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밀기울 부탄올 분획물이 파골세포의 분화억제에 미치는 효과
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Abstracts −Osteoporosis is a disease of bones that leads to an increased risk of fracture. In osteoporosis, the bone mineral den-

sity is reduced, bone microarchitecture deteriorates, and the amount and variety of proteins in bone are altered. It°Øs caused

by the imbalance between born resorption and born formation. Recently natural products from plants have been extensively

studied as therapeutic drugs to treat and prevent various diseases. Wheat bran is the hard outer layers of wheat grain and pro-

duced as a by-product of milling in the production of refined grains. In oriental medicines, Bu So Maek (Tritici Immaturi

Semen) with wheat bran has been used as bronchitis, sedatives and anti-sweating effects. However effects of wheat bran butanol

fraction (WBB, 50 µg/ml) in osteoclast differentiation remains unknown yet. Thus we investigated the effects of WBB on

RANKL induced osteoclast differentiation. WBB inhibited osteoclast differentiation by downregulating the RANKL-induced

activations of MAP kinases. Moreover mRNA expression of osteoclast-mediating molecules such as c-Fos, NFATc1 and DC-

STAMP were attenuated by WBB during osteoclast differentiation. The finding of this study show that WBB and its com-

ponents might prevent osteoclast-related bone loss.

Key words −wheat bran butanol fraction(WBB), osteoclast differentiation, MAP kinase, NFATc1

뼈는 인체의 골격을 이루는 가장 단단한 조직으로 몸의

형태를 유지하고, 각종 내부 장기를 보호하며, 칼슘과 인 등

을 비롯한 무기질 저장고로서 각종 무기물질의 혈중농도 유

지에 중요한 역할을 담당하고 있다. 또한 사람이 살아가면

서 조골세포에 의한 뼈 조직의 생성과 파골세포에 의한 뼈

의 파괴와 흡수가 균형을 이루어 항상성을 유지하고 있다.

이때 뼈조직의 생성과 흡수가 균형을 잃어 파골세포의 골 흡

수기능이 비정상적으로 증가할 경우에 골다공증(Osteoporosis)

을 유발하게 된다.
1-3)
 골다공증은 골밀도 감소로 인한 골 미

세구조의 변화와 골질(born quality)저하로 인하여 골강도

(born strength)가 손상되어 가벼운 충격에도 쉽게 골절이 발

생되는 질환으로
4)
 인구의 고령화가 진행될수록 발병률이 상

승되는 대표적 질환이므로 관심이 증가되는 추세이다. 아울

러 이 질환은 여성의 폐경기와 난소적제술 등 여성호르몬

변화와 관련이 있을 뿐 아니라 흡연, 식생활의 서구화, 운

동부족 등 좋지 못한 생활습관이 대표적 원인으로 알려져

있고 최근에는 무리한 다이어트 등으로 인해 젊은 여성에

게도 빈발되는 등 여러모로 문제점을 야기 시키고 있다.
5,6)
 

그러나 골다공증의 치료법으로 완전하게 확립된 방법은

아직 없으며 일단 손상된 골조직을 원상회복시키는 것도 쉬

운 일이 아니다. 따라서 골다공증이 발생되는 것을 미리 예

방하는 방법이 가장 좋으며 또한 발생된 골다공증이 더 이

상 진행되지 않도록 지연시키는데 치료목표를 두고 있다.
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임상에서 가장 많이 사용되는 골다공증 치료제로는

bisphosphonate계열의 약물로 파골세포의 기능 및 분화를 억

제하는 효과가 있지만 복용시 위, 장관에 대한 부작용과 하

악골의 괴사와 대퇴부의 골절을 야기하는 등의 여러 가지

부작용이 있는 것으로 알려져 있다.
7-9)
 따라서 부작용이 적

은 천연물에서 골다공증 치료약물을 개발하는 것이 바람직

한 것으로 생각하는 경향이 많아서 몇가지 약물이 등장하

고 있다.
10-12)

