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白蘞의 파골세포 분화 및 관련 유전자 발현 억제에 미치는 영향
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ABSTRACT

Objectives : Osteoporosis is a systemic skeletal disorder characterized by reduced bone mineral density and increased 

risk of fractures. Bisphosphonates and selective estrogen receptors, which are bone resorption inhibitors that are 

currently widely used as osteoporosis treatments, show serious side effects when administered for a long time. 

Research on bone resorption inhibitors that complement the problems of existing treatments is needed. The purpose 

of this study was to investigate the effect of inhibiting osteoclast differentiation and activity on the tuberous root of 

Ampelopsis japonica (Thunb.) Makino (AM).

Methods : After extracting AM using distilled water and ethanol, the inhibitory effects of the two solvents on osteoclast 

differentiation were compared using the RANKL-induced in vitro experimental model and the TRAP assay kit. The 

impact of AM on bone resorption was investigated through the pit formation assay, and its effect on F-actin 

formation was assessed through fluorescent staining. Additionally, protein and mRNA expression levels of osteoclast 

differentiation markers (NFATc1, c-Fos, TRAP and ATP6v0d2) and resorption markers (MMP-9, CTK, and CA2) were 

analyzed via western blot and RT-PCR.

Results : AM treatment significantly decreased the number of TRAP-positive cells and pit formation area. Furthermore, 

AM suppressed both the protein and mRNA expression of NFATc1 and c-Fos, key transcription factors involved in 

osteoclast differentiation and it downregulated the expression of osteoclast-associated genes such as TRAP, CTK, 

MMP-9, CA2, and ATP6v0d2.

Conclusions : These results suggest that AM can inhibit bone resorption and osteoclast differentiation, indicating its 

potential for use in the treatment and prevention of osteoporosis.    1)
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Ⅰ. 서   론

골다공증은 골량의 감소와 뼈조직 미세구조의 변형에 의해서 

골절의 위험도가 증가되는 전신성 골격계 질환이다. 전 세계 

2억 명이 넘는 사람들이 골다공증을 앓고 있는 것으로 추정되

며, 인구 고령화가 진행됨에 따라 골다공증 발병률은 계속 증가

하는 추세이다1). 특히 폐경기 여성에게 더 많은 유병률을 보

이며, 골다공증성 골절 사망 위험은 매우 높은 것으로 보고되

었다2). 이에 따라 골다공증 환자 70% 이상이 골다공증으로 

인한 골절 치료 비용으로 손실되고 있으며, 매년 300만 건 이상 

발생해 증가된 치료 비용은 사회경제적으로 많은 부담과 손실

을 초래한다3).

뼈의 재형성(remodeling)은 오래되거나 상처 입은 뼈조직이 

파골세포에 의해 제거되고 새로운 뼈조직이 조골세포에 의해 

형성되는 지속적인 과정이다4). 파골세포는 단핵구/대식세포의 

융합에서 유래된 다핵세포로, 오래되거나 손상된 뼈조직을 제

거하는 뼈 재흡수 과정을 담당하며, 뼈 재형성에 관여하는 또 

다른 유형의 세포인 조골세포는 중간엽줄기세포에서 유래하여 

새로운 뼈조직을 합성하고 침착시키는 뼈 형성 과정을 담당한다. 

파골세포와 조골세포의 기능은 서로 상호보완적으로 균형을 

이루어져야 하지만5), 폐경으로 인한 에스트로겐의 결핍은 과

도한 파골세포의 활성을 야기하여 이러한 균형을 무너뜨리고, 

결과적으로 골다공증과 같은 뼈 질환을 유발하게 된다6).

골다공증에 대표적으로 사용되는 치료제는 비스포스포네이트 

제제로써 파골세포의 사멸 유도를 통해 골 흡수를 억제한다. 

하지만, 장기적으로 비스포스포테이트 치료를 받게 되면 골 내

에 축적만 되는 것이 아니라 골의 구조를 정상적으로 유지하는 

데 필수적인 과정인 골 재형성을 방해하여, 턱의 골 괴사증, 

골절뿐만 아니라 심혈관계 질환과 같은 심각한 부작용이 발생

된다고 지속적으로 보고되고 있다7). 이에, 부작용이 적은 천

연물 기반의 새로운 골다공증 치료제 연구개발이 지속적으로 

진행되고 있다8,9).

Receptor activator of nuclear factor-κB ligand 

(RANKL)은 tumor necrosis factor super-family로써 파

골세포의 분화를 유도하는 cytokine이다. RANKL은 세포 표

면의 수용체인 RANK와의 결합을 통해, 파골세포 핵심 전사

인자인 c-Fos와 nuclear factor of activated T cells c1 

(NFATc1)를 차례대로 유도한 뒤, 최종적으로 골 흡수 인자인 

metallopeptidase-9 (MMP-9), Carbonic anhydrase 2 (CA2) 

그리고 Cathepsin K (CTK)와 융합 관련한 인자인 ATPase 

H+ transporting V0 subunit d2 (ATP6v0d2) 등의 인자의 

발현 유도하여 파골세포를 분화시킨다10).

