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Retinoic acid (RA), a metabolite of vitamin A, is known to regulate dedifferentiation of rabbit articular
chondrocytes. The regulatory mechanism of dedifferentiation by RA is not yet understood. Thus, the
effect of RA on the regulation of nitric oxide (NO)-induced dedifferentiation was investigated in rabbit
articular chondrocytes. RA caused loss of the differentiated chondrocyte phenotype as demonstrated
by inhibition of type II collagen expression and proteoglycan synthesis. RA also accelerated NO-in-
duced dedifferentiation in rabbit articular chondrocytes as detected by expression of type Ⅱ collagen
and Sox-9 using Western blot analysis and production of sulfated proteoglycan using Alcain blue
staining. Further, RA potentiated NO-induced activation of ERK. Inhibition of ERK with PD98059 (PD)
recovered the expression of type Ⅱ collagen and Sox-9 and production of sulfate proteoglycan in
NO-induced dedifferentiated chondrocytes by RA treatment. Our findings suggest that RA accelerates
NO-induced dedifferentiation of rabbit articular chondrocytes via the ERK pathway.

Key words : Chondrocytes, retinoic acid (RA), nitric oxide (NO), dedifferentiation

*Corresponding author

*Tel：+82-41-850-8507, Fax：+82-41-850-0927

*E-mail : ksj85@kongju.ac.kr

ISSN : 1225-9918
Journal of Life Science 2011 Vol. 21. No. 4. 534~541 DOI : 10.5352/JLS.2011.21.4.534

서 론

연골 조직은 배 발생단계에서 중간엽 세포로부터 분화하

여 형성된다[1,8,24]. 골 조직 안에 존재하는 분화된 연골 세포

는 collagen, proteoglycan과 같은 연골 조직 특이적인 분자들

을 합성함으로써 항상성을 유지한다[23,25]. 그러나, 이러한

항상성은 관절염과 같은 관절 관련 질환의 발병에 의해 파괴

된다. 관절염에 있어서 연골 조직이 파괴되는 것은 inter-

leukin (IL)-1β 와 같은 염증성 사이토카인류 및 nitric oxide

(NO)와 같은 활성산소에 의해 유도되는 탈분화와 밀접한 관

련이 있다[2,9,11,25].

Sodium nitroprusside (SNP)는 NO의 공여체로서 연골세

포의 탈분화를 유도한다[11,13,14]. NO는 일반적으로 연골

세포의 탈분화를 조절하는 중요한 매개물질로 알려져 있다

[1-3]. NO는 interleukin (IL)-1β와 같은 염증성 사이토카인

등의 영향으로 합성된다. NO의 합성은 Matrix metal-

loproteinases (MMPs)의 활성을 유도하고, type Ⅱ collagen

의 발현과 proteoglycan의 합성을 억제하는 것으로 알려져

있다[5,27,28]. NO 합성의 억제는 연골 조직 및 연골세포의

파괴로부터 보호 할 수 있다. NO가 유도하는 연골세포의

탈분화는 mitogen-activated protein (MAP) kinase의 아형

인 extracellular signal-regulated protein kinase (ERK)와

p38에 의해 조절된다. 또한 NO생성은 protein kinase C

(PKC) α와 ζ의 억제를 유도하여 탈분화를 유도하는 것으로

알려져 있다[33].

Retinoic acid (RA)는 Vitamine A의 유도체로써 연골 조직

과 골격 형성의 중요한 조절자로 알려져 있다[19,30]. RA는

중간엽 세포의 연골 조직으로의 분화를 억제하고 연골세포의

탈분화를 유도하는 것으로 알려져 있다[4,6,13,29,31]. 그러나

연골세포의 분화에 있어서 RA의 분자적 기작은 아직 명확히

알려진 바가 없다. 따라서, 본 연구에서는 탈분화의 유도 물질

로 알려진 SNP를 함께 처리하여 RA가 유도하는 탈분화와 관

련한 신호전달경로를 밝히고자 하였다. 그 결과, RA는 연골

세포의 탈분화에 있어서 중요한 역할을 하는 ERK의 활성을

조절하여 연골세포 분화의 표지 단백질인 type Ⅱ collagen의

발현과 proteoglycan의 합성을 억제함으로써 SNP가 유도하

는 탈분화를 더욱 촉진시키는 것을 확인 할 수 있었다.

