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국국국 문문문 요요요 약약약

파파파골골골세세세포포포 분분분화화화에에에 관관관여여여하하하는는는 GGG단단단백백백의의의 활활활성성성화화화

분화된 파골세포는 뼈에서 칼슘을 재 흡수하여 혈장내의 칼슘농도를 유지시켜
뼈를 재구성 하게 된다.RANKL (receptoractivatorofNF-kB ligand),tumor
necrosisfactor α 등의 싸이토카인은 전구세포로부터 파골세포 분화를 유도한다.
RANKL신호는 전구세포내 TRAF6를 시작으로 NFκB,c-fos,JNK,그리고 ERK
와 같은 다양한 신호전달기전을 활성화시키는 것으로 알려져 있다.최근 전구세포
내에서 RANKL로 분화과정을 유발 시 세포내 칼슘 농도의 주기적 변화가 관찰
되었으며,칼슘 신호가 NFATc1(nuclearfactorofactivatedT cell)의 활성을 조
절함으로써 최종적인 분화 단계에 관여함이 밝혀졌다. 칼슘신호전달은 세포의 증
식,분화,유전자 전사,신경전달물질의 분비,기억과 학습,그리고 근수축 등과 같
은 다양한 생명현상에 관여하며,파골세포 분화과정에서도 칼슘신호 역시 중요한
역할을 수행하고 있다.그런데 파골세포 분화과정에서 칼슘 신호는 phospholipase
Cγ의 활성화와 연계되어 있는 것으로 알려져 있는 반면,G-단백 연계 칼슘신호와
의 상관성은 알려져 있지 않다.이에 본 연구에서는 G-단백을 활성화시켰을 때
파골세포로의 분화를 유도할 수 있는 지와 이에 따른 세포내 신호전달 기전을 알
아보고자 하였다.
파골세포 전구세포주인 RAW264.7세포에서 칼슘 dye인 fura2의 형광정도를 세
포내 칼슘농도로 간주하여 측정하였으며,G-단백을 활성화하기 위하여 aluminium
fluoride(AlF4-)를 사용하였다.NFATc1의 발현과 활성도를 NFATc1항체를 이용
하여 면역반응법과 면역형광염색법으로 확인하였고,RANKL에 의한 세포내 신호
전달 매개체인 ERK와 JNK의 활성도를 시간대에 따라 확인하였다.
파골세포 전구체에 RANKL자극 없이 AlF4-(100nM AlCl3,5mM NaF)의 처리
만으로 RANKL에 의한 분화과정에서 발견할 수 있는 칼슘 oscillations가 생성됨
을 확인하였다.또한 이렇게 칼슘 신호의 변화가 일어난 전구 세포들에서 tartrate
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resistantacidicphosphatase염색에 대해 양성 반응을 확인함으로써,파골세포로
의 분화가 이루어짐을 알 수 있었다.또한 최종 분화단계에 관여하는 NFATc1의
발현 증가와 핵내의 이동을 확인하였다.아울러 G 단백 신호 활성화와 칼숨신호
전달 외에 ERK와 JNK 신호 전달 체계를 활성화 할 수 있음을 확인하였다.
이상의 결과는 기존에 알려진 RANKL신호전달 경로 외에 G 단백 신호전달 경
로가 파골세포 분화과정에 관여하고 있을 가능성을 보여주고 있다고 판단된다.

핵핵핵심심심 되되되는는는 말말말 :파골세포,RANKL,G alphasubunit,aluminum fluoride,Ca2+

oscillations,NFATc1
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<<<지지지도도도교교교수수수 최최최 병병병 재재재>>>
연연연세세세대대대학학학교교교 대대대학학학원원원 치치치의의의학학학과과과

