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그림 차례

그림 1. Dose response curve of rhBMP-2 on newly 

synthesized proteoglycan, measured by incorpoaration S35. 

rhBMP-2 with a dose of 1500ng/ml showed 250% increase 

of newly synthesized proteoglycan compared to control.

   21 

그림 2. Dose response of rhBMP-2 on mRNA expression of 

aggrecan, collagen type I, collagen type II, and osteocalcin. 

Aggrecan, collagen type I, collagen type II mRNA 

expression was dose dependent to concentration of 

rhBMP-2. Osteocalin mRNA expression was not 

upregulated compared to control in given dose of rhBMP-2.

   22

그림 3. Densitometric analysis of dose response of 

rhBMP-2 on mRNA expression of aggrecan, collagen type 

I, collagen type II, and osteocalcin. Aggrecan, collagen type 

I, collagen type II mRNA expression was dose dependent to 

concentration of rhBMP-2. Osteocalin mRNA expression 

was not upregulated compared to control in given dose of 

rhBMP-2.    23
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그림 4. Aggrecan, collagen type I, and collagen type II 

mRNA expression on culture duration. Decrease in mRNA 

expression of collagen type I and collagen type II was 

observed with increase in culture duration. Aggrecan 

mRNA was maintained throughout given culture period. 

     24

표 차례

표 1. cDNA primer sequence, product size, and annealing 

temperature of β-actin, aggrecan, collagen type I, collagen 

type II, and osteocalcin.    25
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국문 요약

BMP-2에 대한 인간 추간판 세포의 기질 생성 반응

성장 인자 및 유전자 전달체로서 바이러스가 소개되면서 추간판 조직의 기질 생

성을 자극하기 위한 치료적 유전자 전달이 가능해졌다. BMP-2는 관절 연골 혹은 

성장판 연골에서 연골 분화, 표현형 유지의 중요한 인자로 알려져 있으며 주로 골

유합 내지는 척추 유합을 유도하는 성장 인자로 실험 및 임상에서 널리 사용되고 

있다. 본 연구에서는 BMP-2를 제조하고 제조된 BMP-2를 인간의 추간판 세포에 

투여함으로서 BMP-2에 의한 인간 추간판 세포의 생물학적 기질 생성 특히 연골성 

기질 생성 반응을 알아보았다.

추간판 술식을 시행한 6명의 환자에서 수술중 추간판 수핵부 조직을 채취하여 고

형화된 alginate gel-세포 방울 내에서 삼차원적으로 배양하고 진핵 세포 유전자 발

현 plasmid DNA인 pcDNA3.1/hygro vector를 이용하여 인간 BMP-2A의 유전자

를 재조합한 후 여러 농도의 rhBMP-2를 추간판 세포에 투여하고 새로 생성된 당

단백을 측정하였을 때 대조군의 당단백 생성에 비해 50ng/ml부터 의미 있는 당단

백 생성 증가가 관찰되며, 300ng/ml 농도에서는 50%, 1000ng/ml 농도에서는 

100%, 1500ng/ml 농도에서는 250%의 당단백 생성 증가가 관찰되었다.

Aggrecan, 제 1형 교원질, 제 2형 교원질 mRNA 발현을 RT-PCR 산물의 

densitometry로 분석하면 rhBMP-2의 농도에 비례해서 각 유전자의 mRNA 발현은 

증가하였다. 제 I형 교원질 mRNA는  rhBMP-2 100ng/ml 농도의 경우 대조군에 

비해 70%의 발현 증가가 있었고 제 2형 교원질 mRNA의 경우는 같은 농도의 

rhBMP-2에서 50%의 발현 증가가 있었다. 특히 aggrecan mRNA는 대조군에 비해 

rhBMP-2 1500ng/ml의 농도에서는 400%의 발현 증가가 있었다. 이에 반해서 

osteocalcin mRNA의 발현은 rhBMP-2의 농도에 관계없이 대조군과 비교해 차이가 

없었다.

