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The role of DNA methylation to type II collagen expression in 
dedifferentiation of articular chondrocytes
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Purpose: We explored the possibility of DNA methylation as a mechanism of loss of type II collagen expres-
sion in dedifferentiating chondrocytes by culturing in monolayer.

Materials and Methods: Dedifferentiation was induced by low density subculturing primary porcine chon-
drocytes in vitro. The mRNA expression of Type I collagen, Type II collagen and DNA methyltransferase
(DNMT) was measured by RT-PCR. Induction of redifferentiation in dedifferentiated chondrocytes was per-
formed in 3-dimensional alginate bead culture system. As stimulating factors for reexpression of genes in ded-
ifferentiated chondrocytes, 10 ng/ml TGF-β1 and 5 μM 5-azacytidine were used.

R e s u l t s: Type II collagen mRNAs was expressed strongly in freshly isolated cells but had decreased in
monolayer cultured cells after 3 weeks up to 40%. In contrast, type I collagen expression was increased from
21 days and kept increasing during the 86 days of study. After treatment of 5 μM 5-azacytidine, fibroblast like
morphology was changed to round shape such as traditional chondrocyte morphology at day 4. At day 10, type
II collagen expression was increased by 5-azacytidine and TGF-β1 marginally and also integrin β1 expression
was increased in all groups. RT-PCR analysis demonstrated that DNMT3A expression increased in dedifferen-
tiating chondrocytes when compared with control cells for 40 days.

Conclusion: Loss of type II collagen mRNA expression and increase of DNMT 3A expression were showed
similar patterns during dedifferentiation. These results suggest that type II collagen gene expression may be
influenced by DNA methylation. As stimulating factors, TGF-β1 and 5-azacytidine have potential activity to
increase the type II collagen expression in alginate culture system. 
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서 론

정형외과 질환 중 골관절염, 연골결손, 성장판

손상 등은 외과적인 처치로는 완치가 불가능하기

때문에 근본적으로 조직을 재생시키기 위해서는

연골세포의 이식이 가장 효과적인 것으로 알려져

있다. 세포이식술은 자가이식술의 형태로 이루어

지고 있으며, 시술의 가장 중요한 사항은 소량의

연골조직으로부터 연골세포를 분리하여 체외 배양

을 통해 원하는 수의 연골세포를 획득하는 것이

다. 그러나, 연골세포의 체외 배양은 매우 까다로

우며 근본적인 제한점이 있다. 즉, 연골세포는 체

외 배양 중 단 시간내에 세포의 성질과 형태가 변

하며, 이러한 현상은 연골세포의 탈분화 ( c h o n-

drocyte dedifferentiation)로 알려져 왔다
7 , 8 , 1 0 , 1 3 , 1 7 ). 따라서, 이식을 위한 다량의 연골세포를

얻기 위한 배양 방법의 개발과 함께 원인 규명에

대한 연구가 요구된다. 연골세포의 탈분화는 세포

고유 특성을 잃어버리는 현상으로서, 가장 대표적

으로 나타나는 특징은 연골세포의 특이적 표현형

인 제 2형 교원질의 유전자 발현이 억제되며, 이

와 대조적으로 제 1형 교원질의 유전자는 증가하

게 된다2 , 1 4 ). 따라서, 연골세포의 탈분화 과정 중

유전자 조절의 불균형이 제 2형 교원질 유전자의

발현 변화를 초래할 것으로 예상할 수 있지만, 지

금까지도 그 원인은 규명되지 못하였다. 유전자의

전사 조절은 chromatin structure, DNA

sequence element, transcription factors 등

에 의해 조절 받으며, 메틸화는 포유동물의 성숙

한 세포에서 정상적으로 발생하는 유전학적 현상

중의 하나로, 특히 유전자의 프로모터 부위의 메

틸화는 DNA 구조를 변형시켜 유전자 전사를 저

해하며, 최근 비정상적인 메틸화의 변화는 단순히

유전자의 발현 단계에 그치지 않고, 암, 퇴행성 질

환 등 치명적인 많은 질병을 유발하는 기전으로

그 중요성이 부각되고 있다4 ). 유전자 발현의 조절

은 여러 메카니즘의 형태로 밝혀져 있으나6 ), 일부

연구진들에 의해 교원질 유전자의 전사가 D N A

메틸화에 의해 조절 받음이 밝혀졌다. 즉, 제 1형

교원질의 유전자 발현은 프로모터 부위의 메틸화

에 의해 조절 받는 것으로 밝혀졌으나1 1 , 1 5 ), 제 2형

교원질에 대해서는 밝혀진 바가 없다. 따라서, 본

연구는 탈분화 된 연골세포에서 메틸화 효소의 발

현과 DNA 메틸화 억제제가 제 2형 교원질 유전

자 재발현에미치는 영향및 을 규명하고자하였다. 