이에 본 연구자들은 이러한 골다공증의 치료제를 개발함

에 있어 부작용을 더욱 최소화하고 장기간에 걸쳐 복용해

야하는 골다공증 치료제의 특성에 착안하여 ‘약식동원(藥食

同源)’ 개념에서 갱미(粳米 쌀겨, rice bran)와 밀기울(wheat

bran)을 선택하였다. 옛 부터 속껍질을 벗기지 않은 쌀을 갱

미라 하여 약으로 사용하였고 지금은 현미(玄米)라 하여 식

용을 하고 있는데 이러한 쌀겨 추출물이 파골세포의 분화

를 억제하여 골다공증의 예방과 치료에 유의성이 있음을 연

구자들은 이미 확인하였다.
13)
 또한 밀(Triticum aestivum)은

벼과(Gramineae)에 속하는 1년생 초본이며 밀가루를 만들

때 생성되는 밀기울은 밀종자의 외피가 대부분이지만 소량

의 배유부와 배아부를 포함하고 있다. 옛 부터 한방에서는

밀을 수확하여 물에 뜨는 것을 구별하여 부소맥이라 하였

고, 이것을 효천, 기관지염을 치료하는데 사용하였으며 또

한 지한작용과 진정작용 등의 효과를 얻기 위해 사용하여

왔다.
14)
 또 빵을 주식으로 하는 외국에서는 최근에 wheat

bran으로 다양한 종류의 항암실험을 통하여 유의성 있는 효

과들을 발표하였다.
15,16)

 이와 같이 인류가 주식으로 먹는 곡

식 종자의 속껍질 속에 많은 영양소와 약효물질이 있음을

알고 예부터 약으로 사용해 왔음에 유의하여, 연구자들은

본 실험에서 밀기울 부탄올 분획물(WBB)이 파골세포 분화

에 미치는 영향을 연구하여 지견을 얻었기에 보고하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료 −밀기울은 경남 양산에서 구입한 5 kg을 90%-

ethanol(v/v) 용매를 사용하여 3시간씩 3회 추출하여 ethanol

extract 337 g을 얻었고 이를 n-hexane, ethyl acetate와

butanol을 이용하여 연속 분획, 농축하여 이중 butanol 분획

물 16 g을 얻어 본 실험에 사용하였다. 검체는 농축된 분획

물을 DMSO용매에 녹여 phosphate buffered saline(PBS) 용

액을 사용하여 6.25, 12.5, 25, 그리고 50 µg/ml로 희석하여

사용하였다.

파골세포의 분화 − 5~8주령의 ICR 생쥐의 대퇴골과 경골

을 이용하여 골수세포를 얻었다. 얻어진 골수세포를 10%

fetal bovine serum(FBS; Gibco, paisley, UK), 항생제(100

units/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin; Hyclone, UT)

그리고 대식세포 성장인자인 M-CSF(10 ng/ml; Peprotech,

NJ)를 포함한 α-minimum essential medium(α-MEM)배지

(Gibco BRL, Gaithersburg, MD)에서 1일간 배양한 후 미부

착된 골수세포를 모아 M-CSF(30 ng/ml)포함한 배지에서 3일

간 배양하였다. 이때 배양된 미부착세포는 세척하여 버리고

plate에 부착된 대식세포(born marrow-derived macrophage,

BMMs)를 실험에 사용하였다. 얻어진 대식세포는 M-CSF

(30 ng/ml)와 RANKL(5 ng/ml; R&D System, MN)로 처리

하고 WBB을 농도별로 각각 6.25, 12.5, 25 그리고 50 µg/

ml로 처리하였다. 4일간 배양 후 분화된 배양세포를 TRAP

용액으로 염색하여 붉은색으로 염색된 세포를 파골세포로

간주하여 분석하였다.

TRAP 염색법 −성숙한 파골세포를 확인하고자 tartrate

resistant acid phosphatase(TRAP) 염색하였다. 세포를 10%

formalin과 0.1% Triton X-100 용액으로 각각 10분간 처리

하고 Leukocyte Acid Phosphatase Kit 387-A(Sigma, MO)

염색하였다. DP Controller를 갖춘 현미경(Olympus Optical,

Tokyo)을 이용하여 확인하였다.

세포독성 검사 −대식세포를 96 well plate에 1×10
4
cells/

well로 분주하고 10% FBS 함유한 α-MEM 배지에 현탁시

키고 M-CSF(30 ng/ml)과 함께 농도별 WBB을 처리하여 3

일 배양하였다. Cell viability는 Cell-Counting Kit-8(Dojindo

Moleculer Technologies, MD)를 이용하여 측정하였다. 측정

된 흡광도는 standard curve를 이용하여 환산하였다.