김김김 종종종 태태태

III...서서서 론론론

골조직은 골격을 구성하는 결체조직으로 교원섬유,proteoglycan과 같은 세포간
기질,조골세포 (osteoblast),파골세포 (osteoclast),그리고 골세포 (osteocyte)로
구성되어있다.골은 매우 활동적인 조직으로 이러한 세포들의 활성에 의해 끊임없
이 골개조가 일어난다.골개조는 파골세포에 의한 골흡수와 조골세포에 의한 골형
성의 균형이 유지되는 역동적 과정으로,골개조에 의해 골은 지속적으로 새로워진
다 (Manolagas,2000). 실제 이 과정의 균형에 문제가 발생하면,관절염,치주염
등의 질환을 일으키고,골다공증 및 골경화증과 같이 골 구조에도 영향을 미치게
된다 (Helfrich,2003).한편,치아 맹출 과정에서는 치조골을 통한 맹출 경로 형성
에 파골세포가 필요한데 파골세포의 형성과 기능이 감소된 다양한 형태의 골경화
증의 경우 치아 맹출도 방해를 받는다.
파골세포는 단핵/대식세포계열의 조혈전구세포에서 기원하는 다핵의 거대세포로
골을 흡수하여 혈장 내 칼슘농도를 높이며,조골세포는 간엽기원 (mesenchymal
stem cell)의 골형성 세포로서 이후 자신의 분비물질에 매몰되어 점차적으로 골세
포로 된다.또한,단핵/대식세포와 혈관내피세포 들도 조골세포와 직접 작용하거
나,싸이토카인이나 성장인자와 같은 수용성 인자의 분비로 뼈의 재형성에 기여한
다 (Teitelbaum 등,1997).
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일반적으로 세포는 세포 간 연락 (communication)을 통해 성장,분화하는데 세포
외부의 신호는 신호전달체계라는 여러 과정을 통해 특이적인 세포 반응을 일으킨
다.조골세포를 포함한 간엽세포와의 세포 간 신호전달 (cell-cellsignaling)은 파
골전구세포로부터 다핵성 파골세포로의 분화를 일으킨다 (Khosla, 2001,
Kobayashi등,2001). 파골세포 분화에 필수적인 신호전달 물질은 조골세포로부
터 분비되는 RANKL (receptor activator of NF-κB ligand)과 M-CSF
(macrophagecolonystimulatingfactor)이다.M-CSF는 조골세포에 의해 분비되
며 파골전구세포 및 파골세포의 생존 신호를 제공하고,RANKL은 골,골수,임파
조직 등에 많이 발현되는 TNF계열의 일종으로 파골세포 분화과정에서 파골전구
세포의 RANK 수용체와 결합함으로써 분화를 지시하는 신호를 전달하게 된다
(Takayanagi등,2005).파골전구세포에서 RANKL신호는 전구세포내 TRAF6를
기점으로 NF-κB,c-fos,JNK, ERK,그리고 PI3K와 같은 다양한 신호전달기전
을 활성화시키는 것으로 알려져 있다 (Boyle등,2003,Ha등,2003).
현재 전 세계적으로 파골세포의 분화와 관련되어 연구되어지고 있는 경향은
RANKL이 파골세포와 결합하여 TRAF6,JNK,그리고 NF-κB 까지 이어지는 신
호전달 기전에 대한 연구에 집중되고 있다.이는 RANKL이 전구세포와 결합된 후
주로 24시간 안에 이루어지는 기전이다.그러나 여러 전사인자가 핵 내로 들어가
다양한 유전자 발현을 조절한 이후 즉,분화 중기 (24시간)이후에 대해서는 잘
알려져 있지 않다.다만,최근 분화 중기 이후 세포내 칼슘 농도의 주기적 변화
(칼슘 oscillation), 즉 칼슘신호가 관찰되었으며, 칼슘신호가 calcineurine
(Ca2+/calmoduline의존성 탈인산화 효소)과 이하 신호전달계인 NFATc1(nuclear
factorofactivatedT cell)의 활성을 조절함으로써 최종적인 분화 단계에 관여함
이 밝혀졌다 (Takayanagi등,2002,2005,Koga등,2004).그런데 파골세포 분화
과정에서 NFATc1의 발현과 활성은 칼슘신호 전달 뿐만 아니라 TRAF6와 c-Fos
경로의 영향을 또한 받는다 (Takayanagi등,2005).분화과정 중 NFATc1유전자
는 자가 증폭 과정을 통해 NFATc1자체의 전사를 증가시키며,이외 AP-1과 함
께 TRAP (tartrate-resistant acid phosphatase), 칼시토닌 수용체, 그리고
cathepsinK 등의 파골세포 특이 유전자의 발현을 유도 한다 (Boyle등,2003).현
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재 칼슘신호는 파골세포 분화과정의 필수적인 신호전달체계로 인식되고 있는데,
특히 세포내 칼슘 치환제로 파골세포 전구체를 처리하면 분화과정이 억제됐다는
결과는 칼슘신호가 파골세포 분화과정에서 매우 중요한 역할을 하고 있음을 시사
한다 (Takayanagi등,2002).
NFAT 상위신호체계의 신호 전달 물질인 세포내 자유칼슘이온은 주로 호르몬이
나 신경 전달 물질에 의해 증가되는데,증가된 세포내 칼슘이온은 유전자 발현,성
장과 분화,외분비액의 분비,근육수축,신경물질의 전달,기억과 학습 등의 다양한
생체 내 반응을 조절한다 (Berridge등,2003).세포내 칼슘이온 농도는 기저상태
에서 세포외부에 비해 1/10,000정도의 낮은 수준으로 유지되다가 외부 신호가 전
달되면 세포내 농도가 증가한 후 calmoduline등 칼슘 결합 단백들과 결합하여 단
백질인산화 효소와 단백질 탈인산화 효소 의 활성도를 조절한다.특히 파골세포
분화 과정에서 칼슘신호는 calcineurine과 NFATc1의 활성화에 중요한 역할을 한
다 (Takayanagi등,2002,2005,Koga 등,2004).이 때 칼슘신호는 칼슘
oscillation이라는 독특한 형태로 나타나는데,이는 세포내 칼슘 농도의 증가와 감
소가 반복되는 현상이다.일반적으로 비흥분성세포에서 세포내 칼슘 농도의 증가
는 세포내 칼슘의 저장소인 소포체 (endoplasmicreticulum,ER)에서의 칼슘 유리
와 세포외부로부터 칼슘유입에 의하며,세포내 칼슘의 감소는 칼슘완충 단백들과
소포체막 칼슘펌프 (sarco/endoplasmicCa2+ ATPase,SERCA),세포막 칼슘펌프
(plasmamembraneCa2+ ATPase,PMCA)같은 칼슘 펌프에 의한다 (Kiselyov
등,2003,Shin등,2003).따라서 파골세포 분화과정에서 관찰된 칼슘 oscillation은
칼슘신호 단백들의 상호작용에 의해 나타난 결과이다.
그런데 대부분 세포에서의 칼슘 oscillation은 G-단백 연계 수용체 (G-protein
coupled receptor,GPCR)의 활성화와 밀접한 관련을 맺고 있다 (Kiselyov 등,
2003).GPCR에 호르몬이나 신경전달물질과 같은 외부 신호가 결합하게 되면 유
리․활성화형태 Gqsubunit는 phopholipaseCβ (PLCβ)를 자극하여 세포막에 존재
하는 phophatidyl-inositol-triphosphate(PIP2)를 가수분해하여 1,4,5-triinositol
phosphate(IP3)를 세포질내로 유리시킨다.증가된 IP3는 세포내 칼슘저장고로 알
려진 소포체의 IP3수용체 (IP3R)의 칼슘투과도를 변화시켜 세포질로의 칼슘유리
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를 촉진시킨다.더불어 ER로부터의 칼슘 유리는 세포막에 존재하는 Ca2+-release
activatedCa2+channel의 전도도를 변화시켜 세포외부의 고농도의 칼슘을 세포내로
유입시키도록 한다 (Kiselyov등,2003).이와 같이 세포내 증가된 칼슘이온은 칼
슘펌프에 제거된다.이러한 기전에 의해 세포내 칼슘 농도의 증가와 감소가 반복
되면 칼슘 oscillation이 나타나는데, 이는 세포의 증식 및 분화,분비 물질분비,
세포사멸,신경전달 등 세포의 거의 모든 분야에서 중요한 신호전달 수단으로 여
겨지고 있다.
파골세포 전구세포막에는 퓨린성 수용체,칼시토닌 수용체,당단백호르몬 수용체,
등의 여러 종류의 GPCRs이 존재하고 있다 (Gorn 등,1995,Purdue등,2002,
Marians등,2002).그러나 아직까지 GPCRs의 활성화가 파골세포로의 분화를 유
도할 수 있는 지에 대해서는 알려져 있지 않다.다만 파골세포 분화과정에서 세
포내 칼슘농도를 증가시킬 수 있는 phospholipaseCγ의 활성화가 RANKL과 연계
되어 있는 것만이 알려져 있을 뿐이다 (Koga등,2004).이에 본 연구에서는
AlF4-로 G-단백을 활성화시켰을 때 파골세포로의 분화를 유도할 수 있는 지와 이
에 따른 칼슘신호를 포함한 세포내 신호전달 체계와 NFATc1의 활성 및 발현,파
골세포로의 최종 분화 정도를 알아보고자 하였다.
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IIIIII...실실실험험험 재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...실실실험험험 재재재료료료