대상 및 방법

1. 연골세포의 분리 및 배양

연골세포의 분리는 돼지의 슬관절을 구입하여

관절 연골을 채취한 다음 0.1% collagenase,

0.065% hyaluronidase 효소로 3 7℃에서 1 0시

간 동안 처리하였다. 분리된 연골세포는 c e l l

s t r a i n e r를 이용하여 단일 세포로 분리한 후,

10% 우태혈청이 포함된 D u l b e c c o’s modified

Eagle medium (DMEM, GIBCO-BRL, Grand

Island, NY, USA) 배지에서단층배양하였다.

2. 저농도 계대배양을 통한 연골세포의

2. 탈분화 유도

연골세포의 탈분화는 연골로부터 분리된 초기

연골세포를 10 cm 세포배양 용기에 1 x 1 06의 세

포수가 되도록 부착시킨 후, 90% 이상의 c o n-

f l u e n c e를 보일 때, 세포를 트립신 처리하여 1 : 3

비율로 10% 우태혈청이 포함된 DMEM 배지에

서 약 8 6일간 계대 배양하였다. 배양 1 5일 간격

의 세포를 분리하여 탈분화 유무는 제 1형 교원질

과 연골 특이적 유전자인 제 2형 교원질 유전자

m R N A발현 및 세포 형태 변화로 관찰하였다. 

3. Semi-quantitative reverse transcripti o n -

polymerase chain reaction (RT-PCR)

연골세포의 탈분화 과정에서의 제 1형 교원질,

제 2형 교원질 유전자의 mRNA 발현을 살펴보

손선미외: 피브린 고분자와 반월상 연골세포를 이용한 손상된 가토 반월상 연골의 재생
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기 위해 p r i m e r를 제작하였다(Table 1). 또한

탈분화 과정 중 메틸화 효소 DNA methyl-

transferase (DNMT 1, 3A, 3B)의 유전자 발

현을 측정하였다. 90일 동안 계대 배양된 세포로

부터 RNeasy mini kit (OIAGEN, Hilden,

G e r m a n y )를 이용하여 total RNA를 추출하였

다. 1 μg의 total RNA와 Oligo d(T)1 2 - 1 8 및

Ominiscript kit (QIAGEN)을 사용하여

c D N A를 합성하였으며, 2 μl cDNA, 0.2 μM

dNTP, 1.5 mM MgCl2, 0.5 μM primer와

1U Taq DNA polymerase로 각 유전자를 증폭

하였다. 정량화를 위해 각 유전자의 p r i m e r에 대

한 적정 PCR cycle수를 결정하였다. 유전자 증

폭 산물은 1.5% agarose gel electrophoresis를

통해 확인하였고 G A P D H의 발현 정도로 각각

유전자 발현을 정량화하여 비교 분석하였다.

4. 메틸화 억제제 ( 5 - a z a c y t i d i n e )에 의한

4. 재분화 유도

탈분화 연골세포의 유전자 재발현은 a l g i n a t e

bead culture를 통한 3차원 배양을 실시하였다.

Alginate bead culture는 트립신 처리된 연골세

포를 세포의 농도가 2×1 06 c e l l s / m l이 되도록 조

절하여 1.2% alginate에 함유되도록 하여

103mM CaCl2 용액에 19 gauge 주사침을 이

용, 한 방울씩 떨어뜨려 b e a d를 형성하였다.

0.15M NaCl 용액으로 세척 후, 0.5% 우태 혈

청과 50 ug/ml ascorbic acid가 포함된

DMEM 배지에서 배양을 시작하였다. 10ng/ml

의 T G F -β1 (R&D system, Minneapolis,

MN, USA)과 5 μM의 5-azacytidine (Sigma,

St. Louis, MO, USA)을 격일로 처리하였다.

5 - a z a c y t i d i n e에 의한 세포 형태 변화를 관찰하

기 위하여 10% 우태 혈청이 포함된 DMEM 배

지에서 각각 1, 5, 10 μM로 처리한 후, 4일간

관찰하였다. 