한의학에서 골위(骨痿)란 노화와 관련된 질환으로, 열이 심하

여 陰液이 손상되거나 혹은 장기적인 피로, 腎精의 부족, 腎火

의 지나친 항성 등에 의해 뼈가 마르고 髓液이 감소되어 나타

난다. 이는 허리와 등이 쑤시고 연약하여 똑바로 서기가 어렵고, 

다리가 약하고 힘이 없으며 얼굴이 검어지고 치아가 마르는 

증상을 동반한다. 백렴(白蘞)은 포도과(葡萄科 : Vitaceae)에 

속한 多年生 攀緩藤本인 가회톱(白蘞) Ampelopsis japonica 

(Thunb.) Makino 의 塊根으로, 性은 微寒하고, 味는 苦하다. 

心, 肝, 胃經에 작용하며 청열해독(淸熱解毒), 소옹산결(消癰

散結)의 효능이 있어 옹저발배(癰疽發背), 정창(疔瘡), 나력

(瘰癧) 등의 증상을 치료하는 것으로 알려져 있다11). 白蘞에 

대한 기존 연구에서는 항암효과12), 항염효과13), 항산화 효과14) 

등이 보고되어 있으나 파골세포의 분화와 관련된 연구는 아직

까지 많이 이루어지지 않았다. 이에 저자는 청열해독(淸熱解毒), 

소옹산결(消癰散結)의 효능을 갖는 白蘞이 골다공증의 요인 중 

염증매개 조절 보고를 통해 파골세포 분화 억제에 가능성이 

높을 것으로 예측하여 연구하였다.

이에 본 연구에서는 白蘞의 에탄올 추출물과 열수 추출물의 

골다공증 관련 기전에 미치는 영향을 연구하기 위해 RAW 

264.7 cell을 이용하여 세포 독성을 평가하였고 파골세포 분화 

관련 유전자인 TRAP 활성을 분석하였으며, NFATc1과 c-Fos 

발현을 측정하였다. 또한 白蘞이 파골세포 관련 인자 ATP6v0d2, 

MMP-9, CA2 그리고 CTK의 유전자 발현을 유의미하게 억

제하는 결과를 얻었기에 이를 보고하는 바이다.    

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시약

Peprotech (London, UK)에서 RANKL (cat: 315-11-100)

을 구매하였다. Dulbecco modified eagle medium (DMEM) 

는 Welgene (Daejeon, Korea)에서, medium essential 

medium α (α-MEM) 그리고 penicillin and streptomycin 

(P/S)는 Gibco (Grand Island, NY, USA)에서 구매하였다. 

Atlas Biologicals (CO, USA)에서 Fetal bovine serum 

(FBS)을 구매하였다. Cell counting kit (CCK)-8은 Dojindo 

Molecular Technologies (Kumamoto, Japan)에서 구매하

였다. TRAP　staining kit는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA)에서 구매하였다. 

2. 세포 배양

한국세포주 은행(Korean cell line bank)에서 RAW 264.7 

세포가 구매되었고 이를 5%의 CO2 그리고 37℃가 유지되는 

세포 배양기에서 10% FBS와 1% P/S가 포함된 DMEM 배양

액을 사용하여 배양되었다. 세포의 밀도가 plate 내 80% 이상 

시 계대배양을 진행했다.

3. 白蘞 에탄올 추출물 및 열수 추출물의 제조

본 연구에 사용된 白蘞(Ampelopsis Radix, 이하 AM)은 

옴니허브 (Seoum, Korea)에서 구매되었다. 에탄올 및 열수 두 

용매를 통해 白蘞이 추출되었다. 白蘞 에탄올 시료(ethanol 

extract of AM, 이하 Et-AM)의 추출은 300 g의 AM에 3 L 

80% ethanol을 첨가하여 2주간 4℃에서 냉침 추출했다. 白蘞 

열수 시료(Water extract of AM, 이하 W-AM)를 추출은 

300 g의 AM에 3 L의 deionized water (DW)를 넣고 이후 2

시간 동안 100℃에서 끓였다. Filter paper no. 3 (Whatman, 

Maidstone, Kent, UK)을 사용하여 추출된 시료를 여과 후 
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동결건조하여 에탄올 추출물 21.1 g (수득률: 7%)과 열수 추

출물 47.2 g (수득률: 15.7%)의 파우더를 얻었다. 시료를 사용

하기 전에는 -80℃의 초저온 냉동고에서 보관했다. 실험에 

시료를 사용하기 위해, 에탄올 추출물은 dimethyl sulfoxide에 

용해하고 물 추출물은 DW에 용해한 뒤, pore size 0.22 ㎛로 

여과하여 사용했다.