RAW264.7 세포 (mouse, monocyte cell-line)는 American Type Culture
Collection(ATCC,Manassas,VA,USA)에서 구입하였다.ReceptorActivatorof
NF-kBLigand(RANKL)은 KOMA Biotech.Inc.(Seoul,Korea)에서 구입하였다.
세포 배양에 필요한 DMEM 배지 및 FBS는 GIBCO/BRL(GrandIsland,NY)에
서 구입하였다.Tartrate-ResistantAcid Phosphatase (TRAP)staining kit와
aluminium fluoride(AlF4-)는 SigmaChemicalCo.,Ltd(St.Louis,MO)에서 구
입하였다.Anti-ERK,anti-phospho-ERK,anti-JNK,anti-phospho-JNK는 Cell
Signaling Technology (Beverly,MA,USA)에서 구입하였으며,anti-NFATc1,
anti-NFkB는 Santa Cruz Biotechnology,Inc.(CA,USA)에서 구입하였다.
Fura-2/AM과 PluonicF-127은 Molecularprobe(Eugene,OR,USA)에서 구입하
였다.

222...실실실험험험 방방방법법법

가가가...세세세포포포 배배배양양양

RAW264.7 세포는 5% CO2와 95% air가 지속적으로 제공되어지는 37°C
incubator에서 10% FBS와 1% antibiotics를 포함하고 있는 DMEM 배지로 배양
하였다.유지되는 세포의 배지는 3일에 한 번씩 교체하였으며,세포 계대 배양 시
에는 EDTA-Trypsin(0.25%)을 사용하였다.
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나나나...세세세포포포 내내내 칼칼칼슘슘슘 농농농도도도의의의 측측측정정정

실험 3일 전 35mm 배양 접시에 유리로 된 cover-slip(22x22)을 올려 놓은
뒤,배양 접시 당 5x104개의 세포를 분주 하였다.다음 날 RANKL및 AlF4-와
같은 약물을 처리 한 뒤,그로부터 24,48,72,144시간 이후에 배지 제거 후 PSS
(physiologicalsaltsolution,140mM NaCl,5mM KCl,1mM MgCl2,1mM CaCl2,
10mM HEPES,10mM glucose,pH7.4,310mOsm)에 Fura-2/AM을 5mM의 농도
로 실온에서 40분간 세포 내에 축적하였다.340nm와 380nm의 두 파장으로 세포
내 Fura-2/AM을 활성화 시켰으며,510nm의 파장으로 칼슘을 측정하였다.두 파
장으로부터 활성화 된 값은 각 각의 파장값에서 다음과 같은 계산을 거친 이 후
적용되었다.

(Ratio=F340/F380)
세포로부터 나오는 형광은 현미경에 부착되어져 있는 CCD (PhotonTechnology
InternationalInc,Lawrencevile,NJ)카메라로 측정하였으며 2초 당 한 장씩 30분
간 측정되었다 (Shin등 ,2003).

다다다...파파파골골골세세세포포포로로로의의의 분분분화화화 유유유도도도 및및및 TTTRRRAAAPPP염염염색색색

RAW264.7세포를 48wellplate에 well당 1x104의 수로 분주 한 뒤 하루가 지
난 이후 RANKL과 aluminium fluoride를 처리 하였다.이후의 세포 배양은 위 실
험 방법에 표기 된 것과 동일한 방법으로 실행되었다.24시간,48시간,72시간,6일
이 지난 뒤,파골세포로의 분화를 확인하기 위하여 TRAP 염색을 실시하였다.
TRAP(파골세포의 표지 단백질)염색은 LeukocyteAcidPhosphateAssayKit
(SigmaChemicalCo.,LtdSt.Louis,MO)에서 구입하여 사용하였다.

라라라...면면면역역역반반반응응응염염염색색색

RAW264.7세포를 60mm 둥근 배양접시에 분주 한 뒤 다음날 RANKL (50ng
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/ml)을 처리하고 원하는 시간동안 배양하였다.Lysisbuffer(20mM Tris,pH7.4,
250mM NaCl,2mM EDTA,pH 8.0,0.1% Triton-X100,0.01mg/mlaprotinin,
0.005 mg/mlleupeptin,0.4 mM PMSF,and 4 mM NaVO4)를 이용하여
RAW264.7세포로부터 전체 단백질을 원심분리를 통해 추출하였다.Well당 50-
100mg의 동량 단백질을 전기영동법을 사용하여 8% SDS-pagegel에서 크기별로
분리 하였다.그렇게 분리 된 단백질들을 nitrocellulosemembrane에 전기적으로
이동시킨 다음 6% skim milk를 사용하여 blocking과정을 거친 후,NFATc1
(1:1000), total-ERK (1:1000), phospho-ERK (1:1000), total-JNK (1:1000),
phospho-JNK (1:1000),그리고 NF-kbp65(1:1000)의 항체를 이용하여 blotting하
였으며,이후 HRP-conjugated이차 항체를 실온에서 한 시간 동안 반응시킨 뒤,
chemiluminescence(ECL,Amersham PharmaciaBiotech)를 사용하여 단백질의
발현 정도를 확인하였다 (Shin등,2003).