여러 농도의 rhBMP-2를 추간판 세포 배양군에 투여하고 3일, 7일, 11일간 배양 

후 aggrecan, 제  1형 교원질, 제 2형 교원질의 발현을 측정하면 초기 3일간은 강

하게 발현되나 배양 기간이 경과할수록 발현의 강도는 감소하였다. Aggrecan 

mRNA는 제 1형 교원질, 제 2형 교원질에 비해 배양 기간이 길어져도 발현을 비교

적 높게 유지하였다.
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이상의 결과로 미루어 rhBMP-2는 인간의 추간판에서 골형성 보다는 당단백과 

추간판 기질 생성을 효과적으로 유도하므로 rhBMP-2를 이용한 치료적 유전자 전

달이 인간의 퇴행성 추간판 질환의 치료에 유용한 방법임을 시사한다. 

     

핵심되는 말 : 인간 추간판 세포, BMP-2, 당단백, aggrecan, 제 1형 교원질, 제 2

형 교원질, osteocalcin
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BMP-2에 대한 인간 추간판 세포의 기질 생성 반응

<지도교수  한 수 봉>

연세대학교 대학원 의학과 

한  경  진

I. 서   론

퇴행성 추간판 질환의 병인론은 아직 완전히 밝혀진 것은 아니지만 대체적

으로는 추간판내 당단백의 점진적 감소에 의한 수분압 감소에 기인한다고 알려

져 있다.
(1,2,3,4,5)

 생물학적으로 중요한 단백질의 유전자의 염기서열이 밝혀지고 

이러한 유전자의 조작 및 바이러스 재조합 기술의 발전으로 이제는 체세포로 

유전자를 전달하여 생물학적 효과를 기대하는 치료법이 각광을 받고 있다.
(6,7,8,9)

 

유전자 치료는 처음에는 유전적 질환이나 말기 암 등의 치료 방법으로 시도되

었으나 최근에는 유전적 질환이나 치사성 질환보다는 오히려 대사성 질환, 퇴

행성 질환, 외상성 질환의 치료에 더 활발하게 이용되고 있다.
(7,8,10,11,12,13,14,15,16)

 

유전자 치료는 외부에서 원하는 유전자를 바이러스 등의 매개체를 이용해서 세

포내로 전달하여 강제로 지속적으로 유전자를 발현하게 하고 원하는 산물을 내

인적으로 생산하게 하여 생물학적 효과를 지속적으로 얻는 치료 개념이다. 유

전자 치료의 경우는 한번의 유전자 전달로도 수주에서 수개월 혹은 일년간 유

전자 발현을 유지하여 만성 경과를 취하는 질환에 특히 그 강점을 발휘하는 세

련된 약물 공급기전이다. 

최근 아데노바이러스를 이용한 표식유전자를 정상 동물의 추간판에 전달하

여 장기적으로 유전자가 발현됨이 보고되었고
(17)

 또한 transforming growth 

factor-ß1 (TGF-ß1)의 유전자를 토끼의 추간판 세포에 전달하여 생체 내에서 

치료 유전자의 발현 및 발현된 TGF-ß1에 의해 생체내 추간판에서 기질 생성

이 증가됨이 보고되었다.
(18)

 이와 더불어 배양된 인간의 추간판 세포에서 아데

노바이러스를 이용한 표식 유전자 전달에 대한 감수성과
(19)

 치료적 유전자 전

달에 대한 생물학적 반응도 보고되었다.
(20)

 이러한 유전자 치료의 임상 적용에 
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있어 전달 유전자의 선택은 우선 결정되어야 할 사항이며 효과적인 치료적 유

전자의 전달에 의해서만 유효한 추간판의 기질 생성 반응을 유도할 수 있을 것

이다.  