4. 세포 생존율 분석

Et-AM과 W-AM의 세포 독성을 검증하기 위해 5×103개의 

RAW 264.7 세포를 96 well plate에 분주하였고 이를 24시간 

안정화 이후, 용매별 AM 추출물이 포함된 DMEM 배지로 교환

한 후 1일간 배양했다. 이후, 각 well에 10 ㎕의 CCK-8을 

처리한 후, 세포 배양기에서 1시간 동안 반응시켰다. 이후 

enzyme-linked immunoassay (ELISA) 기기 (Versamax 

microplate reader, Molecular Devices, CA, USA), 를 이

용해 450 ㎚의 흡광도에서 세포 생존율을 측정하였고 이를 

자극되지 않은 세포를 기준으로 백분율로 표기하였다. 90% 

이하의 생존율일 때 시료가 독성을 나타낸다고 간주했다.

5. TRAP 염색 및 활성도 분석 

Et-AM과 W-AM의 파골세포 분화 및 활성에 대한 유효성

을 검증하기 위해, 1.5×104개의 RAW 264.7 세포를 24-well- 

plate에 분주하여 24시간 동안 안정화 했다. 100 ng/ml의 

RANKL과 용매별 AM 추출물이 포함된 α-MEM 배지로 교

환한 후 5일간 배양했다. 2일 마다 배양액은 동일한 배양액으로 

교환했다. TRAP 염색 및 활성도 측정 실험 방법은 이전 연구

논문을 참고하여 진행하였다15) 분화가 종료된 후, phosphate- 

buffered saline (PBS)으로 미분화 대식세포를 부드럽게 제거

한 뒤, 세포를 4% 포르말린으로 고정하고 PBS로 3회 세척하

였다. 제조사가 제공한 프로토콜에 따라 leukocyte acid 

phosphatase kit (Sigma; 387-A)를 사용하여 TRAP 염색을 

수행했다. 위상차(inverted) 현미경 (CKX41, Olympus, 

Shinjuku, Japan)으로 염색된 세포를 촬영하고, Image J 

software (Ver. 1.46, National Institutes of Health)을 통해 

파골세포의 수는 개수되었다. 각 well plate 별 100배의 배율

에서 6시야를 촬영하였고, 붉은색의 다핵 세포 (핵 3개 이상)을 

파골세포로 간주하였다. 

이후 배양액 내 TRAP 활성도를 측정하기 위해, 동량의 TRAP 

활성도 측정 용액(0.5M acetate 750 ㎕ + tartrate solution 

150 ㎕ + 4.93 mg p-nitrophenyl phosphate)을 분화가 

종료된 배양액 50 ㎕에 넣은 뒤, 37℃의 온도에서 반응시켰다. 

1시간 반응시킨 후 0.5 NaOH 용액으로 반응을 종료하였고 

ELISA 기기를 이용해 405 nm의 흡광도에서 TRAP 활성도를 

측정했다.

6. F-actin ring 형성 분석

Et-AM의 파골세포 세포 골격구조인 F-actin ring 형성에 

대한 유효성을 검증하기 위해, 1.5×104개의 RAW 264.7 세

포를 24-well-plate에 분주해서 24시간 안정화하였다. 100 

ng/ml의 RANKL과 Et-AM 추출물이 포함된 α-MEM 배지

로 교환한 후 5일간 배양하여 이 배양액을 동일한 배양액으로 

2일 마다 교환했다. F-actin ring 형성 분석 방법은 이전 연

구논문을 참고하여 진행하였다15). 분화 종료 후 세포 PBS로 

3회 세척하고 세포를 4% paraformaldehyde으로 고정했다. 

이후, 세포를 0.5% Triton X-100으로 투과시킨 뒤, 30분 동안 

100 nM Acti-stain 488 phalloidin (PHDG1-A, 

Cytoskeleton, Inc, CO, USA)를 첨가하여 반응시키고, 100 

nM DAPI로 핵을 대조염색했다. 형광(fluorescence) 현미경 

(Cellena, Logos Biosystem)을 사용해 염색된 세포가 관찰

되었고, F-actin ring의 수는 Image J software을 통해 개

수되었다.

7. Western blot 분석

Et-AM의 파골세포 세포 필수전사인자인 NFATc1 그리고 

c-Fos의 단백질 발현에 대한 유효성을 검증하기 위해, 5×105

개의 RAW 264.7 세포를 60 π dish에 분주하여 24시간 안정화 

했다. 100 ng/ml의 RANKL과 Et-AM 추출물이 포함된 α- 

MEM 배지로 교환한 후 2일간 배양했다. 분화 종료 후 세포 

PBS로 3회 세척하고, 전체 단백질(total protein)을 

radioimmunoprecipitation lysis buffer (25 mM Tris·HCl 

pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 

0.1% SDS)를 이용해 추출했다. 이후, bicinchoninic acid (BCA) 

protein assay kit (T9300A, TAKARA, Tokyo, Japan)을 

통해 정량한 뒤, 단백질을 Sodium dodecyl-sulfate 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)로 크기

별로 분리하고, nitrocellulose membrane에 흡착시켰다. 이

후, 단백질이 흡착된 membrane의 비특이적 단백질의 결합을 

5% skim milk in tris-buffered saline with 0.05% Tween 

20 (TBST)를 이용해 방지하고, 1% BSA in TBST에 각각의 

primary 항체를 희석하여 반응시킨 뒤 4℃의 온도에서 반응

시켰다. 24시간 이후 5% skim milk in TBST에 희석한 

secondary 항체를 1시간 동안 반응시키고, enhanced 

chemiluminescence solution을 처리해 단백질의 발현을 시각

화했다. Table 1에 각 항체의 희석 농도 및 정보가 기재되었다. 