마마마...면면면역역역형형형광광광 염염염색색색

RAW264.7세포를 poly-L-lysine코팅 되어있는 얇은 유리판 (22x22)위에 분
주 한 뒤 다음날 RANKL(50ng/ml)과 aluminium fluoride를 처리하고 원하는 시
간동안 배양하였다.4% PFA (paraformaldehyde)를 20분간 처리하여 세포를 고정
시킨 이후 0.2% TritonX-100을 5분간 처리하였다.이후 5% goatserum이 들어
있는 blockingsolution(0.1% gelatin,1% BSA,0.01% Naazide)을 30분간 처리
하고 mouseanti-NFATc1을 세포에 처리하여 세포 내부의 NFATc1을 표지 하였
다.이어서 Alexa488-labeledanti-mouseIgG antibody(MolecularProbe),이차
항체를 붙여 그 형광을 관측함으로써 세포 내 NFATc1의 localization을 확인하였
다 (Shin등,2003).
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바바바...통통통계계계학학학적적적분분분석석석

StudentT-test를 실시하여 통계학적으로 분석하였으며,P<0.05일 때 유의성있는
차이로 간주 하였다.
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IIIIIIIII...결결결 과과과

111...GGG---단단단백백백 활활활성성성이이이 파파파골골골 세세세포포포 전전전구구구체체체의의의 세세세포포포내내내 칼칼칼슘슘슘 농농농도도도에에에 미미미치치치
는는는 영영영향향향

파골전구 세포에서 RANKL은 분화를 결정짓는 가장 중요한 인자이다 (Katagiri
등,2002).RANKL은 일련의 신호 전달과정을 통하여 PLC-γ를 활성화 시키고,
이에 따라 세포 질 내 칼슘 농도를 변화 시키며 calcineurine을 활성화시키고,그
리고 결과적으로 NFATc1이라는 전사 인자를 활성화시켜 파골세포 분화의 후기
과정을 결정짓는 것으로 알려져 있다 (Takayanagi등,2002,2005,Koga 등,
2004).이 과정에서 칼슘 반응은 RANKL처리 시 전구세포 내부에서 oscillation의
형태로써 나타나는데,oscillation빈도의 정도에 따라 세포질 내 칼슘 의존적인 단
백질들의 활성-불활성의 정도가 결정지어지게 된다.본 실험에서 AlF4- 처리 시
세포 내 칼슘 반응을 비교하기 위하여 RANKL유도성 칼슘 oscillation을 먼저 알
아보고자 하였다 (Fig.1,2).RAW264.7세포에 RANKL을 50ng/ml의 농도로 처
리한 뒤 24시간,48시간,72시간,6일에서 나타나는 칼슘 반응을 측정하였는데,세
포 내 칼슘 농도의 변화는 파골전구세포에 축적된 Fura-2형광 염료의 340nm와
380nm에서의 강도 비율로 표시하였다 (ratio,340/380).
Fig1.대조군에서 전구 세포에 RANKL을 처리하지 않은 경우와 RANKL을 처
리 한 뒤 짧은 시간동안은 세포 내 칼슘 농도의 변화가 관찰되지 않았다.RANKL
처리 후 24시간 이후부터 전구 세포 내부에서 칼슘 농도의 증가와 감소가 반복하
는 칼슘 oscillation이 관측되었으며 RANKL처리 후 72시간까지 관측되어졌다.6
일째 실험 군에서는 세포 내 칼슘 oscillation은 관측되어지지 않았다.RANKL처
리 후 24시간부터 6일 사이의 세포 내 칼슘 oscillation빈도는 Fig.2에서와 같이
RANKL을 처치하지 않은 대조군에서 2±1.09 회/30분 (n≥10), 24시간에서
14.1±2.17회/30분,48시간에서 19.4±1.74회/30분 (n≥10),72시간에서 11.2±1.33회
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/30분 (n≥10),그리고 6일째 1.1±0.442±1.09회/30분 (n=9)이었다.이상의 결과에
서 RANKL처리 후 48시간이 지났을 때에 칼슘 oscillation이 가장 활발히 일어나
는 것을 확인하였기 때문에 이후 RANKL 처리 실험부터는 대부분 48시간 때에
실행하였다.
다음은 RANKL과 같은 분화 유도 인자 없이 G-단백의 활성만으로 세포 내 칼
슘 농도가 변하는지,또한 그 변화가 RANKL로부터 발생하는 칼슘 oscillation과
유사한지를 비교하였다.G-단백을 활성화하기 위해 AlF4-로 RAW264.7세포를 처
치하였는데,AlF4-는 세포 내로 들어가 불활성 상태의 GDP-Gα subunit에 결함하
며 GDP-Gα subunit은 GTP와의 결합 없이도 활성화 되는 특성을 갖고 있다
(Sternweis와 Gilman,1982,Wittinghofer,1997).전구 세포를 AlF4-만으로 처리한
후 RANKL유도성 칼슘 oscillation이 가장 활발한 48시간 때에 세포 내 칼슘농
도의 변화를 측정하였다.전구 세포에 AlF4-처치 즉시는 칼슘 oscillation이 관측
되지 않았으며,Fig.3에서와 같이 48시간대에 RANKL유도성 칼슘 oscillation과
유사한 칼슘 oscillation이 발생하였다.48시간대에 AlF4-에 의한 칼슘 oscillation은
20.5±2.17회/30분 (n=5)으로서 Fig.2의 RANKL에 의한 칼슘 oscillation의 실험결
과와 통계학적으로 유의성이 없음을 확인하였다.
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FFFiiiggg111...RRRAAANNNKKKLLL---iiinnnddduuuccceeedddCCCaaa222+++ ooosssccciiillllllaaatttiiiooonnnsssiiinnnaaatttiiimmmeeecccooouuurrrssseeeiiinnnRRRAAAWWW222666444...777
ccceeellllllsss
Fura 2ratio (340/380)wasmeasured asan intracellularCa2+ concentration
after24hoursRANKLstimulation(50ng/ml).RANKL-inducedCa2+ oscillations
wereobservedinRAW264.7cellsfrom about24hoursto72hours,andat6
days,Ca2+oscillationsdidnotoccurred.Thetracingwastherepresentativeof
9to10independentexperiments.
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FFFiiiggg222...AAAnnnaaalllyyysssiiisssooofffRRRAAANNNKKKLLL---iiinnnddduuuccceeedddCCCaaa222+++ooosssccciiillllllaaatttiiiooonnnsssfffrrreeeqqquuueeennncccyyy
ThefrequencyofRANKL-inducedCa2+oscillationswasanalyzedinRAW264.7
cells. At 48hours, RANKL-induced Ca2+ oscillations showed a maximal
frequency.Analysiswasperformedwith9to10independentexperiments.
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FFFiiiggg333...GGGeeennneeerrraaatttiiiooonnnooofffAAAlllFFF444------iiinnnddduuuccceeedddCCCaaa222+++ooosssccciiillllllaaatttiiiooonnnsssiiinnnRRRAAAWWW222666444...777ccceeellllllsss
After48hourswith RANKL and AlF4- stimulation (100nM AlCl3 and 5mM
NaF),Ca2+oscillationswereobservedinRAW264.7cells.Thetracingwasthe
representativeof5independentexperiments.
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FFFiiiggg444...AAAnnnaaalllyyysssiiisssooofffAAAlllFFF444------iiinnnddduuuccceeedddCCCaaa222+++ooosssccciiillllllaaatttiiiooonnnsssfffrrreeeqqquuueeennncccyyy
At48hours,thefrequency ofAlF4--induced Ca2+ oscillationswereanalyzed
compared to RANKL-induced Ca2+ oscillations in RAW264.7 cells.Analysis
wasperformedwith5independentexperiments.
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222...GGG단단단백백백 활활활성성성이이이 NNNFFFAAATTTccc111의의의 활활활성성성도도도와와와 발발발현현현에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향