결 과

1. 탈분화 과정에서의 세포의 형태 및 교원질

유전자 발현 변화

초기 연골세포의 고유 둥근 형태는 계대 배양이

진행될수록 섬유 아세포와 유사한 형태로 변화되

었으며, 이러한 결과는 배양 3 0일 이후에서 뚜렷

이 관찰 되었다(Fig. 1A). 세포 형태의 변화와

더불어 제 2형 교원질의 유전자 발현이 배양 3주

째에 4 0 %로 감소하였으며, 배양 5 0일 이후에는

유전자 발현을 관찰할 수 없었다. 대조적으로 제

대한정형외과연구학회지 제 6 권 제 2 호 2 0 0 3년

— 2 1 6 —

Table 1. RT-PCR primers

Genes Primers

Type II Collagen 5’CCT GTT CTG AGA GGT CTT CC 3’
3’CTT CAC CAG GAA CGC CCT GA 5’

Type I Collagen 5’AGA CAT CCC ACC AGT CAC CT 3’
3’GTG GGT GAC ACC TCG CCT TC 5’

DNMT 1 5’ACC GCT TCT ACT TCC TCG AGG CCT A 3’
3’GTT GCA GTC CTC TGT GAA CAC TGT GG 5’

DNMT3A 5’CAC ACA GAA GCA TAT CCA GGA GTG 3’
3’AGT GGA CTG GGA AAC CAA ATA CCC 5’

DNMT3B 5’AAT GTG AAT CCA GCC AGG AAA GGC 3’
3’ACT GGA TTA CAC TCC AGG AAC CGT 5’

Integrin β1 5’CAC TCA AAT CCA GCC ACA GCA GC 3’
3’CAA CCA CCT TAC ACT GTG CCG AC 5’

GAPDH 5’ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC 3’
3’ATG TCG TTG TCC CAC CAC CT 5’
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5d 10d 20d

80d60d40d

A

B

Fig. 1. (A) Cell morphology and collagen gene expression during chondrocyte dedifferentiation from 5 day to 80 day.
Dedifferentiation was induced by subculturing in monolayer. Round shape of chondrocytes was changed to
fibroblast like morphology. (B) Type I and II collagen expression were by RT-PCR analysis in freshly isolated
chondrocytes or in chondrocytes subcultured on plastic for various days. 
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1형 교원질 유전자 발현은 초기 연골세포에서는

관찰되지 않았으나 계대 배양이 진행될수록 점차

적으로 증가하였다(Fig. 1B).

2. 탈분화 과정에서 메틸화 효소 (DNA meth-

yltransferase, DNMT)의 발현 변화

탈분화 과정의 연골세포에서 메틸화 관련성을

알아보고자 메틸화 효소의 유전자 발현을 측정하

였다. 지금까지 포유동물에서 밝혀진 3 종류

(DNMT 1, 3A, 3B)의 메틸화 효소에 대하여

제 2형 교원질의 변화 시점을 전후로 R T - P C R을

실시하였다. 메틸화 효소 DNMT 3A는 배양되지

않은 연골세포에서 발현이 관찰되지 않았으나 단

층 배양 1 0일째부터 배양 4 0일째까지 발현이 증

가하였다. 그러나 DNMT 1, DNMT 3B의 발현

은 관찰되지 않았다(Fig. 2). 메틸화 효소

DNMT 3의 증가는 증식하는 세포에서 새로운

메틸화가 진행되고 있음을 의미하며 그 중에서도

DNMT 3A에 의해 제 2형 교원질 유전자 발현이

전사단계에서영향받을수 있음을 제시하여준다.

3. 탈분화 된 연골세포에서 메틸화 억제제

(5 - a z a c y t i d i n e )가 세포 형태에 미치는 영향

탈분화 연골세포에 메틸화 억제제를 처리하였을

경우 세포의 형태 변화 유무를 알아보고자 5 -

a z a c y t i d i n e을 저농도의 1 μM에서 고농도의 1 0

μM까지 처리하여 4일간 관찰하였다. 40일간 단

층 배양한 연골세포에서 5 μM 5-azacytidine을

처리하였을 경우 배양 4일째부터 대조군과 달리

세포의 형태가 연골세포의 고유 형태와 유사하게

변화되었다. 이러한 결과는 10 μM 5-azacyti-

d i n e을 처리한 배양 4일째에도 동일하게 관찰되

었다(Fig. 3). 이는 메틸화를 변화시켜 유전자

전사를 조절하는 것으로 알려져 있는 5 - a z a c y t i-

d i n e가 세포의 형태 변화에도 영향을 미친다는

것을 의미하며, 10 μM의 고농도 5 - a z a c y t i d i n e

을 처리하였을 경우, 배양 4일째에서 더 이상 세

포 증식이 증가하지 않았다. (data not shown).