추간판 퇴행의 치료목적으로 유전자 전달법을 이용하려면 먼저 가장 효과 

있는 성장 인자 유전자의 선택이 필수이다. 이제까지 추간판 세포의 기질 생성

을 자극할 수 있는 성장 인자들로는 TGF-ß1, Insulin like growth factor-1, 

Osteogenic protein-1, Fibroblast growth factor, Epidermal growth factor 등이 

보고되었으나
(21,22,23,24)

 Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2)의 가능성은 자

세히 연구되지 않았다. BMP-2는 주로 골유합 내지는 척추 유합을 유도하는 성

장 인자로 실험 및 임상에서 사용되고 있으며 그 유용성은 널리 보고되어 있

다.
(25,26,27,28,29)

 그리고 BMP-2는 관절 연골 혹은 성장판 연골에서 연골 분화, 표

현형 유지의 중요한 인자로 알려져 있으며
(30,31,32)

 특히 관절 연골에서 유전자 

전달법으로 BMP-2 유전자를 전달하였을 때 증가된 기질 생성 반응이 보고되

었다.
(33)

 이에 반해서 추간판 세포 혹은 조직에서 BMP-2의 효과는 아데노바이

러스를 사용하여 BMP-2 유전자를 추간판 세포에 전달하였을 때 증가된 당단

백 (proteoglycan) 생성효과를 보고한 것 이외에는
(34,35)

 자세히 연구되지 않았

다. 본 연구의 가정으로는 BMP-2가 비록 골형성 유도 인자이나 관절 연골에서 

기질 생산이 증가된 결과로 미루어 추간판 세포와 같이 고도로 분화된 세포에

서는 골형성 보다는 본래의 기질 구성 성분인 당단백 제 2형 교원질의 생산을 

증가시키리라는 것이다.  

그리하여 본 연구의 목적은 BMP-2를 제조하고 제조된 BMP-2를 인간의 추

간판 세포에 투여함으로서 BMP-2에 의한 인간 추간판 세포의 기질 생성 특히 

연골성 기질 생성 반응 등의 생물학적 반응을 규명하는 것이다.
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II. 재료 및 방법

1. 추간판 세포 배양

추간판 술식을 시행한 6명의 환자 (23세-45세)에서 수술중 추간판 수핵부 조

직을 채취하고 채취된 추간판 조직은 순차적 효소적 소화법으로 조직에서 분리

하였다. 이를 간단히 요약하면, 먼저 세척된 추간판 조직을 잘게 썰고 5% 

heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, GIBCO-BRL, Grand Island, NY), 

0.2% trypsin 0.1% EDTA (Calbiochem, La Jolla, CA)를 포함한 Hams F-12 

medium and Dulbeccos Modified Eagle Medium (F12/DMEM, GIBCO-BRL, 

Grand Island, NY)을 이용하여 37℃에서 60분간 소화시켰다. F12/DMEM으로 

세척 후 상기의 효소 용액에서 clostridial collagenase type II (Sigma, St. 

Louis, MO)로 대치시킨 제 2의 효소용액으로 역시 37℃에서 4시간 정도 소화

시켰다. 분리된 추간판 세포는 F12/DMEM으로 세척 후 Nylon 여과지 (pore 

size 75 μm)를 사용하여 부유 조직을 제거하였다. 세포 생존성 검사 및 세포 

밀도를 계산한 후 5 x 105 세포/ml의 밀도로 24 well plate (Falcon, Franklin 

Lakes, NJ)에서 배양한다. 세포 배양액은 10% FBS, 1% v/v penicillin, 

streptomycin, nystatin (all antibiotics from GIBCO-BRL, Grand Island, NY)

을 함유한 F12/DMEM을 사용하고 추간판 세포는 3 주간 37℃ 및 5%의 CO2

하에서 배양하였다.