재료 및 방법

Cell culture

2주된 New Zealand White 종의 토끼를 사용하여 무릎관

절에서 연골 조직을 분리해 낸 후, 50 μg/ml의 streptomycin,

50 units/ml의 penicillin이 함유된 Dulbecco's modified

Eagle's medium (DMEM, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD)에

collagenase를 0.2%가 되도록 섞어 37℃로 유지되는 CO2 in-

cubator에서 7시간 동안 조직을 세포로 분리하는 작업을 시행

하였다. 조직이 모두 세포로 분리되었으면 원심분리(1,000

rpm, 10분)하여 단세포만을 모았다. 모은 세포를 10%의 FBS
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(Fetal bovine serum), 50 μg/ml의 streptomycin, 50 units/ml

의 penicillin이 함유된 Dulbecco's modified Eagle's medium

(DMEM, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD)에서 5×10
4

cells/

dish의 밀도로 배양하였다. 배양액은 이틀에 한 번 교체를 했

으며, 세포 밀도가 약 70~80% 정도 되었을 때, 시약을 처리하

였다.

Western blot analysis

50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Nonidet

P-40, 0.1% Sodium dodecyl sulfate를 포함한 buffer에 다양한

protease inhibitor [10 μg/ml leupeptin, 10 μg/ml pepstatin

A, 10 μg/ ml aprotinin, 1 mM 4-(2-aminoethyl) benzensul-

fonyl fluoride]와 phosphatase inhibitor [1 mM NaF, 1 mM

Na3VO4]를 첨가한 후 lysis buffer를 사용하여 단백질을 lysis

시켰다. 이 단백질을 8% SDS-polyacrylamide gel에 전기영동

하여 Nitrocellulose 막으로 이동시켰다. 후에 일차 항체 type

Ⅱ collagen (Santa Cruz, CA, USA), Sox-9 (Santa Cruz),

pERK (Santa Cruz), actin (Santa Cruz)과 이차 항체를 붙인

후 X-ray film에 감광시켰다.

Determination of chondrocyte phenotype

연골세포의 분화 정도는 0.1% Alcian Blue 용액을 사용

하여 sulfated proteoglycan의 축적량을 측정하였다. 세포

를 PBS로 세 번 수세한 뒤, Kahle’s solution에서 10분 동

안 고정한 뒤 다시 PBS로 세 번 수세하였다. 그 후 alcian

blue staining solution으로 12시간 이상 염색하였다. 0.1 N

HCl로 두 번 수세한 뒤 4 M guanidine HCl을 넣고 약 12

시간 정도 shaking하였다. 96 well plate에 약 180 μl/well

씩 넣어서 ELISA reader에서 600 nm로 흡광도 값을 측정

하였다.

Immunofluorescence staining

배양한 연골세포를 3.5% paraformaldehyde로 10분 동안

상온에서 고정시켰으며, 고정된 세포는 PBS로 두 번 수세 한

뒤 0.1% Triton X-100을 이용하여 세포막 투과성을 높여 주었

다. 고정된 세포는 두 시간 동안 상온에서 일차항체인 type

Ⅱ collagen (Santa Cruz)과 반응시켰으며, 세 번 수세한 뒤

형광단백질이 부착되어 있는 이차 항체와 한 시간 동안 반응

시켰다. 두 번 수세 한 뒤, 그 후 형광현미경 하에서 세포 내

type Ⅱ collagen의 발현량을 확인하였다.

Statistics

각 실험에서 사용한 대조군 및 시약처리군들 간의 유의

한 차이가 있는지 알아보기 위해 one-way ANOVA 프로

그램을 사용하여 측정값의 차이 및 유의성 정도를 파악하

였다. p<0.05인 경우 유의성이 있는 것으로 판단하였으며

본 실험의 결과는 네 차례의 실험 중 평균적인 결과를 사

용하였다.

결 과

RA에 의한 연골세포의 탈분화 촉진

기존에 연구된 바에 의하면, NO의 공여체인 SNP를 연골

세포에 처리하면 연골세포의 탈분화를 유도한다는 연구 내용

이 보고된 바 있다[18]. 따라서 본 연구에서는 토끼 관절 연골

세포의 탈분화를 유도하는 시약으로 알려져 있는 RA를 SNP

와 함께 처리하였을 때. 연골세포의 분화에 미치는 효과 및

그 신호전달경로 구축에 관한 연구를 진행하였다.