Image J software를 통해 NFATc1, c-Fos 그리고 β-actin

의 발현을 측정한 뒤, β-actin으로 표준화했다. 

8. Reverse transcription polymerase chain 

reaction (RT-PCR) 분석

Et-AM의 파골세포 관련인자의 mRNA 발현에 대한 유효

성을 검증하기 위해, 2×105개의 RAW 264.7 세포를 6-well- 

plate에 분주하여 24시간 안정화했다. 이후, 100 ng/ml의 

RANKL과 Et-AM 추출물이 포함된 α-MEM 배지로 교환한 

후 4일간 배양했고 이 배양액은 동일한 배양액으로 2일마다 

교환했다. 분화 종료 후 세포 PBS로 3회 세척하고, mRNA를 

TRIzol reagent (TAKARA, Kyoto, Japan)을 이용해 분리

했다. 분리된 mRNA는 Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, 

United Kingdom)을 이용해 정량되었고, 이후 SuperScriptⓇ 
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III First-strand Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, 

CA)를 이용해 cDNA로 합성되었다. 다음과 같이 PCR 반응을 

진행하여(1 분, 94℃; 1 분, 58℃; 1 분, 72℃) TRAP, 

MMP-9, CTK, CA2, ATP6v0d2의 mRNA 발현을 측정하였

다. 실험에 사용된 primer는 Genotech (Deajoen, Korea)에

서 구매되었고, sequence의 구조 및 PCR 실험조건의 정보는 

Table 2에 기재되었다. 증폭 후 SYBR green 으로 염색된 

2% agarose gel에서 반응물은 전기영동 되었고, NaBI gel 

document을 통해 시각화 되었다. 각 유전자의 발현은 Image 

J software를 통해 측정한 뒤, GAPDH로 표준화했다. 그리고 

primer는 (Genotech, Deajoen, Korea)에서 구매하였다.

protein name
Primary Ab. Secondary Ab. 

Cat. No. Company dilution ratio Host Cat. No. dilution ratio

NFATc1 556602 BD science 1:1000

mouse 115-035-062

1:10000

c-Fos sc-447 Santacruz 1:200 1:5000

β-actin sc-8432 Santacruz 1:500 1:1000

Table 1. Information of Antibody Used for Western Blot.

Gene name Sequence Gene No. Cycle Tm (℃) Base pair

NFATc1
Forward: TGCTCCTCCTCCTGCTGCTC

NM_198429.2 30 58 480
Reverse: CGTCTTCCACCTCCACGTCG

c-Fos
Forward: ATGGGCTCTCCTGTCAACAC

NM_010234.3 35 58 480
Reverse: GGCTGCCAAAATAAACTCCA

TRAP
Forward: ACTTCCCCAGCCCTTACTACCG

NM_007388.3 30 58 381
Reverse: TCAGCACATAGCCCACACCG

CTK
Forward: AGGCGGCTATATGACCACTG

NM_007802.4 26 58 403
Reverse: CCGAGCCAAGAGAGCATATC

MMP-9
Forward: CGACTTTTGTGGTCTTCCCC

NM_013599.4 30 58 258
Reverse: TGAAGGTTTGGAATCGACCC

CA2
Forward: CTCTCAGGACAATGCAGTGCTGA

NM_001357334.1 32 58 411
Reverse: ATCCAGGTCACACATTCCAGCA

ATP6v0d2
Forward: ATGGGGCCTTGCAAAAGAAATCTG

NM_175406.3 30 58 504
Reverse: CGACAGCGTCAAACAAAGGCTTGTA

GAPDH
Forward: ACTTTGTCAAGCTCATTTCC

NM_008084.3 30 58 267
Reverse: TGCAGCGAACTTTATTGATG

Table 2. Primer Sequence Used for RT-PCR

9. 통계 분석

모든 데이터는 평균 ± 표준오차(mean ± standard error 

of the mean)로 표시되었으며, 각 그룹 간 유의성은 one-way 

ANOVA를 통해 검증한 뒤, Tukey 테스트로 유의성을 사후 

검증하였다 (Graph Pad Prism 9 Inc, San Diego, CA, USA). 

유의수준 판단 기준은 p < 0.05로 설정했다.