4. 탈분화 된 연골세포에서메틸화 억제제

( 5 - a z a c y t i d i n e )가 유전자 재발현에 미치는 영향

5 - a z a c y t i d i n e에 의한 제 2형 교원질 유전자

재발현에 미치는 영향을 알아보고자 4 0일간 단층

배양된 탈분화된 연골세포를 alginate bead 배

양법의 3차원 배양을 실시하였다. 제 2형 교원질

의 재발현을 촉진시키기 위한 또 다른 촉진제로

서, TGF-β1을 비교 사용하였다. 40일간 배양된

연골세포에서 측정되지 않은 제 2형 교원질 유전

자는 3차원 배양 1 0일 이후 재발현을 보였으며,

대한정형외과연구학회지 제 6 권 제 2 호 2 0 0 3년

— 2 1 8 —

Fig. 2. DNMT expression in dedifferentiated chondrocytes. RT-PCR analysis demonstrated that DNMT3A expres-
sion increased in dedifferentiating chondrocytes when compared with control cells.
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T G F -β1와 5 - a z a c y t i d i n e을 각각 처리한 군에서

그 발현이 증가하는 양상을 보였고, Integrin β1

의 발현은 제 2형 교원질과 동일하게 1 0일째 모

든 군에서 증가하였다. 그러나 T G F -β1와 5 - a z a-

c y t i d i n e을 처리하여 재발현된 제 2형 교원질 유

전자 발현은 통계학적으로 유의하지는 않았다. 또

한 T G F -β1와 5 - a z a c y t i d i n e을 동시에 처리하였

을 경우 유전자 재발현에 대한 상승 효과는 관찰

되지 않았다(Fig. 4). 제 1형 교원질은 단층 배

양에서 3차원 배양을 실시한 후 배양 5일째에 감

소하였으나 배양 1 0일째 다시 증가하였고, 이러

한 결과는 T G F -β1 및 5 - a z a c y t i d i n e에 의해 영

향을 받지 않았다. 그러나 탈분화가 지속적으로

일어나고 있는 단층 배양 과정중에서의 5 - a z a c y-
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Fig. 3. Morphological changes by treatment in monolayer culture system. 5-azacytidine, a demethyl agent, induced a
dose dependent changes of cell morphology in monolayer culture. The changes were started from 5 μM of 5-
azacytidine and maintained at 10 μM of 5-azacytidine at day 4. 

Collagen II

Integrin β1

Collagen I

GAPDH

5-azacytidine
TGF-β1

Mon olayer
(40 days)

No
culture5 day 10 day

- + - + - + - +
- - + + - - + +

6 . 0 0
5 . 0 0
4 . 0 0
3 . 0 0
2 . 0 0
0 . 0 0

A                    B                  C                    D                   E

(A) Al      (B) AL+5+AZA      (C) AL+TGF-betal
(D) AL+5+AZA+TGF-betal   (E) No culture

Fig. 4. (A) Reexpression of collagen genes by 5-azacytidine and TGF-β1 as stimulating factors in alginate bead cul-
ture system. (B) At day 10, type II collagen expression was analyzed with use of a densitometer .

A B
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tidine 투여는 유전자 재발현을 유도하지 않았다

(data not shown). 단층 배양에서 5 - a z a c y t i-

d i n e에 의해 세포 형태가 일어났으나 제 2형 교

원질 유전자의 재발현이 일어나지 않음은 세포 형

태와 교원질 유전자의 발현과의 상관관계가 없음

을 의미해준다8 , 1 6 ).