우선 연골세포의 분화 정도를 나타내는 단백질로 알려져

있는 proteoglycan의 합성량을 측정하기 위하여 Alcian blue

staining을 수행하였다(Fig. 1). RA는 시간 의존적으로 pro-

teoglycan의 합성량을 감소시키는 것을 확인 할 수 있었다

(Fig. 1A). 또한 RA에 의해 감소된 proteoglycan의 합성량은

SNP를 함께 처리한 군에서 시간 의존적으로 더욱 감소되는

것을 확인 할 수 있었다(Fig. 1B and C). 따라서, 탈분화와 관

련 있는 신호전달경로를 알기 위하여 연골세포 분화의 표지

단백질로 알려져 있는 type Ⅱ collagen 및 Sox-9의 발현량을

Western blot analysis를 통해 확인 해 본 결과, RA를 단독으

로 처리한 군 보다(Fig. 2A) SNP와 RA를 함께 처리한 군에서

(Fig. 2B) type Ⅱ collagen 및 Sox-9의 발현량이 더욱 감소하

는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 2). RA를 처리 한 후 24시간이

지난 연골세포의 경우 대조군 세포와 비교 했을 때 type Ⅱ

collagen의 발현량이 약 2.5배 감소 하였으며(Fig. 2A. right

panel), Sox-9의 경우 약 5배 정도 발현량이 감소하는 것을 확

인 할 수 있었다(Fig. 2B. right panel). Western blot analysis

을 수행하여 얻은 결과 값은 image J 프로그램을 통해 수치화

하였다(Fig. 2A and B. right panels). 또한 세포 수준에서 좀

더 효과적으로 RA의 효과를 입증하기 위하여 면역 형광 염색

법을 수행한 결과, RA를 단독으로 처리한 군보다 SNP를 함

께 처리한 군에서 type Ⅱ collagen의 발현량이 현저히 감소

하는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 2C). 이와 같은 결과는 RA

가 SNP에 의해 유도되는 탈분화를 더욱 촉진시킨다는 것을

말해주는 결과라 할 수 있었다(Fig. 2).

ERK 신호전달경로를 통한 RA 유도 탈분화의 조절

기존에 SNP를 처리하여 type Ⅱ collagen 발현량이 감소할

때 ERK의 활성이 증가된다는 논문이 보고 된 바 있다

[15,18,32]. 즉 이와 같은 결과는 SNP가 유도하는 연골세포의

탈분화는 ERK의 활성과 밀접한 관련이 있다라는 것을 말해

주는 연구 결과라 할 수 있다. 따라서, RA가 유도하는 탈분화



536 생명과학회지 2011, Vol. 21. No. 4

Fig. 1. RA accelerates NO-induced de-

differentiation. Chondrocytes

were untreated or treatedwith 1

μM RA without or with 1 mM

SNP for the indicated time peri-

ods (A and B). Accumulation of

sulfated proteoglycan was de-

termined by Alcain blue

staining. Primary chondrocytes

were untreated or treated with

1 μM RA without or with 1 mM

SNP for 24 hr. Accumulation of

sulfated proteoglycan was de-

termined by Alcain blue stain-

ing (C). The data represent a

typical experiment, and similar

results were obtained from four

independent experiments (A-C).

Fig. 2. RA promotes NO-induced de-

differentiation. Primary chon-

drocytes were untreated or

treated with 1 μM RA without

or with 1 mM SNP for the in-

dicated time periods (A and B).

Expression of type Ⅱ collagen

and Sox-9 was determined by

Western blot analysis (A and B.

left panels). Expression of actin

was used as a loading control

(A and B). The relative amounts

of type Ⅱ collagen and Sox-9

were quantified by densito-

metric measurement (image J)

(A and B. right panels). Rabbit

articular chondrocytes were un-

treated or treated with 1 μM RA

without or with 1 mM SNP for

24 hr (C). Expression of type Ⅱ

collagen was determined by im-

munofluorescence staining (C).

Data are presented as results of

a typical experiment and as

mean values with standard de-

viation (A-C). *, p<0.05, †<0.01

compared with untreated cells.
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Fig. 3. RA accelerates NO-reduced the activity of ERK. Cells were untreated or treated with 1 μM RA without or with 1 mM SNP

for the indicated time periods (A and B). Expression of pERK was determined by Western blot analysis. Expression of actin

was used as a loading control (A and B. left panels). The relative amounts of pERK were quantified by densitometric measure-

ment (image J) (A and B. right panels). These data are results of a typical experiment (A and B).