Ⅲ. 결   과

1. 용매별 AM 추출물의 독성 평가

Et-AM, W-AM의 세포 내 독성을 검증하여 처리 농도를 

결정하기 위해 실험한 결과 실험에 사용된 Et-AM 농도 125, 

250, 500 ㎍/㎖는 RAW 264.7 세포에서 독성을 나타내지 않

았다(Figure 1A). 또한, 125, 250, 500 ㎍/㎖의 W-AM는 

RAW 264.7 세포에서 독성을 나타내지 않았다(Figure 1B).
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Figure 1. Affect of Et-AM and W-AM on the cytotoxicity of RAW 264.7 cells.
(A) The effect of Et-AM and (B) W-AM on the cell viability of RAW 264.7 cells was measured with CCK-8 solution. Data were expressed 
as mean ± standard error of mean (S.E.M), and all experiments were repeated three or more times.

2. Et-AM의 파골세포 분화 억제능 평가

에탄올 추출 AM의 파골세포 분화 억제에 대한 유효성을 

판단하기 위해, Et-AM 125, 250, 500 ㎍/㎖을 RANKL로 

유도된 파골세포에 처리하였다. 분화 후 TRAP 용액을 통해 

세포를 염색한 결과, RANKL 처리 세포는 붉은색의 다핵 세

포가 관찰되었고, Et-AM 처리그룹은 이러한 붉은색의 다핵

세포의 수와 크기를 감소시켰다(Figure 2A). Et-AM 처리 

그룹의 파골세포 수를 개수한 결과 RANKL 처리군 대비 125, 

250, 500 ㎍/㎖에서 각각 35%, 52% 그리고 81%의 억제율을 

나타냈고 (유의성: p<0.05, p<0.01, p<0.01) (Figure 2B), 

배지 내 TRAP 활성도 또한 125, 250, 500 ㎍/㎖에서 각각 

27%, 49%, 74% 억제하였다 (유의성: p<0.05, p<0.01, p<0.01) 

(Figure 2C). 

  

Figure 2. Effect of Et-AM on the inhibition of osteoclast differentiation. 
(A) Differentiated osteoclasts were stained using a TRAP assay kit and captured using a inverted microscope (×100, scale bar: 200 ㎛). 
(B) Changes in the number of TRAP-positive cells through Et-AM treatment were counted using ImageJ software. 6 fields of view were 
taken for each well plate, and red multinucleated cells (three or more nuclei) were regarded as osteoclasts. (C) The inhibitory effect of Et-AM
on TRAP activity in medium was measured using an ELISA instrument. Data were expressed as mean ± standard error of mean (S.E.M), 
and all experiments were repeated three or more times. ##p<0.01 versus untreated cells and *p<0.05, **p<0.01 versus RANKL-treated cells.

3. W-AM 추출물의 파골세포 분화 억제능 평가

W-AM의 파골세포 분화 억제에 대한 유효성을 판단하기 

위해, RANKL로 유도된 파골세포에 W-AM 125, 250, 500 

㎍/㎖을 처리하였다. 분화 후 TRAP 용액을 통해 세포를 염

색한 결과, RANKL 처리 세포는 붉은색의 다핵 세포가 관찰

되었고, W-AM 처리그룹은 이러한 붉은색의 다핵세포의 수와 

크기를 감소시켰다(Figure 3A). W-AM 처리 그룹의 파골세포 

수를 개수한 결과 RANKL 처리군 대비 500 ㎍/㎖에서 82%의 

억제율 (유의성: p<0.01)을 나타냈으며 (Figure 3B), 배지 내 

TRAP 활성도는 500 ㎍/㎖의 W-AM에서 유발군 대비 39%의 

억제율 (유의성: p<0.01)을 나타냈다 (Figure 3C). AM의 용

매별 파골세포 억제 효과를 비교 분석한 결과 에탄올 추출물이 

열수 추출물에 비해 더 뛰어난 파골세포 억제 효과를 나타내 

이후 실험은 에탄올 추출물로 진행하였다. 
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Figure 3. Effect of W-AM on the inhibition of osteoclast differentiation. 
(A) Differentiated osteoclasts were stained using a TRAP assay kit and captured using a inverted microscope (×100, scale bar: 200 ㎛).
(B) Changes in the number of TRAP-positive cells through W-AM treatment were counted using ImageJ software. 6 fields of view were 
taken for each well plate, and red multinucleated cells (three or more nuclei) were regarded as osteoclasts. (C) The inhibitory effect of W-AM
on TRAP activity in medium was measured using an ELISA instrument. Data were expressed as mean ± standard error of mean (S.E.M), 
and all experiments were repeated three or more times. ##p<0.01 versus untreated cells and **p<0.01 versus RANKL-treated cells.