Western Blot 분석 −배양된 세포는 배지를 제거하고

lysis buffer 용액(10 mM Tris-HCl(pH 7.5), 150 mM NaCl,

0.05%(v/v) Tween 20, 1 mM PMSF, 그리고 protase

inhibitor(Roche, Germany)를 이용하여 용해하고 4
o
C, 10,000

× g에서 15분간 원심분리하여 상등액의 순수단백질을 얻었

다. 단백질은 BCA-protein assay kit(Pierce, IL)를 사용하여

정량하고 동량(20 µg)의 단백질을 SDS-PAGE gel에서 분리

하였다. 분리되어진 단백질은 PVDF 막(Millipore, CA)으로

옮기고 5% skim milk액을 처리하여 항체와 비특이적 결합

을 방지하였다. 그리고 1차 항체처리 및 2차 항체를 처리하

여 막을 SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity

Substrate(Pierce, IL)과 LAS-3000 luminescent image

analyzer(Fuji Photo Film Co., Ltd., Japan)를 이용하여 전개

하였다. 본 실험에 사용한 모든 항체는 Santa Crus(CA)에서

구입하였다.

Real-Time PCR − Table I에 제시된 Primer(Rozen and

Skaletsky, 2000)를 이용하여 실험을 하였다. 각각의 세포에

서 TRIzol용액으로 제조사의 방법대로 RNA를 분리하여

RNA 1 µg, 1 µ Moligo-dT18, 10 units의 RNasin(RNase

inhibitor; Promega, WI)을 이용하여 cDNA를 합성하였다.

QPCR은 Stratagene Mx3000P Real-Time PCR과 Brilliant

SYBR Green Mater Mix(Stratagene, CA)를 이용하였다. 대

략적으로 1차표준 cDNA는 1:10으로 희석하여 primers(10
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pmol)을 가해주고 제조자 방식대로 실험하였다. 모든 실험

은 3회 반복 실시하였고 데이터 분석법은 2
-△△c

T 방법을 사

용하였다. 표준물질로는 GAPDH를 사용하였다.

통계분석 −각각의 실험은 3회 이상 반복 수행하였으며

평균값(M)과 표준편차(SD)를 계산하였다. 정량적인 결과의

통계는 Student's t-test를 이용하여 분석하였으며 p<0.05 이

하인 경우 통계적 유의성을 평가하였다.

결 과

WBB의 RANKL에 의해 유도된 파골세포분화 억제 효

과 −RANKL에 의해서 유도되어진 전구세포에서 파골세포

로 분화되는데 WBB의 효과를 측정하기 위해 생쥐골수에

서 얻은 대식세포에 M-CSF와 RANKL을 처리하여 실험하

였다. 그 결과 WBB을 처리하지 않은 대조군은 붉은색으로

염색된 TRAP 양성 다핵성 파골세포로 분화가 진행되었음

을 확인하였고 WBB을 처리한 군에서는 농도 의존적으로

파골세포의 분화가 억제됨을 형태학적으로 또 흡광분석으

로 각각 확인할 수 있었다(Fig. 1A와 1B). 아울러 다핵성 파

골세포를 가지고 있는 성숙한 파골세포의 수가 WBB의 농

도 의존적으로 감소함을 확인할 수 있었다(Fig. 1-C). 또한

WBB에 의한 TRAP 양성 파골세포 분화의 억제가 세포독

성과 관련 있는지 Cell viability를 Cell-Counting Kit-8를 이

용하여 측정하였을 때 세포독성이 나타나지 않았다(Fig. 2).

Table I. Primer sequences used in this study

Taget gene Forward(5'-3;) Reverse (5'-3')

c-Fos CCAGTCAAGAGCATCAGCAA AAGTAGTGCAGCCCGGAGTA

NFATc1 GGGTCAGTGTGACCGAAGAT GGAAGTCAGAAGTGGGTGGA

Cathepsin K GGCCAACTCAAGAAGAAAAC GTGCTTGCTTCCCTTCTGG

DC-STAMP CCAAGGAGTCGTCCATGATT GGCTGCTTTGATCGTTTCTC

GAPDH AACTTTGGCATTGTGGAAGG ACACATTGGGGGTAGGAACA

Fig. 1. Wheat Bran butanol fraction (WBB) inhibit RANKL-induced osteoclast differentiation. (A) WBB inhibited RANKL-induced

osteoclast differentiation at dose dependent manner. (B) WBB inhibited RANKL-induced osteoclast differentiation by Absorption at

dose dependent manner (405 nm). (C) WBB dose-dependently inhibited RANKL-induced formation of TRAP positive-multinucle-

ated osteoclasts (TRAP+MNCs). TRAP+MNCs were counted. 
###
, p<0.001 (versus the negative control); ***, p<0.001 (versus the

RANKL-induced group); **, p<0.005 (versus the RANKL-induced group). 
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이 결과를 통해서 WBB의 파골세포 억제효과가 세포독성

이 아니라 WBB 자체의 효과임을 확인할 수 있었다.