에 있어서도 ERK의 활성이 중요한 역할을 하는지 알아보기

위해 RA를 처리한 후, ERK의 활성을 확인 할 수 있는 pERK

의 발현량을 확인해 보았다. 그 결과 RA를 처리한 후 약 1시

간이 지난 후 pERk의 발현이 대조군 세포와 비교 시 약 2.6배

증가하였으며 그 후 서서히 감소되는 것을 확인 할 수 있었다

(Fig. 3A). 이러한 결과는 RA를 단독으로 처리한 군과 비교

했을 때 SNP를 함께 처리한 군에서 RA를 처리한 후 약 1시간

이 지난 후 pERK의 발현량이 더욱 증가하여 대조군과 비교

했을 때 약 3배 이상 증가하여 발현되는 것을 확인 할 수 있었

다(Fig. 3B). 또한 pERK의 발현이 SNP처리에 의해 6시간까지

강하게 발현되는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 3B). 이와 같은

결과는 RA가 유도하는 탈분화의 조절에 있어서 ERK 신호전

달경로가 중요한 역할을 한다는 것을 말해준다.

따라서 ERK의 억제자인 PD98059을 사용하여 RA가 유도

하는 탈분화에 미치는 ERK의 역할에 관한 연구를 수행하였

다(Fig. 4). PD98059을 1시간 먼저 처리하여 ERK 신호전달경

로를 차단 한 뒤, SNP와 RA를 함께 처리하여 pERK, type Ⅱ

collagen, Sox-9의 발현량을 확인해 보았다. 그 결과, PD98059

을 처리한 군에서 RA와 SNP에 의해 감소하였던 type Ⅱ col-

lagen이 약 3.5배 회복되는 것을 확인 할 수 있었고, Sox-9의

발현량 역시 약 2배 회복되는 것을 확인 할 수 있었다(Fig.

4A). 이와 같은 결과는 Alcian blue staining을 통해서도 유사

한 경향을 보이는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 4B). 즉, 이러한

모든 결과를 통해 RA는 NO가 유도하는 탈분화를 촉진하고

이와 같은 효과는 ERK 신호전달경로를 통해 조절된다는 것

을 확인 할 수 있었다.

고 찰

연골의 탈분화, 염증 반응, 세포사멸과 같은 연골의 퇴행

성 변화는 관절염과 같은 관절 질환을 유발한다[8,10,20,

21,25]. 따라서 이와 관련한 단백질 및 유전자의 발굴과 신

호전달경로의 규명은 관절염을 연구하는데 있어서 매우 중

요하다.

RA는 배 발생 과정과 세포분화에 있어서 중요한 신호 분

자로 알려져 있다[6,12,26]. 이전에 보고된 연구 내용을 보았
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Fig. 4. Inhibition of ERK activity with PD98059 was recovered RA promotes NO-induced dedifferentiation. Articular chondrocytes

were untreated or treated with 10 μM PD98059 for 1 hr and then treated with 1 μM RA without or with 1 mM SNP for

24 hr (A and B). Expressions of pERK, type Ⅱ collagen and Sox-9 were detected by Western blot analysis. Expressions of

actin were used as loading controls (A). The relative amounts of type Ⅱ collagen and Sox-9 were quantified by densitometric

measurement (image J) (A. right panel). Accumulation of sulfated proteoglycan was determined by Alcain blue staining (B).

Data are presented as results of a typical experiment and as mean values with standard deviation (A and B). *, p<0.05, †<0.01

compared with untreated cells.

을 때, 연골세포에 RA를 처리한 결과, RA는 간충직세포에

서 연골세포로의 분화를 억제시킨다는 것을 확인 할 수 있

었다[4,6,13,23,31]. RA는 연골 발생 과정 동안 세포간 결합

단백질인 α-catenin, β-catenin, N-cadherin의 발현을 높게

유지시킴으로써 연골세포의 분화를 억제하는 것을 확인 할

수 있었다[7].