4. F-actin ring 형성에 Et-AM의 유효성 평가

Et-AM이 F-actin ring 형성 억제에 대한 유효성을 판단

하기 위해, RANKL로 유도된 파골세포에 Et-AM 125, 250, 

500 ㎍/㎖을 처리하였다. 분화된 파골세포의 F-actin ring을 

염색한 후 형광현미경을 통해 확인한 결과, RANKL 처리 세

포는 거대 골격구조가 관찰되었고, Et-AM 처리그룹은 이러한 

구조의 크기와 수를 감소시켰다(Figure 4A). Et-AM 처리그

룹의 F-actin ring의 수를 개수한 결과, 500 ㎍/㎖의 Et-AM

는 유발군 대비 84%의 억제율을 나타냈다 (유의성: p<0.05) 

(Figure 4B). 

   

Figure 4. Effect of Et-AM on F-actin ring formation inhibition. 
(A) F-actin ring were stained using a Acti-stain kit and captured using a fluorescence microscope (×100, scale bar: 200 ㎛).
(B) Changes in the number of F-actin ring through Et-AM treatment were counted using ImageJ software. Data were expressed as mean
± S.E.M, and all experiments were repeated three or more times. ##p<0.01 versus untreated cells and *p<0.05 versus RANKL-treated cells.

5. 파골세포 분화 필수 전사인자 발현에 Et-AM의 

유효성 평가

Et-AM이 파골세포 분화 필수 전사인자인 NFATc1과 

c-Fos의 발현 억제에 대한 유효성을 판단하기 위해, RANKL로 

유도된 파골세포에 Et-AM 추출물 125, 250, 500 ㎍/㎖을 

처리 후 단백질을 추출했다. 이후 추출된 단백질 전사인자 발

현을 western blot으로 확인한 결과, RANKL 처리그룹은 

NFATc1과 c-Fos의 발현이 상향조절 되었고, Et-AM 처리

그룹은 이러한 발현이 농도 의존적으로 감소시켰다(Figure 

5A). 각 지표의 발현을 β-actin으로 정량한 결과 Et-AM은 

NFATc1의 발현을 250, 500 ㎍/㎖에서 52%, 85% 억제하였다 
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(유의성: p<0.01, p<0.01) (Figure 5B). 또한, Et-AM은 

c-Fos의 발현을 125, 250, 500 ㎍/㎖에서 각각 37%, 56%, 

74% 억제하였다 (유의성: p<0.05, p<0.01, p<0.01) (Figure 5C).

Figure 5. Effect of Et-AM on inhibition of NFATc1/c-Fos protein 
expression. 
(A) Protein expression of NFATc1 and c-Fos was detected by 
western blot. (B) Expression of NFATc1 and (C) c-Fos was 
normalized to β- actin. Data were expressed as mean ± S.E.M, 
and all experiments were repeated three times. ##p<0.01 versus 
untreated cells and *p<0.05, **p<0.01 versus RANKL-treated cells.

6. 파골세포 분화 관련 mRNA 발현에 Et-AM의 

유효성 평가

Et-AM이 파골세포 분화 관련 유전자인 NFATc1, c-Fos, 

TRAP, 그리고 ATP6v0d2의 발현 억제에 대한 유효성을 판

단하기 위해, RANKL로 유도된 파골세포에 각 Et-AM 125, 

250, 500 ㎍/㎖을 처리 후 mRNA를 추출했다. 이후 추출된 

mRNA 내 단백질 전사인자 발현을 PCR로 확인한 결과, 

RANKL 처리그룹은 모든 인자에서 발현이 상향조절 되었고, 

Et-AM 처리그룹은 이러한 발현을 감소시켰다(Figure 6A). 각 

지표의 발현을 GAPDH로 정량한 결과 Et-AM은 NFATc1의 

발현을 250, 500 ㎍/㎖에서 46%, 98% 억제하였고 (유의성: 

p<0.01, p<0.01) (Figure 6B), c-Fos의 발현을 250, 500 

㎍/㎖에서 52%, 88% 억제하였다 (유의성: p<0.01, p<0.01) 

(Figure 6C). 또한, TRAP의 발현을 500 ㎍/㎖에서 80%를 

억제하였고 (유의성: p<0.01) (Figure 6D), ATP6v0d2의 발

현을 250, 500 ㎍/㎖에서 51%, 81% 억제하였다 (유의성: 

p<0.01, p<0.01) (Figure 6E). 

Figure 6. Effect of Et-AM on the inhibition of osteoclastogenesis-
related gene expression. 
(A) mRNA expression of osteoclastogenesis-related gene was 
detected by RT-PCR. (B) Expression of NFATc1, (C) c-Fos, (D) 
TRAP, and (E) ATP6v0d2 was normalized to GAPDH. Data were 
expressed as mean ± S.E.M, and all experiments were repeated
three times. ##p<0.01 versus untreated cells and **p<0.01 versus 
RANKL-treated cells.