NFATc1은 전사 인자로서 RANKL에 의한 분화 과정 중에서 분화 후기를 결정
짓는 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (Takayanagi등,2002,2005,Koga
등,2004).이 때 NFATc1이 활성화되어 핵내로 이동되며 자체의 전사 활동에 의해
NFATc1단백질의 발현량이 증가된다 (Takayanagi등,2002).따라서 Fig.3에서
관찰된 G-단백 활성화에 의한 칼슘신호가 NFATc1의 핵내로의 이동과 발현 양을
변화시키는 지를 측정해 보는 것이 필요하다.
NFATc1의 활성도 및 세포 내 발현 양을 측정하기 위하여 면역반응법과 면역형
광 염색법을 실시하였다.먼저 NFATc1항체를 이용하여 세포 내 NFATc1단백
의 위치를 표지하여 세포질 내의 존재 양과 핵 내에 존재 양을 확인하였다.핵의
위치는 DAPI염색을 통하여 확인하였다.Fig.5의 대조군에서 RANKL을 처리 하
지 않았을 경우나 처리 후 약 1시간이내에서는 파골전구 세포 질 내에 NFATc1
단백질의 양이 미미하였고 핵 내부에는 거의 없는 것을 알 수 있었다.그러나
RANKL처리 후 24시간 이후부터 핵을 포함하여 전체적으로 NFATc1의 발현이
증가하였으며,이는 RANKL처리 후 72시간까지 지속적으로 유지되었다 (Fig.5,
n=4).이는 Fig.6의 NFATc1의 면역반응법을 통해서도 알 수 있었는데 대조군에
비해 NFATc1의 발현양이 24시간부터 72시간까지 현저히 증가함을 알 수 있었다
(Fig.6,n=3).AlF4-처치 시 NFATc1항체를 이용하여 세포 내 NFATc1단백질
을 표지한 결과,처리 후 48시간 이후부터 NFATc1의 발현양이 증가하며,핵 내부
에서도 NFATc1의 존재가 확인되었다 (Fig.7,n=4).
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FFFiiiggg555...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnaaannndddlllooocccaaallliiizzzaaatttiiiooonnnooofffNNNFFFAAATTTccc111bbbyyyRRRAAANNNKKKLLLssstttiiimmmuuulllaaatttiiiooonnn
ExpressionandlocalizationofNFATc1byRANKL stimulationinRAW264.7
cellswereobserved inatime-dependentmanner.NFATc1waslabeledby
mAbagainstNFATc1followingbyFITC andnucleuswaslabelledbyDAPI
Theimmuno-labellingwastherepresentativeof4independentexperiments.
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FFFiiiggg666...NNNFFFAAATTTccc111eeexxxppprrreeessssssiiiooonnnbbbyyyRRRAAANNNKKKLLLssstttiiimmmuuulllaaatttiiiooonnn
Expression levelofNFATc1 was investigated by RANKL stimulation on
RAW264.7cells.Up-regulationofNFATc1wasobservedafter24hourswhen
Ca2+ oscillationsoccurred.Theimmuno-blottingwastherepresentativeof3
independentexperiments.
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FFFiiiggg 777...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnn aaannnddd lllooocccaaallliiizzzaaatttiiiooonnn ooofffNNNFFFAAATTTccc111 bbbyyy AAAlllFFF444--- ssstttiiimmmuuulllaaatttiiiooonnn
wwwiiittthhhooouuutttRRRAAANNNKKKLLL
ExpressionandlocalizationofNFATc1inRAW264.7cellswereobservedby
AlF4- stimulationwithoutRANKL.After24hoursAlF4- stimulation,NFATc1
wasmainlylocalizedinnucleus.Theimmuno-labellingwastherepresentative
of4independentexperiments.
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333...GGG단단단백백백 활활활성성성으으으로로로 인인인한한한 파파파골골골세세세포포포로로로의의의 분분분화화화