2. 추간판 세포 3차원 배양

0.15M NaCl용액에 1.2%의 low viscosity alginate gel (Kelco, Chicago, IL)을 

상온에서 서서히 녹인 후 Trypsin으로 유리된 추간판 세포를 mililiter당 백만개

의 비율로 alginate gel에 균등히 섞는다. 22 gauge 주사바늘을 통해 102mM 

CaCl2 용액에 alginate gel 및 세포 혼합물을 방울 방울 떨어뜨려 순간적으로 굳

힌다. 고형화된 algiante gel-세포 방울을 CaCl2 용액에 10분 정도 배양하여 완

전한 polymerization을 유도하였다. 0.15M NaCl 용액에 세척한 후 F12/DMEM 

배양액에 3번 세척한다. Alginate bead는 24 well culture plate에 10개씩 넣고 

세포 배양액은 10% FBS, 1% v/v penicillin, streptomycin, nystatin을 함유한 
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F12/DMEM을 사용하여 48시간 37℃  및 5%의 CO2하에서 배양하였다.

3. 인간 재조합 BMP-2 (rhBMP-2) 생산

진핵 세포 유전자 발현 plasmid DNA인 pcDNA3.1/hygro vector를 이용하여 

인간 BMP-2A의 유전자를 재조합 한 후, Chinese hamster ovary(CHO-K1)세

포에 lipofectamine (Gibco BRL)을 이용하여 재조합 유전자 

pcDNA3.1/hygro/BMP-2A를 전이시켰다. 전이된 CHO-K1세포를 hygromycin

이 들어 있는 배지로 두달 간 배양하여 완전 전이 세포(CHO-K1/BMP-2A)를 

얻는다. 분리한 세포에서 배지로 분비되어 나오는 인간 재조합 BMP-2A를 수

집, Heparin sepharose A Chromatography를 통해 동정한 후, YM10 막을 통한 

고농축 법으로 농축하여 세포 배양에 사용할 수 있도록 멸균하고 사용 용량에 

맞게 나누어서 -70℃에 보관하였다.

4. 당단백 생성 측정

각 실험군 배양에서 기저 상태 및 조작 후 방사선 동위원소 35S(20μCi/ml)

를 포함한 배양액 (serumless medium, Newman-Typell)으로 교체하고 4시간 

추가 배양 후 상층액을 분리 보관하고 alginate beads는 Na Citrate를 37℃에서 

처리하여 gel을 녹인 후 HCl Guanitidine으로 4℃에서 당단백 분리를 48시간 

시행하였다. 방사선 동위원소로 표식되는 당단백의 정량적인 분석을 위해 

Sephadex G-25M을 포함한 PD-10 column (Pharmacia Biotech, Uppsala, 

Sweden)으로 통과시켜 순차적으로 scintillation mixture (Ultima Gold, 

Packard, Meriden, CT)를 첨가하여 PD-10 column으로 유출되는 용액을 채취

한 후 제 2, 3, 4 용액의 scintillation 활성을 측정하여 새로이 생성된 당단백의 

농도를 구하였다.

5. aggrecan, 제 I형 교원질, 제 II형 교원질, osteocalcin mRNA 발현 검사
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Alginate bead 내에서 배양한 추간판 세포를 분리하기 위해, 28mM EDTA 

/ 0.15M NaCl로 chelation을 시킨다. 용액이 들어 있는 상태에서 10분간 반응시

킨 후, D-PBS 용액으로 세척 후 총 RNA는 TRIzol reagent (Life 

Technologies)를 이용하여 분리하였다. 

추간판 세포의 총 RNA 1㎍에 Oligo d(T)16 primer 2.5μM, dNTP mixture 

20mM, 10x buffer 2㎕, 20U/㎕ RNase inhibitor, 25mM MgCl2 용액 4㎕, 

MuLV Reverse transcriptase 2.5U/㎕를 전체 20㎕가 되게 혼합하여, 42℃에서 

30분, 95℃에서 5분, 4℃에서 5분간 반응하여 cDNA를 합성한 후 에탄올로 정

제하여, 최종 부피를 20㎕로 만들었다. 