RANKL에 의한 유전자 발현에 미치는 WBB의 효과 −

RANKL에 의해 발현되는 특정한 유전자들은 파골세포의

분화를 조절하는 중요한 기능이 있다. RANKL은 RANK와

결합한 후 세포내 신호 전달 체계를 거쳐 전사인자인 c-Fos

와 NFATc1의 발현을 조절하여 파골세포의 분화를 조절한

다. 파골세포의 분화와 관련된 유전자 발현에 WBB의 영향

을 확인하기 위하여 RANKL로 유도되는 c-FOS, NFATc1,

TRAP, DC-STAMP, Cathepsin K와 ATP6v0d2의 mRNA발

현의 변화를 측정하였다. 그 결과 c-FOS, NFATc1, TRAP,

DC-STAMP 발현이 현저하게 모두 감소되는 것을 확인하였

다(Table II).

RANKL에 의한 신호전달체계에 미치는 WBB의 효과 −

RANKL과 RANK의 상호작용에 의한 파골세포로의 분화는

다양한 신호전달체계를 통해서 조절되어진다. 특별히 p38,

JNK, ERK 등의 MAP kinase가 파골세포로의 분화에 핵심

적인 역할을 감당하는 NFATc1과 c-Fos를 조절하는 중요한

신호전달 단백질로 알려져 있다. RANKL로 처리한 대조군

과 비교했을 때 WBB을 같이 처리한 군에서 JNK의 인산

화에서는 변화의 차이를 확인할 수 없었지만, p38, ERK의

인산화는 감소되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 따라서

파골세포의 분화에 필수적인 c-Fos와 NFATc1의 발현에

WBB의 억제 효과는 p38, ERK 활성억제에 의한 것을 확인

하였다.

고 찰

골다공증은 이미 선진국에서는 인간의 삶의 질을 가장 위

협하는 질병군 증의 하나로 부상하였고 매해 50대 환자가

급증하는 심각한 상황으로 치닫고 있다. 우리나라도 생활습

관이 지금처럼 서구식으로 계속 이어지면 머지않아 유사한

상황이 올 것을 전문가들은 예측하고 있다. 또한 인간의 평

균수명이 길어져 노령인구가 늘어남에 따라 자연노화의 과

Fig. 2. The effects of WBB on the viability of BMMs was

evaluated by CCK-8 assay.

Table II. Effect of WBB on RANKL-induced mRNA expression levels of osteoclast-related genes in BMMs. Cells were

treated with RANKL for 4days and then the mRNA levels were evaluated by quantitative real-time PCR

RANKL - + +

WB-BuOH (50 µg/ml) - - +

TRAP 1.00±0.11 41.91±2.98
a

17.04±0.53
b

c-Fos 1.00±0.02 2.94±0.29
a

0.59±0.01
b

NFATc1 1.00±0.03 40.26±2.11
a

12.27±0.52
b

DC-STAMP 1.00±0.09 4.10±0.33
a

2.11±0.03
b

Cathepsin K 1.02±0.25 7637.18±1444.77
a

2201.41±501.27
c

ATP6v0d2 1.01±0.18 49.04±5.36
a

33.84±1.15
c

a
p<0.001 (compared to negative control group) 
b
p<0.001 (compared to positive control group) 
c
p<0.01 (compared to positive control group) 

Fig. 3. WBB-inhibits RANKL-induced MAP kinase activity.

BMMs were pretreated with or without WBB (50 µg/ml) for

1h prior to RANKL stimulation (5 ng/ml) at the indicated

times. Protein expressions evaluated by western blot analysis.
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정이기도 한 골다공증에 대한 관심도 증대되고 있다. 골다