전구세포에서 파골세포로 분화가 이루어 질 때,cathepsinK,TRAP (tartrate
resistantacidicphosphatase)등과 같은 몇 종류의 단백질이 파골세포 내부에서
특이적으로 발현되어진다 (Byole등,2003).그 중 TRAP단백은 파골세포로의 분
화의 유무를 확인하는 기준으로 사용되는데,TRAP단백은 단일 파골세포 때부터
발현되어 지며,분화 말기에 다핵 파골세포에서도 발현되어진다.이에 AlF4-과
RANKL 처리 시 나타나는 TRAP 양성의 세포를 관찰하였다.RANKL 처리 후
24시간부터 TRAP염색에 양성 반응을 보이는 단일 세포들이 관찰되었으며 6일이
경과하게 되면 Fig.8에서처럼 양성 반응을 보이는 다핵세포들이 관찰되었다
(n=4).AlF4-를 처리하고 48시간 때에 TRAP염색을 실시한 결과 RANKL에서와
유사한 TRAP양성의 단일 세포 들이 관측되었다 (Fig.9,n=4).
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FFFiiiggg888...DDDiiiffffffeeerrreeennntttiiitttaaatttiiiooonnniiinnntttoooooosssttteeeoooccclllaaasssttt---llliiikkkeeeccceeellllllsssbbbyyyRRRAAANNNKKKLLLssstttiiimmmuuulllaaatttiiiooonnniiinnn
aaatttiiimmmeee---dddeeepppeeennndddeeennntttmmmaaannnnnneeerrr
After24hours RANKL stimulation,TRAP assay wasperformed.Note that
TRAP positive single cells were observed untilsix days after RANKL
treatmentandat6daysdifferentiatedcellsshoweddarkerandformedlarger
multi-nucleatedcells.TheTRAP-positivecellsweretherepresentativeof4
independentexperiments.
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FFFiiiggg999...DDDiiiffffffeeerrreeennntttiiitttaaatttiiiooonnniiinnntttoooooosssttteeeoooccclllaaasssttt---llliiikkkeeeccceeellllllsssbbbyyyAAAlllFFF444---ssstttiiimmmuuulllaaatttiiiooonnn
After48hoursAlF4-stimulation,TRAPpositivecellswhichwerealmostsame
withRANKL stimulatedcellswereobserved.TheTRAP-positivecellswere
therepresentativeof4independentexperiments.
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444...GGG단단단백백백 활활활성성성으으으로로로 인인인한한한 MMMAAAPPPKKK 신신신호호호전전전달달달계계계의의의 활활활성성성화화화

AlF4-의 자극으로 인한 세포 내 칼슘 oscillation의 발생과 NFATc1의 활성화가
24시간 이후에 발생하였다는 Fig.3-4와 Fig.7의 결과는 칼슘신호 외의 다른 신
호가 관여되어 있을 가능성이 있다.따라서 기존에 알려진 RANKL처리에 의해
활성화 되는 신호전달 중 MAPK의 신호전달 경로를 살펴보았다.ERK와 JNK는
MAPK 신호전달 경로 중 대표적 단백질로서 두 단백질은 인산화 됨으로 인해 활
성을 갖는 특성이 있다 (Gohda등,2005).RANKL과 AlF4-를 세포에 처리한 후,
시간 별로 세포 내 총 단백질을 추출,분리한 후 total-ERK,phospho-ERK,
total-JNK,그리고 phospho-JNK 등의 각 항체를 반응 시켜 양적인 변화를 확인
하였다.Fig.10에서 RANKL처리 시에는 phospho-ERK와 phospho-JNK가 처리
후 1시간대에서 가장 활성화가 많이 이루어진 반면,AlF4-를 처리한 세포에서는
phospho-ERK의 경우 처리 후 2시간 이후부터 지속적으로 활성화가 이루어져 최
종 분화단계인 6일 때까지 활성화 되었다.또한 phospho-JNK는 RANKL처리시
보다 조금 늦은 2시간대에서 큰 활성을 나타내었다.
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FFFiiiggg111000...EEEffffffeeeccctttsssooofffAAAlllFFF444---ooonnnMMMAAAPPPKKK pppaaattthhhwwwaaayyysssiiinnnRRRAAAWWW222666444...777ccceeellllllsss
AftertreatmentwithRANKL andAlF4- onRAW264.7cells,ERK andJNK
wereimmunoblottedwithspecificAbsagainstERK,p-ERK,JNK andp-JNK
inatime-dependentmanner.
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IIIVVV...고고고 찰찰찰