20㎕ 중 3㎕를 취하여 aggrecan, 제 I형 교원질, 제 II형 교원질, osteocalcin 

의 sense primer 와 antisense primer(Table 1) 각각 10pmole, 25mM MgCl2 1

㎕, 10x PCR buffer 2.5㎕, dNTP mixture 20mM, Taq polymerase 2.5u와 혼

합하며, PCR 반응 조건은 ① 94℃ 2분 ② 94℃ 30초, 55℃ 30초, 72℃ 1분 ③ 

72℃ 3분으로 하였다.  

6. 실험군

BMP-2의 농도 반응을 보기 위하여  다양한 농도의 rhBMP-2 (2.5, 5, 10, 

50, 100, 500, 1000, 1500, 2000ng/ml)를 각 배양군에 투여하고 이에 대한 당단

백 생성 및 aggrecan, 제 I형 교원질, 제 II형 교원질, osteocalcin mRNA 발현

을 측정하였다.  rhBMP-2 (50, 100, 1000ng/ml) 를 처치한 추간판 세포 배양군

에서 배양 기간에 따른 aggrecan, 제 I형 교원질, 제 II형 교원질, osteocalcin 

mRNA 발현을 측정하였다. 생리식염수를 투여한 추간판 세포 배양군을 대조군

으로 삼았으며 RT-PCR에 대한 대조군으로 β-actin을 사용하여 각 유전자 발

현 정도를 비교 분석하였다.  

7. 통계

자료는 SPSS (SPSS, Chicago, IL)를 사용하여 정리하였고 각군의 비교는 

t-test 및 ANOVA를 이용하였으며 통계적 유의 수준은 p<0.05로 정하였다.
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III. 결   과

1. rhBMP-2의 의한 추간판 세포의 당단백 생성

여러 농도의 rhBMP-2 (2.5, 5, 10, 50, 100, 500, 1000, 1500, and 2000ng/ml)

를 추간판 세포에 투여하고 새로 생성된 당단백을 측정하였을 때 대조군의 당

단백 생성에 비해 50ng/ml부터 의미 있는 당단백 생성 증가가 관찰되며, 

300ng/ml 농도에서는 50%, 1000ng/ml 농도에서는 100%, 1500ng/ml 농도에서

는 250%의 당단백 생성 증가 관찰되었다 (p<0.05) (그림 1).

2. rhBMP-2에 의한 추간판 세포의 aggrecan, 제 I형 교원질, 제 II형 교원

질, osteocalcin mRNA 발현

Aggrecan, 제 1형 교원질, 제 2형 교원질 mRNA 발현을 RT-PCR로 분석하

면 rhBMP-2의 농도에 비례해서 각 유전자의 mRNA 발현은 증가하였다 (그림 

2). 특히 aggrecan mRNA는 대조군에 비해 1500ng/ml의 rhBMP-2 농도에서는 

400%의 발현증가가 있었다. Densitometry로 분석한 결과에서도 제I형 교원질 

mRNA는 대조군에 비해 rhBMP-2 100ng/ml 농도의 경우 대조군에 비해 70%

의 발현 증가가 있었고 제2형 교원질 mRNA의 경우는 같은 농도의 rhBMP-2

에서 50%의 발현 증가가 있었다. 이에 반해서 osteocalcin mRNA발현은 

rhBMP-2의 농도에 관계없이 대조군과 비교해 차이가 없었다 (그림 3).

3. rhBMP-2로 처리된 추간판 세포에서 배양기간에 따른 aggrecan, 제 1형 

교원질, 제 II형 교원질, osteocalcin mRNA 발현

여러 농도의 rhBMP-2 (50, 100, 1000ng/ml)를 추간판 세포 배양군에 투여하

고 3일, 7일, 11일간 배양 후 aggrecan, 제 1형 교원질, 제 2형 교원질의 발현을 

측정하며 초기 3일간은 강하게 발현되나 배양 기간이 경과할수록 발현의 강도

는 감소하였다. Aggrecan mRNA는 제 1형 교원질, 제 2형 교원질에 비해 배양 

기간이 길어져도 발현을 비교적 높게 유지하였다 (그림 4). 