7. 골 흡수 관련 mRNA 발현에 Et-AM의 유효성 

평가

Et-AM이 파골세포의 골 흡수 관련 유전자인 MMP-9, 

CTK, 그리고 CA2의 발현 억제에 대한 유효성을 판단하기 위

해, RANKL로 유도된 파골세포에 각 Et-AM 125, 250, 500 

㎍/㎖을 처리 후 mRNA를 추출했다. 이후 추출된 mRNA 내 

단백질 전사인자 발현을 PCR로 확인한 결과, RANKL 처리

그룹은 모든 인자에서 발현이 상향조절 되었고, Et-AM 처리

그룹은 이러한 발현을 감소시켰다(Figure 7A). 각 지표의 발

현을 GAPDH로 정량한 결과 Et-AM은 MMP-9의 발현을 

500 ㎍/㎖에서 64% 억제하였고 (유의성: p<0.05) (Figure 

7B), CTK의 발현을 500 ㎍/㎖에서 59% 억제하였다 (유의성: 

p<0.01) (Figure 7C). 그리고, CA2의 발현을 500 ㎍/㎖에서 

90% 감소시켰다 (유의성: p<0.05) (Figure 7D). 
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Figure 7. Effect of Et-AM on the inhibition of bone resorption-related gene expression. 
(A) mRNA expression of bone resorption-related was detected by RT-PCR. (B) Expression of MMP-9, (C) CTK, and (D) CA2 was normalized
to GAPDH. Data were expressed as mean ± S.E.M, and all experiments were repeated three times. ##p<0.01 versus untreated cells and 
*p<0.05, **p<0.01 versus RANKL-treated cells.

IV. 고   찰

폐경기성 골다공증은 에스트로겐 결핍으로 인해 파골세포가 

과도하게 활성화되어 골 손실을 유도해 발생한다. 현재 골다

공증 치료제인 비스포스포네이트 제제는 골 괴사증, 골절 및 

심혈관계 질환과 같은 심각한 부작용이 잇따르고 있다7). 따라서 

천연물 기반 골다공증 유효 물질의 연구가 지속적으로 이루어

지고 있고8,9), 본 연구에서는 AM의 파골세포 분화 억제 효과를 

규명하고자 하였다. Et-AM은 TRAP 활성도와 F-actin ring

의 형성을 감소시켰고, 파골세포 분화와 흡수에 관련한 필수 

전사인자의 발현을 유의하게 억제하는 효과를 보였다.

TRAP은 파골세포의 대표적인 phenotype 마커로써, 임상 

골다공증 환자의 혈청 내 분석을 통해 골다공증 검출 인자로도 

사용되고 있으며, 세포 및 조직 내 TRAP 염색은 TRAP 효소를 

기반으로 세포가 염색되어 시각화 된다16). 본 연구에서는 

RANKL 처리 파골세포 모델에서 에탄올 및 열수 추출물의 

AM의 결과를 상호 비교하였다. 실험 결과, 두 용매 모두 파골

세포 억제에 효과를 보였고, 특히 Et-AM는 W-AM 보다 125, 

250 그리고 500 ㎍/㎖의 실험 농도에서 각각 30%, 49% 그

리고 58% 더 뛰어난 파골세포 활성도 억제 효과를 나타내었다. 

이러한 결과는 AM은 비정상적인 파골세포 분화로 유발된 골다

공증를 치료할 수 있는 가능성을 보여 더 뛰어난 효과를 보인 

Et-AM의 억제 상세 기전 검증을 진행하였다. 

F-actin은 파골세포의 세포 골격구조로써, 파골세포와 뼈 

표면 사이를 흡착시켜 조직화 되고 세포 외 공간과 골 흡수 공

간이 구분하는 역할을 한다17). 파골세포는 골 흡수 과정 중 

세포골격 구성을 수행하며, 파골세포의 actin이 큰 ring으로 

조직화 되고 세포 외 공간과 골 흡수 공간이 구분된다18). 이에 

파골세포의 F-actin ring의 형성을 이용해 파골세포의 골 흡수 

능력을 평가할 수 있는 지표로 사용되고 있다. 본 연구에서 

RANKL 처리된 파골세포는 거대 골격구조가 관찰되었고, 

Et-AM 처리그룹은 이러한 구조의 크기와 수를 감소시켰다. 

이는 Et-AM이 파골세포의 분화를 억제함과 아울러 파골세

포의 뼈 흡수 능력을 나타내는 F-actin ring의 형성을 감소

시켰음을 의미한다.

NFATc1와 c-Fos는 파골세포 분화에 주요 역할을 하는 핵

심 전사인자로써, 이 두 인자가 결핍된 쥐는 파골세포 분화에 

장애가 발생하여, 골 석화증이 유발된다고 밝혀졌다19,20). 

RANKL-RANK의 결합은 c-Fos 그리고 NFATc1을 순차적

으로 유도하며 TRAP, OSCAR, ATP6v0d2, MMP-9, CTK 

그리고 CA2와 같은 파골세포 특이 인자의 발현을 조절한다. 