NO는 연골세포의 탈분화 및 세포사멸을 조절하는 중요한

물질로 알려져 있다[1-3]. 염증성 사이토카인류의 자극을 받

은 연골세포는 NO를 생성하게 되고 이렇게 만들어진 NO는

MMPs의 활성을 유도하며[27], type Ⅱ collagen의 발현량 및

proteoglycan의 합성량을 감소시키고[5,28], 염증 반응 및 세

포사멸을 유도한다[22]. NO의 공여체인 SNP는 MAP kinase

및 PKC kinase 신호전달경로를 통해 세포의 탈분화 및 세포

사멸, 염증 반응을 조절하는 물질로 알려져 있다[14-18,33]. 그

러나 RA가 유도하는 탈분화가 어떠한 신호전달경로를 통해

조절되는지 명확히 밝혀진 바 가 없다. 따라서 SNP와 함께

처리하여 RA가 유도하는 탈분화와 관련한 신호전달경로를

규명하고자 본 실험을 수행하였다. 연골세포에 RA를 SNP와

함께 처리한 결과 RA는 SNP가 유도하는 탈분화를 더욱 더

촉진하는 것을 확인 할 수 있었다. RA를 SNP와 함께 처리

했을 때, RA에 의해 감소된 type Ⅱ collagen및 Sox-9의 발현

량과 proteoglycan의 합성량 역시 더욱 감소하는 것을 확인

할 수 있었다(Fig. 1 and Fig. 2). 연골세포에서 ERK-1/-2의

활성은 탈분화를 유도하고 p38kinase의 활성은 분화를 유지

시킴으로써 연골세포의 분화 및 탈분화를 상반되게 조절하는

데 관여 함으로써 연골세포의 분화 및 탈분화에 있어서 중요
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한 단백질로 알려져 있다[17,18,33]. 따라서 RA가 유도하는 탈

분화의 조절에 있어서 p38kinase와 ERK-1/-2 신호전달경로

가 관여하고 있는지 SNP를 함께 처리함으로 알아보았다. RA

를 단독으로 처리하였을 때, ERK의 발현량이 초기 시간 때에

(시약 처리 후 한 시간이 지난 후) 증가하는 것을 확인 할 수

있었다. 이와 같은 경향은 SNP를 함께 처리했을 때 더욱 두드

러지는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 3). ERK의 억제자인

PD98059을 처리하여 type Ⅱ collagen 및 Sox-9의 발현량과

proteoglycan의 합성량을 확인해 본 결과, 감소되었던 type

Ⅱ collagen및 Sox-9의 발현량과 proteoglycan의 합성량이

PD98059 처리에 의해 다시 회복되는 것을 확인 할 수 있었다

(Fig. 4). 이와 같은 결과는 RA가 유도하는 탈분화와 관련한

신호전달경로가 SNP가 유도하는 신호전달경로와 유사한 경

로에 의해 조절 되는 것임을 말해주는 결과라 할 수 있다. 또

한 RA를 처리하였을 때, p38kinase의 활성 역시 증가하는 것

을 확인 할 수 있었으나, p38kinase의 억제자인 SB203580을

처리했을 때 type Ⅱ collagen및 Sox-9의 발현량과 proteogly-

can의 합성량의 변화를 확인 할 수 없었다(data not shown).

즉, 이와 같은 결과는 RA에 의해 유도된 탈분화가 ERK 신호

전달경로를 통해 조절됨을 말해주는 결과라 할 수 있다. 이러

한 연골세포 내에서 일어나는 다양한 반응들의 조절에 있어

서 ERK 신호전달경로 외에 PKC kinase와 같은 다양한 신호

전달경로가 존재하기 때문에, 앞으로도 현재 연구된 결과를

바탕으로 다양하고 구체적인 연구가 더욱 수행 되어야 할 것

으로 생각된다. 이와 같은 연구 결과는 앞으로 관절염과 같은

연골세포의 퇴행과 관련한 질환에 있어서 기초적인 자료로

사용될 수 있을 것으로 기대된다.
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초록：Retinoic acid의 ERK 신호전달경로를 통한 nitric oxide 유도 연골세포 탈분화 심화 기작

유선미․김송자*

(국립공주대학교 자연과학대학 생명과학과)

Retinoic acid (RA)는 Vitamin A의 대사산물로서 토끼 관절 연골세포의 탈분화를 유도하는 물질로 알려져 있

다. 그러나 RA가 탈분화를 조절하는 정확한 메커니즘은 잘 알려져 있지 않다. 따라서, Nitric Oxide (NO)가 유도

하는 탈분화에 미치는 RA의 분자적 기전에 관한 연구를 수행하였다. 그 결과, RA는 NO가 유도하는 탈분화를

촉진시키는 것을 확인 할 수 있었다. 이와 같은 결과는 Western blot analysis를 통해 연골세포 분화의 표지 단백

질인 type Ⅱ collagen 및 Sox-9의 발현양상을 통해 확인 할 수 있었으며, Alcian blue staining을 통해 연골세포의

기질을 구성하고 있는 단백질인 sulfated proteoglycan의 발현량을 통해서도 확인 할 수 있었다. 또한, RA는 NO

가 유도하는 ERK의 활성을 더욱 증가 시켰다. ERK의 억제자인 PD98059를 사용하여 ERK의 활성을 억제하였을

때 RA가 감소시키는 type Ⅱ collagen 및 Sox-9의 발현과 sulfated proteoglycan의 생성 양상이 PD98059에 의해

다시 회복되는 것을 확인 할 수 있었다. 이러한 모든 결과를 종합해 볼 때, RA는 NO가 유도하는 탈분화를 ERK

신호전달경로를 통해 조절하는 것을 확인 할 수 있었다.


