성 골다공증뿐만 아니

라 만성 염증이나 감염에 의한 염증성 골다공증 치료의

가능성을 보여주는 것이다.

우슬은 임상에서 각종 골 질환에 탁월한 효과를 보이

며 널리 쓰이고 있는 천연물이다. 우리는 이번 연구를 통

해 우슬 물 추출물이 골다공증을 유발하는 세포 내 상황

에서 파골세포의 분화를 억제하는 기전을 밝히고, 생체

내 상황에서도 염증성 골 손실을 억제한다는 결과를 도

출하였다. 이 결과를 통해 최근 가속화되고 있는 고령화

사회 속에서 우슬이 골다공증 예방 및 치료제 개발에 중

요한 후보물질이 될 수 있을 것으로 기대한다.

결 론

이번 연구를 통해 우슬 물 추출물의 효과로 RANKL

로 유도되는 파골세포 분화과정이 억제됨을 규명하여 퇴

행성 및 염증성 골다공증 치료제로서의 가능성을 제시하

고자 하였다.

1. 우슬 물 추출물은 RANKL로 유도된 파골세포의 분

화를 현저하게 억제하였으며 이는 세포독성에 의한

효과가 아니었다.

2. 우슬 물 추출물은 RANKL로 유도되는 MAPKs 중

p38, JNK, NF-κB의 인산화를 억제하는 반면, ERK

의 인산화는 억제하지 못하였다. 이를 통해 우슬에

의한 파골세포 분화억제 경로가 p38, JNK, NF-κB

임을 증명하였다.

3. 우슬 물 추출물은 RANKL로 유도되는 NFATc1,

c-Fos의 단백질 발현을 억제하였고 NFATc1, c-Fos,

TRAP, OSCAR의 mRNA 발현을 억제한 반면
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FcRγ, DAP12 발현에는 영향을 주지 못했다.

4. 우슬 물 추출물은 생쥐에서 LPS로 유도된 염증성

골 손실을 억제하였다.
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