공증의 원인으로는 노화 이외에도 에스트로젠의 결핍으로

인한 폐경과
17)
 스테로이드 약물의 장기 복용이나 류마티스

관절염 등과 같은 만성 염증성 질환과
18)
 음주와 흡연 등 다

양한 것으로 알려져 있다. 또한 최근 당뇨, 만성심장질환,

갑상선 질환 등이 수반된 환자에게서 조기진단 및 치료가

필요하다고 알려져 있다.
19)
 파골세포는 조혈모세포에서 유

도되어 증식과 분화, 다핵화 등 과정을 거쳐 형성되는데 위

에서 언급된 여러가지 원인에 의해 골 생성보다 골 흡수작

용이 더 많이 일어나게 되면 골다공증을 유발하게 된다. 그

러므로 파골세포로 분화되는 과정을 억제하는 것이 골다공

증 치료의 한 방법이 될 수 있다. 본 실험에서 사용한 WBB

은 농도 의존적으로 RANKL에 의해 파골세포로 분화유도

과정 중에서 TRAP양성인 파골세포의 수를 통계적으로 유

의성 있게 감소시켰다(Fig. 1-C). 또한 파골세포의 분화억제

효과가 투여약물의 독성효과가 아니라 WBB의 효과라는 사

실을 확인하였다. 결과적으로 WBB가 직접적으로 파골세포

로의 분화 억제효과를 나타냄으로써 골다공증 치료에 사용

가능한 후보물질로 기대된다.

파골세포는 조혈모세포에서 유래되어 여러 단계를 거쳐

골을 흡수하는 파골세포로 분화되어 골 흡수기능을 수행하

게 된다. 파골세포는 RANKL(receptor activator of NF-κB

ligand)를 발현시키고 Vitamin D3, prostaglandin E2(PEG2),

interleukin-1(IL-1), TNF-α(tumor necrosis factor α), PTH

(parathyroid hormon), IL-6(interleukin-6) 등의 자극으로 말

미암아 RANKL의 발현이 촉진된다.
20,21)

 단핵구나 대식세포

에서 발현되는 RANK에 RANKL가 결합하면 다양한 신호

전달물질을 활성화하여 파골세포로 분화하는데 중요한 전사

인자인 c-Fos와 NFATc1가 증가하게 된다.
22)
 그러나 RANKL

에 의해 유도된 NFATc1, TRAP, c-Fos, DC-STAMP 등의 발

현이 감소됨을 확인하였다(Table II). 특별히 NFATc1의 발

현은 파골세포로의 분화에 매우 중요한 인자로 결핍 시에

는 배아줄기세포가 파골세포로 분화되지 않는다고 보고되

었다.
23)
 RANK와 RANKL과의 결합으로 RANK의 세포질

부위로 TRAF계열 단백질 결합이 촉진되고 RANKL의 신

호가 전달되어 MAPKs(mitogen-activated protein kinase)인

p38, ERK 등과 같은 신호전달 단백질의 활성화를 통하여

파골세포의 분화에 필수적인 c-Fos, NFATc1과 같은 전사인

자를 유도한다.
24)
 WBB은 파골세포의 분화과정 중에서 초

기단계에 해당하는 신호전달단계에서 c-Fos, NFATc1 등을

억제하여 파골세포로 분화를 억제하는 것으로 확인하였다. 

Wheat bran에 함유된 성분으로 linoleic acid를 비롯한 여

러 지방산들과 ferulic acid를 포함한 phenoloic acid류와

polyphenol류가 알려져 있으나
25)
 이 가운데 극성이 큰

polyphenol류가 파골세포의 분화를 억제하는 성분으로 추정

되어진다. 추가적으로 WBB의 성분분석을 통하여 유효물질

확인을 위한 지속적인 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

또한 밀의 미성숙 종자를 부소맥이라 하여 한약으로 사용

하고 있어 밀기울과 부소맥의 관계를 확인하고자 시중에서

부소맥을 구입, 비교하였을 때, 미성숙 종자는 거의 찾아볼

수 없었고 대부분이 통밀이라고 말하는 성숙한 밀종자임을

확인하였다. 그러므로 흰 밀가루를 만들면서 부산물로 생성

되는 밀기울과 시중에 유통되고 있는 부소맥을 동일한 소

재로 간주 할 때 이러한 실험결과를 부소맥의 새로운 약효

로 추가할 수 있을 것으로 사료된다.

결 론

밀기울은 흰 밀가루를 만들 때 생성되는 부산물로 사료

등으로 사용하는 이외에는 의약적 용도로 알려져 있지 않

았으나 본 실험을 통하여 WBB의 50 µg/ml농도에서 파골

세포의 분화가 억제됨을 확인함으로써 이 분획물이 골다공

증의 치료나 예방의 목적으로 사용될 수 있음을 입증하였

다. 이는 또한 기존의 전통약재인 한약의 사용범위를 벗어

나 새로운 효능을 밝혀냄으로써 부작용 없이 장기간 투여

할 수 있는 약식동원(藥食同源)의 개념에 맞는 이상적인 소

재로 확인된 셈이다. 아울러 추후 밀기울 부탄올 분획물의

유효 지표성분을 분리하여 파골세포에 미치는 영향을 비교

분석하는 연구가 이어져야 할 것이다.
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