- 11 -

IV. 고   찰

골형성단백 (bone morphogenetic protein : BMP)은 배아 발생기 조직 분화

에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있으며 성인 세포에서의 기능도 다양하

게 알려져 있다. 연골은 연골세포와 이에 의해 생성되는 기질로 이루어져 있으

며 수상된 연골 세포는 제한된 재생 능력을 지니고 있어서 이를 개선하고자 하

는 많은 노력이 있어 왔다.

인체내에서의 추간판 섬유 연골 세포의 증식 또한 매우 제한적이나 이 연골 

세포를 추출하여 배양할 경우 특정 조건에서는 정상적인 세포의 경우 자유롭게 

증식하는 특성을 지닌다.
(36)

 그러나 이러한 배양 과정중 특별한 조건을 갖추지 

않은 경우 연골 세포의 과다 증식 및 연골 세포 표현형의 재분화가 일어나고 

제 2형 교원질의 생성보다는 제 1형 교원질의 생성이 더 증가하게 된다. 이는 

특히 단층 배양의 경우 더 그러할 수 있으며 배양 방법을 다르게 하여 agarose 

나 alginate beads로 추간판 세포를 포착하여 삼차원적 배양을 유도할 경우 추

간판 연골 세포의 표현형이 보다 균일하게 지속적으로 유지될 수 있다.
(30, 36, 37)

rhBMP-2는 추간판 연골 세포로 부터의 정상적인 기질 생성을 지속적으로 

항진시킬 수 있는데 대조군과 비교하여 같은 농도하에 배양 3일 까지는 증가하

나 그 이후로는 감소하는 경향을 보인다. 더욱이 삼차원적 배양 조건에서는 그 

표현형이 더 오래 지속되며 특히 고농도의 rhBMP-2 투여시에는 제 1형 교원

질 보다는 제 2형 교원질 생성이 상대적으로 증가하는 것을 알 수 있다.

추간판 연골 세포의 기질 성분인 aggrecan의 경우도 rhBMP-2의 농도 증가

에 비례하여 그 생성이 증가하는 경향을 보이고 배양 기간이 지속되더라도 기

질 생성이 유지됨을 보였다. 이는 rhBMP-2 투여시 추간판 연골 세포의 특성에 

맞는 기질 생성이 발생하는 것을 보이는 것이다.

삼차원적 배양 조건하에서는 rhBMP-2가 투여된 관절 연골 세포군은 원형의 

세포형태를 유지할 수 있으며 당단백이 풍부한 기질체를 지속적으로 생성하게 

된다.
(38, 39)

 또한 삼차원적 배양하에서는 rhBMP-2에 의해 연골 세포의 표현형

이 유지될 수 있는데 특히 제 1형 교원질 보다는 제 2형 교원질이 지속적으로 

생성됨으로서 연골 세포에 적합한 환경을 형성하게 된다. 단층 배양의 경우 2

주 이상의 배양 기간에서는 제 2형 교원질과 aggrecan의 생성이 급격히 감소
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하고 제 1형 교원질의 생성이 증가하게 된다. 이는 연골 세포의 표현형의 감소

와 일치하는 현상이다.
(36, 40)

그러나 장기적인 삼차원적 배양하에서는 제 1형 교원질의 생성은 감소하고 

제 2형 교원질과 aggrecan의 생성은 지속되는데 이는 연골 세포의 밀도가 증

가하여 상호 상승작용으로 인해 연골 세포의 표현형이 유지되는 것과 밀접한 

관계가 있다.
(30)

여러 보고에서도 배양 기간 3일 후에도 rhBMP-2 투여시에는 제 2형 교원질

과 aggrecan의 생성이 증가함이 나타났고 이의 임상 적용에 큰 의미가 있음을 

시사하고 있다.
(41, 42, 43, 44)

또한 배양중 골성 분화 인자인 osteocalcin의 생성은 일어나지 않았으며 이

는 rhBMP-2의 투여시 추간판 연골 세포군의 골성 분화를 일으키지 않고 추간

판 연골 세포의 연골성 기질 생성만 유발하는 것을 의미하는 것이다. 