파골세포는 전구 세포가 뼈 조직 근처로 이동함으로써 그 분화 과정이 시작된다.
뼈 조직에 존재하는 조골세포로부터 발현되어지는 RANKL은 파골세포 전구체 세
포막에 존재하는 특이적 수용체인 RANK와 결합함으로써 파골세포로의 분화를
촉진하는 신호를 세포 내부로 전달하게 된다 (Takayanagi등,2002,2005).전구세
포로 분화를 촉진하는 신호 물질은 RANKL,TNFα superfamily,그리고 IL등과
같은 싸이토카인 등이다 (Takayanagi등,2002).현재까지 전구 세포가 파골세포
로 분화하는데 있어 싸이토카인에 의한 세포내부로 전달되는 신호전달에 대해 연
구가 집중되어 왔다.그런데 최근 칼슘신호가 RANKL신호전달에서만 유발되며,
이는 calcinuerine과 NFATc1의 활성에 필수적임이 입증되어 칼슘신호 전달의 중
요성이 보고되었다 (Takayanagi등,2002,2005,Koga등,2004).RANKL에 의한
칼슘신호는 칼슘 oscillation이라는 독특한 형태를 보이는데,칼슘 oscillation은 주
로 GPCR 의존성 칼슘신호단백들의 상호작용에 의해 나타나는 것으로 알려져 있
다 (Kiselyov등,2003).그러나 파골전구세포에서 G 단백의 활성화가 파골세포분
화 신호 전달 체계에서 어떤 영향을 미치는 지에 대해서는 연구된 바 없다.이에
본 연구에서는 파골세포의 전구세포 내에 존재하는 G 단백 이하 신호전달 경로를
활성화시킴으로써 칼슘 oscillation과 NFATc1의 활성화,그리고 파골세포로의 분
화를 확인하고자 하였다.
RANKL은 전구세포의 세포막에 존재하는 RANK 수용체에 결합하여 분화관련
신호를 전달하고 24시간 이후부터 세포 내 칼슘 oscillation반응을 일으켰다 (Fig.
1,2).칼슘 oscillation은 RANKL자극 이후 24시간 이후부터 발생되어 72시간 까
지 유지되는 것이 확인되었으며,이는 파골세포로의 분화에 중요한 역할을 하는
것으로 알려져 있는 NFATc1의 발현 증가 시간과 거의 일치함을 알 수 있었다
(Fig.5,6).칼슘 oscillation의 발생과 NFATc1의 활성 증가에 대한 관계는
Takayanagi등에 의해서 파골세포로의 분화과정에서 매우 중요한 역할을 한다고
보고되어진 바 있었는데,본 실험결과에서도 기존의 보고 내용과 일치함을 확인할
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수 있었다 (Fig.8,Takayanagi등,2002).
AlF4-는 세포 내부에서 Gα subunit에 결합하고 활성화 된 상태의 구조로 변환시
키는 역할을 한다 (Sternweis와 Gilman,1982).AlF4-를 세포에 처리하게 되면,세
포 외부로부터의 GPCR의 활성화 없이도 G protein의 활성화에 의한 신호전달을
가능하게 할 수 있다.G protein의 활성은 주로 세포 내부의 cAMP나 칼슘과 같
은 이차 전령체의 증가를 유발하게 되고 하부 신호전달 체계를 활성,또는 억제하
는 역할을 수행한다 (Wittinghofer,1997).G 단백 활성제인 AlF4-는 Fig.3에서와
같이 RANKL처리 후 48시간대에 나타난 칼슘 oscillation과 유사한 빈도로 관측
되었다.칼슘 반응의 한 표현인 oscillation은 칼슘의 농도가 높아질 때의 증가 크
기도 중요한 의미를 가지며,또한 칼슘이 증가하고 감소하는 횟수,즉 빈도 역시
세포 내 신호 전달에 매우 중요한 역할을 하고 있다 (Kiselyov등,2003).RANKL
자극에 의해서 발생하는 칼슘 oscillation의 빈도와 AlF4-에 의해서 발생하는 칼슘
oscillation의 빈도가 유사하다는 Fig.4의 실험결과는 분화를 유도하는 세포 내 신
호전달 중 NFATc1이 활성화될 가능성을 예측할 수 있다.이에 AlF4-를 전구세포
에 처리하여 관측되어지는 칼슘 oscillation이 파골세포로의 분화에 필요한 신호를
전달한다는 것을 확인하기 위해서 세포 내 NFATc1의 활성을 알아보고자 하였다.
NFATc1은 전사인자로서 결합되어있는 인산기가 clacineurine과 같은 탈인산화 효
소에 의해서 제거됨으로써 핵 내부로 이동할 수 있게 되며,핵 내부로 이동한
NFATc1은 자체적으로 NFATc1을 전사하게 되므로 세포 내 NFATc1의 위치를
확인하거나 세포 내 NFATc1의 발현 양을 측정함으로써 NFATc1의 활성을 간접
적으로 측정해 볼 수 있다 (Takayanagi등,2002).AlF4-를 전구세포에 처리하고
24,48,72,96시간이 지난 뒤에 NFATc1의 항체를 이용하여 활성을 측정하여 본
결과,Fig.7에서와 같이 칼슘 oscillation이 관측되었던 48시간 이후부터 NFATc1
의 활성이 증가하는 것을 확인할 수 있었다.이것은 AlF4-에 의해서 칼슘
oscillation이 발생되어지며 이로 인하여 분화과정에서 매우 중요한 역할을 담당하
고 있는 NFATc1의 활성이 증가되어 지는 것으로 알 수 있었다.
위와 같은 실험 결과들은 파골세포의 전구체가 RANKL의 자극 없이 AlF4-의 작
용만으로 파골세포로 분화가 가능하다는 것을 짐작케 한다.Fig.8에서 RANKL을
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전구세포에 처리하게 되면 전구세포들은 분화되어가는 과정에서 TRAP이라는 단
백질을 특이적으로 발현하며,이와 같은 단백질의 발현을 표지 삼아 파골세포로의
분화를 결정짓는다 (Igarashi등,2002).따라서 AlF4-만을 처리한 세포를 배양한
뒤 TRAP 염색에 양성을 나타내는 파골세포로 분화가 되었는가를 확인하였다.
Fig.9에서 알 수 있듯이,AlF4-를 처리한 샘플에서 칼슘 oscillation이 나타나는 48
시간대에 TRAP염색에 양성의 반응을 나타내는 단일 세포들을 확인 할 수 있었
다.파골세포는 TRAP염색에 양성의 반응을 나타내는 세포들이 fusion이 일어남
으로 인해 거대 다핵 세포를 형성하게 되고 그 세포가 실질적인 칼슘의 재흡수
역할을 하게 된다.TRAP 염색에 양성을 보이는 단일 핵 세포를 확인함으로써
AlF4-의 자극으로 인하여 어느 정도 파골세포로의 분화가 일어나고 있음을 확인할
수 있었다.
그런데 AlF4-에 의한 G 단백 활성화와 이외 AlF4-가 다른 신호전달기전에 작용
하여 파골세포로의 분화와 연관되어 있을 가능성이 있을 수 있다.G단백에 AlF4-

가 결합하게 되면 G subunit중 Gβγ는 분해되어 독립적인 신호전달 경로를 활성
화할 수 있는데,Gβγ는 궁극적으로 MAPK 신호전달 경로를 활성화 시키는 것으
로 알려져 있다 (Gutkind,1998).또한 AlF4-는 세포내에서 작은 G 단백인 Ras
GTP의 GTPase활성을 감소시켜 Ras단백과 그 이하 신호전달 경로인 MAPK
신호전달 경로를 활성화시킬 수 있는 것으로 알려져 있다 (Wittinghofer,1997).
파골세포 분화과정에서 RANKL신호전달 네트웍은 ERK,JNK 등의 MAPK 신호
전달 경로의 활성화됨이 보고되었으며 (Ha등,2004),이는 NFATc1의 활성화와
발현량 증가에 필수적인 것으로 여겨지고 있다.따라서 AlF4-에 의해 MAPK 신호
전달 경로가 활성화되는 지를 확인하였다.Fig.10에서 RANKL은 phospho-ERK
와 phospho-JNK의 발현을 처리 후 약 1시간대에서 증가시켰는데,AlF4-는 약 2시
간대에서 증가시킴을 확인할 수 있었다.그러나 RANKL은 6일째 phospho-ERK와
phospho-JNK의 발현량에 변화를 주지 못하였으나,AlF4-는 phospho-ERK의 발현
량을 증가하였다.이는 AlF4-에 의한 MAPK 신호전달 활성화가 RANKL에 의한
것과 정확히 일치하지는 않는 것을 의미한다.그럼에도 불구하고 이와 같은 실험
결과는 발생 시간을 비교하여 볼 때,AlF4-의 자극이 세포 내 칼슘의 증가를 직접
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적으로 유도한다는 것 보다 MAPK와 같은 신호전달 경로를 활성화시킴으로 인하
여 간접적인 세포 내 칼슘 증가를 일으키는 것으로 해석 되어질 수 있다.
AlF4-는 알루미늄과 불소로 구성되어진다.AlF4-는 다양한 세포에서 G단백 활성
화를 통해 세포내 칼슘농도와 IP3농도를 증가시키는 것으로 보고되었으며,이와
연관된 AlF4-를 이용한 여러 실험결과들이 보고되어 왔다 (Blackmore등,1988,
Zhou등,1990,Deckmyn등,1991,Moonga등,1993).생태계는 물과 영양분,음
식물 등에 알루미늄을 함유하고 있으며,불소는 불소화 음용수,의약품,치과용품,
그리고 비료 등을 통해 인체 내로 공급되어 질 수 있다 (Jones와 Bennett,1985).
특히 불소는 충치예방을 위해 50년 이상 사용되어 왔다 (Harrersley,1999).AlF4-