본 연구에서 RANKL 처리 그룹은 NFATc1과 c-Fos의 발현을 

유도하였고, Et-AM 처리 그룹은 이러한 발현을 농도 의존적

으로 감소시켰다. 이는 Et-AM의 파골세포 분화 억제 효과가 

NFATc1 그리고 c-Fos의 발현 억제에 매개된다는 것을 의미

한다. 
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세포-세포 간의 융합은 다핵세포의 발달에 필수적이고 파골

세포 성숙에 중요한 역할을 한다. ATP6v0d2는 파골세포 및 

actin ring의 융합 시 두드러지게 발현되며, 결핍된 마우스는 

파골세포 기능의 장애로 골 재흡수 능력이 급격하게 감소되어 

골 화석증이 유발된다21). 본 연구에서, RANKL은 파골세포 내 

ATPv0d2의 발현을 유도하였고, Et-AM는 이러한 발현을 억제

시켰다. 또한, TRAP 염색 결과와 동일하게 TRAP의 mRNA 

발현도 Et-AM에서 농도의존적으로 억제되었다. 이를 통해 

Et-AM은 세포-세포 간의 융합을 억제를 통해 파골세포 및 

F-actin ring의 형성에 유의미한 효과를 나타내는 것으로 보

인다. 

MMP-9는 골 흡수에 필수적으로 요구되는 인자로써, 뼈를 

포함한 다양한 기관에서 세포외 기질 (Extracellular matrix)의 

붕괴에 주요한 역할을 하며, 파골세포가 골의 표면으로 이동

하게 하여 골의 재흡수에 역할을 한다22,23). CTK는 Cysteine 

단백 분해 효소로 파골세포에서 많이 나타나고 골의 재흡수 

효소로 작동한다24). CA2는 특징적으로 파골세포 분화 초기 

단계에 발현되어 양성자 생성을 유도하고, 재흡수와 파골세포 

분화에 필수적인 작용을 한다25). 본 연구에서 Et-AM는 

MMP-9, CTK 그리고 CA2의 발현을 유의하게 감소시켰다. 

이는 Et-AM이 MMP-9 및 CTK의 발현 억제를 통해 파골세

포의 골 재흡수를 제어하며, CA2 발현을 제어를 통한 양성자 

생성에 장애를 발생시켜 최종적으로 파골세포의 주 기능인 골 

재흡수를 감소시킨다는 것을 의미한다.

본 연구는 이 연구는 AM의 파골세포 분화 관련 유전자나 

단백질 등 지표에 대한 영향을 실험하였지만 한계점도 지니고 

있다. 타 연구들에서 뼈 파괴세포 분화와 연관된다고 밝혀진 

TRAP, F-actin ring, NFATc1, c-Fos, ATP6v0d2, MMP-9, 

CTK, 그리고 CA2와 같은 주요 지표들을 대상으로 실험을 진

행하였으나 이는 파골세포 관련 지표들만을 대상으로 연구를 

진행하였으므로 AM의 효능에 관련된 유효 성분에 대한 연구가 

필요할 것으로 사료된다. 또한 향후 임상에서 치료제의 역할을 

하기 위해선 동물실험은 물론 임상 연구까지 필요할 것이다.

본 연구는 한의학적으로 열해독(淸熱解毒), 소옹산결(消癰

散結)의 효능을 지닌 AM의 파골세포 분화 및 골 흡수 관련 

유전자 발현에 미치는 영향을 분석하였다. AM은 파골세포 분화 

관련 유전자와 단백질의 발현을 감소시켜 파골세포 분화 및 골 

흡수능을 억제하므로 골다공증의 진행을 막기 위한 한약재로 

임상 적용의 실험 근거가 될 것으로 보이며 향후 임상에서 활용 

가능하도록 더 많은 연구가 필요할 것이다.

Ⅴ. 결   론

AM의 용매별 추출물이 파골세포 분화와 골 흡수 관련 단

백질 및 유전자 발현에 미치는 영향을 알아보기 위해 RAW 

264.7 세포에 RANKL을 처리하여 실험을 진행하였고, 다음과 

같은 결과를 얻었다. 

1. Et-AM은 RANKL로 유도된 파골세포에서 파골세포 

분화 억제에 유효성을 보여주는 TRAP 활성도를 억제

하였고 파골세포 특이 골격구조인 F-actin ring의 형

성을 억제하였다.

2. Et-AM은 RANKL로 유도된 파골세포의 분화 필수 전

사인자인 NFATc1과 c-Fos의 발현을 유의하게 억제하

였다. 

3. Et-AM은 RANKL로 유도된 파골세포의 분화 관련 유

전자인 NFATc1, c-Fos, TRAP, 그리고 ATP6v0d2의 

발현을 유의하게 억제하였다.

4. Et-AM은 파골세포의 골 흡수 관련 유전자인 MMP-9, 

CTK, 그리고 CA2의 발현을 억제하였다.

이상을 종합하면, AM은 파골세포 분화 관련 인자들의 발현

을 억제하여 파골세포 분화 및 골 흡수를 억제함을 확인하였다. 

이 결과는 AM의 골다공증 치료에 대한 과학적 근거가 될 것

으로 기대하며, 임상에서 골다공증의 치료에 활용될 수 있을 

것으로 사료된다. 
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