본 연구의 단점으로는 시험관내 연구이므로 추간판 세포의 rhBMP-2에 대한 

생체내의 상황을 재현할 수 없다는 점과 주로 해부학적 구분에 의해 수핵 세포

만 연구 대상으로 하였으므로 전이 구간의 세포 및 섬유륜 세포에 대한 포괄적

인 결과는 포함되지 않았다. 이런 단점은 향 후 시행될 생체내 연구 및 위치에 

따른 추간판 세포(섬유륜, 전이 지대, 수핵)의 각각의 반응에 대한 연구로 보완

될 것이다. 

본 연구의 결과로 rhBMP-2는 추간판 변성을 예방 혹은 치료할 수 있는 선

택 가능한 성장 인자임이 분자생물학적 연구 기법으로 증명되었으므로 향후 시

행될 실험 동물을 이용한 추간판 변성의 생물학적 치료법에서 TGF-β1, 

IGF-1 등의 성장 인자와 더불어 효율적인 성장 인자 혹은 성장 인자 유전자로

서 역할을 할 것으로 기대된다. 
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V. 결   론

본 연구의 결과에서 삼차원적 추간판 연골 세포 배양시 rhBMP-2를 투여할 

경우 추간판 연골 세포의 표현형이 유지되었고 rhBMP-2의 용량에 비례하여 

당단백 생성이 증가되었으며 연골성 기질 (aggrecan, 제 1형 교원질, 제 2형 교

원질)의 생성이 증가되었다. 투여된 농도군에서 rhBMP-2에 의한 추간판 연골 

세포의 골성 인자 (osteocalcin)의 생성도 없었다. 이는 rhBMP-2가 추간판 연

골 세포의 표현형을 유지시키면서 기질 생성을 유발할 수 있는 안전한 성장 인

자로서 추간판의 퇴행성 기질 감소 질환의 임상적 치료에 사용될 수 있을 것으

로 사료된다.  
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Abstract

Matrix Synthesis of Human Intervertebral Disc Cells in Response to 

Human Recombinant Bone Morphogenetic Protein-2

Kyeong-Jin Han

Department of Medicine

The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Soo Bong Hahn)

  Recent advancements in molecular biology, recombinant DNA technology and 

the cloning of genes, have enabled scientists to obtain sufficient amounts of 

pure gene products for experimental and clinical use. The introduction of the 

growth factor and gene transfer virus makes the therapeutic gene transfer to 

promote the production of the matrix of intervertebral disc chondrocytes 

possible. Bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) has been known to be an 

important factor in differentiation and maintenance of phenotype of the 

chondrocytes of the articular cartilage or physeal plate. BMP-2 is also used as 

a growth factor to induce vertebral bone union or vertebral fusion in vitro or in 

clinical treatments.

  The author reproduced and added BMP-2 into the human intervertebral disc 

chondrocytes in vitro and analyzed the reactional production of the biological 

matrix, especially the matrix from the human intervertebral disc chondrocytes.

The intervertebral disc cells were harvested from the surgical patients for the 

degenerative vertebral disease. The cells were cultured in 3-dimensional 

alginate-gel beads and different doses of the recombinant human bone 

morphogenetic protein-2 (rhBMP-2) was added. 

  The amounts of aggrecan from the human intervertebral disc chondrocytes 



- 20 -

increased significantly from the minimum dose (50ng/ml) of rhBMP-2, by 50% 

with 300ng/ml, by 100% with 1000ng/ml and by 250% with 1500ng/ml compared 

to the control culture.