는 인간에서 골 관절염,정신장애,언어장애,발작과 같은 증상을 초래할 수 있는
것으로 알려져 있다 (McLure,1933,Altman 등,1999,Harrersley 등,1999,
Spittle등,2000,Lu등,2000).특히 불소는 갑상선호르몬 항진호르몬의 역할을 유
사 수행할 수 있는데 G 단백을 활성화시켜 인체 내 악영향을 미칠 수 있으며
(Schlud,2000),만성적 AlF4-에의 노출은 알츠하이머씨 병에도 영향을 주어 β

-amyloid의 생성을 증가시키기도 한다 (Struneckaa,1999).이와 같이 AlF4-는 동
물과 사람세포에서 신호전달기전의 활성화를 통해 항상성,대사,성장,분화 등의
변화를 초래할 수 있다.본 연구에서도 AlF4-는 G단백의 활성화를 통해 칼슘신호
전달과 이외 MAPK 신호전달 경로를 활성화시켜 파골세포 분화에서 결정적 인자
인 NFATc1의 활성도와 발현량을 증가시켰다.이는 AlF4-가 골 항상성에 변화를
초래할 수 있다는 분자적 수준의 확인으로써,향 후 AlF4-에 의한 골조직의 변화,
특히 G 단백 활성화에 의한 파골세포 분화과정은 지속적으로 연구되어져야 할 것
으로 판단된다.
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VVV...결결결 론론론

파골세포 전구세포주인 RAW264.7세포에서 AlF4-에 의해 G-단백을 활성화시켰
을 때,파골세포로의 분화를 유도할 수 있는 지와 이에 따른 세포내 신호전달 기
전을 확인한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.파골세포 전구체에 RANKL자극 없이 AlF4-(100nM AlCl3,5mM NaF)의 처
리만으로 RANKL에 의한 분화과정에서 발견할 수 있는 칼슘 oscillation이 생성됨
을 확인하였다.

2. 칼슘 신호의 변화가 일어난 전구 세포들에서 tartrate resistant acidic
phosphatase염색에 대해 양성 반응을 확인함으로써,파골세포로의 분화가 이루어
짐을 알 수 있었다.

3.최종 분화단계에 관여하는 NFATc1의 발현 증가와 핵 내의 이동을 확인하였다.

4.G 단백 신호 활성화와 칼슘신호 전달 외에 ERK와 JNK 신호 전달 체계를 활
성화 할 수 있음을 확인하였다.

이상의 결과는 기존에 알려진 RANKL신호전달 경로 외에 G 단백 신호전달 경
로가 파골세포 분화과정에 관여하고 있을 가능성을 보여주고 있다고 판단된다.
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DepartmentofDentalScience
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorBBByyyuuunnngggJJJaaaiiiCCChhhoooiii,D.D.S.,Ph.D.)

ToobtainconsistencyofCa2+ levelinbloodplasma,differentiatedosteoclast
reabsorbs Ca2+ from bone and remodels bone structure.RANKL (receptor
activatorofNF-κB ligand),tumornecroisfactorα andothercytokinesinduce
osteoclastogenesisfrom pre-osteoclast.RANKLsignalisknownasanactivator
ofTRAF6inpreosteoclast,whichleadstoactivate NFκB,c-fos,JNK,ERK
andothermechanism ofsignaltransductions.Inarecentstudy,intracelullar
concentration of Ca2+ ([Ca2+]i) oscillations are observed during the
osteoclastogenesis from pre-osteoclasts by RANKL,and NFATc1 (nuclear
factorofactivatedT cell)activation,affectedbycalcium signaling,isproven
as an importantfactoratthe finalstage ofosteoclastogenesis.The Ca2+

signalingisinvolvedinproliferation,differentiation,genetranscription,secretion
ofneurotransmitter,memory,learning,muscularcontraction,andmostofall
osteoclastogenesis.Duringtheosteoclastogenesis,eventhoughphospholipaseC
γ iswellknownactivatorofCa2+signaling,G protein-mediatedCa2+signaling
isnotthatwellknown.ThisresearchshowswhenG proteinwasactivated
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whetherosteoclastogeneisoccurred.
InRAW264.7,apre-osteoclastcellline,wemeasuredintensityoffluorescent
regarding asaconcentration ofCa2+,andusealuminum fluoride(AlF4-)to
activateG protein.WeconformedbothexpressionandactivityofNFATc1by
westernblotandimmunofluorescenceusing NFATc1antibody,andobserved
activationofERK andJNK inwhicharemediationsofsignalingincell.
WithoutstimulationofRANKL,Ca2+ oscillationsoccurredinpre-osteoclasts
by AlF4-,and we conformed osteoclastogenesis by staining of tartrate
resistantacidic phosphatase of these precursors. We observed NFATc1
movementinnucleusandincreaseofexpressionofNFATc1,anactivatorof
thefinalosteoclastogenesis.Itis proven thatNFATc1 activates G protein
signaling,calcium signaling,ERK andJNK signaling.
In addition to previousstudy,RANKL signalpathway,in thisresearch G
proteinsignalingalsoaffectsosteoclastogenesis.

Key Words:Osteoclast,RANKL,G alphasubunit,aluminum fluoride,Ca2+

oscillations,NFATc1
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