  The effect of rhBMP-2 on mRNA expression for aggrecan, collagen type-I 

and collagen type-II was also increased proportional to the different doses of 

rhBMP-2 compared to the control culture. The expression of mRNA for 

collagen type-I increased by 70% in culture treated with rhBMP-2 and collagen 

type-II by 50%. Especially, the expression of mRNA increased by 400% with 

1500ng/ml of rhBMP-2. In contrast, The expression of mRNA for osteocalcin 

was similar to that of the control culture regardless of the amounts of 

rhBMP-2.

  The results of separate dose-response for chondrocyte aggrecan, collagen 

type-I and collagen type-II were assesed after 3, 7 and 11 days of culture. The 

expression of mRNA for chondrocyte aggrecan, collagen type-I and collagen 

type-II after 3 days in culture demonstrated nearly maximal synthesis and 

decreased thereafter. Aggrecan mRNA expression was maintained higher than 

collagen mRNA expression even though the time elapsed.

  The results of this study show that rhBMP-2 promoted the phenotype of 

human inververtebral disc chondrocyte in 3-dimensional cell culture. Synthesis 

of normal chonndrocyte matrix components was increased in culture treated 

with rhBMP-2 but rhBMP-2 did not induce differentiation to a hypertrophic 

phenotype and osteocalcin synthesis. This characteristics may show a potential 

usefulness of rhBMP-2 in treatment of the degenerative human vertebral 

disease or osteoarthritis. 

Key words :  human vertebral disc chondrocyte, BMP-2, aggrecan, collagen 

type-I, collagen type-II, osteocalcin.
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Figure 1. Dose response curve of rhBMP-2 on newly synthesized 

proteoglycan, measured by incorpoaration S35. rhBMP-2 with a dose of 

1500ng/ml showed 250% increase of newly synthesized proteoglycan 

compared to control.
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Figure 2. Dose response of rhBMP-2 on mRNA expression of aggrecan, 

collagen type I, collagen type II, and osteocalcin. Aggrecan, 

collagen type I, collagen type II mRNA expression was dose 

dependent to concentration of rhBMP-2. Osteocalin mRNA 

expression was not upregulated compared to control in given dose 

of rhBMP-2.
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                          rhBMP-2(ng/ml)

Figure 3.  Densitometric analysis of dose response of rhBMP-2 on mRNA

          expression of aggrecan, collagen type I, collagen type II, and 

osteocalcin. Aggrecan, collagen type I, collagen type II mRNA 

expression was dose dependent to concentration of 

rhBMP-2.Osteocalin mRNA expression was not upregulated 

compared to control in given dose of rhBMP-2. 

Aggrecan
collagen I
collagen II
osteocalcin

0.00

50.00

100.00

150.00

200.00

250.00

0 2.5 5 10 50 100 500 700 1000 1500 2000

Aggrecan

col

collagen

Aggrecan
collagen I
collagen II
osteocalcin

게스트



- 24 -

Figure 4. Aggrecan, collagen type I, and collagen type II mRNA expression 

on culture duration. Decrease in mRNA expression of collagen 

type I and collagen type II was observed with increase in culture 

duration. Aggrecan mRNA was maintained throughout given 

culture period. 
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Table 1. cDNA primer sequence, product size, and annealing temperature of 

β-actin, aggrecan, collagen type I, collagen type II, and osteocalcin.

Target cDNA primer sequence(5→3)     product size(bp)   Annealing temperature(℃)

β-actin

   GGCGGACTGTGACTTAGTTG    238 50

   AAACAACAATGTGCAATCAA

Aggrecan

 GAATCTAGCAGTGAGACGTC    541 47

   CTGCAGCAGTTGATTCTGAT

Collagen type Iα

TGGAGAGTACTGGATTGACC    296 50

  AGTGGTAGGTGATGTTCTGG

Collagen type II

TGGAGACTACTGGATTGACC    413 50

  CAGTGTACGTGAACCTGCTA

Osteocalcin

  CGAGAGCCCTCACA    312          50

  AGAGCGACACCCTAGAC 