고 찰

연골세포는 체외 배양시 고유의 성질을 잃어버

리는 것으로 알려져 왔으며, 이러한 탈분화는 연

골세포를 체외 배양 후 임상 적용 및 연골세포의

기능 연구를 하는데에 있어서 가장 큰 제약이 되

어 왔다. 지금까지 밝혀진 바에 의하면 체외 배양

에서 I L - 1과 같은 특이적인 외부인자의 첨가 없

이 저농도의 계대 배양에 의하여 탈분화가 일어나

며, 제 2형 교원질 유전자의 재발현을 유도하고자

하는 연구가 많이 진행되어 왔다3 ). 그러나 근본적

으로 제 2형 교원질의 유전자 소실이 어떠한 이유

에서 이루어지는지 아직 밝혀지지 못하였다. 따라

서 본 연구는 탈분화 과정에서 일어나는 제 2형

교원질의 발현을 유전자 메틸화 관점에서 파악하

고자 하였다. 유전자 전사를 조절하는 전사인자가

D N A에 결합하기 위해서는 일차적으로 D N A의

3차 구조에 영향을 받는다. 따라서 D N A의 구조

를 결정시켜주는 대표적인 기전 중의 하나인 메틸

화 유무 또는 정도에 따라 유전자 발현과 상관관

계가 있음이 이미 보고된 바 있다1 , 2 ). 본 연구 결

과에서 저농도의 연골세포를 배양하였을 경우, 제

2형 교원질이 배양 3주째 4 0 %의 발현 감소와 제

1형 교원질의 증가 및 세포 형태의 변화 등의 관

찰을 통해 전형적인 탈분화 현상을 유도하였다.

이러한 탈분화 연골세포에 메틸화 억제제인 5 -

a z a c y t i d i n e을 처리하였을 경우 4일째에 세포의

형태가 초기 연골세포의 형태와 유사하게 변화되

었다. 5-azacytidine은 배아 또는 성체 줄기세포

에서 세포 분화를 유도하는 촉진 물질로도 사용하

고 있으며, 이는 유전자 메틸화를 감소시킴으로써

메틸화에 조절 받는 유전자의 전사를 유도하는데

에 그 사용 기전이 있는 것이다1 2 ). 그러나 단층

배양에서 5 - a z a c y t i d i n e에 의해 세포의 형태는

연골 세포의 고유 형태로 변하였으나, 제 2형 유

전자 발현은 유도되지 않았다. 이는 세포의 형태

와 교원질 유전자간의 관련성이 없음을 의미하여

준다. 즉, 탈분화 과정에서 연골세포의 고유 세포

형태가 변하고 제 1형 교원질 발현과 제 2형 교원

질 유전자 발현의 교차 양상이 일어나나 세포 형

태마다의 유전자 발현을 측정한 결과 세포 형태와

유전자 발현에 관련성이 없음이 보고 되었다8 , 1 6 ),

따라서, 본 연구 결과에서 세포의 형태가 변하였

을지라도 제 2형 교원질 유전자 재발현이 일어나

지 않은 것은 유전자 발현이 구별된 기전에 의해

조절 받을 것임을 보여 주었다. 또한 연골세포의

표현형은 세포-세포 또는 세포-세포외기질과의 결

합에 의해 유지 및 조절 받으므로3 ), 탈분화가 지

속적으로 일어나고 있는 단층 배양상에서 제 2형

교원질 유전자의 재분화가 유도되지 않은 것으로

사료된다. 탈분화된 연골세포의 재분화를 촉진하

기 위해서 5 - a z a c y t i d i n e을 처리한 후, 배양 1 0

일째 제 2형 유전자의 발현에 다소 증가하는 경향

을 보였다. 그러나 3차원적 배양에 의한 유전자

재발현에 있어서 T G F -β1의 효과가 가장 크게 나

타났으며 두 촉진제를 동시에 처리하였을 경우 상

승 효과는 관찰 되지 않았다. 이러한 5 - a z a c y t i-

d i n e에 대한 결과는 첫번째 본 연구에서 세포 독

성이 관찰되지 않았으나, 5-azacytidine 자체가

가지고 있는 세포 독성을 고려할 때, 저농도에서

가장 큰 효과를 나타낼 수 있는 최적의 농도 설정

이 중요할 것으로 판단되며, 배양 1 0일째 세포 형

태가 초기 연골세포와 유사한 형태로 변하면서 세

포 증식이 둔화되는 점과 관련이 있을 것으로 사

료된다. 두번째 탈분화된 연골세포를 재분화 유도

시 배양된 시기에 따라 재분화 능력이 다르다는

점이다. 즉, 일정한 계대 배양에 따른 탈분화를

유도할 경우, 초기 탈분화 연골세포에서의 재분화

능력이 더 우수한 것으로 보고된 바 외부 자극 없

이 탈분화 기간에 따라 제 2형 교원질의 재발현

정도에 영향을 미칠 것으로 사료된다. 또한, 본

연구에서 제 2형 교원질의 감소와 메틸화의 관련

성을 뒷받침하기 위해 메틸화 효소의 발현을 관찰

하였다. 배양이 시작되는 1 0일째부터 D N M T

3 A가 증가하여 배양 4 0일까지 지속되었고, 연골

세포의 배양 후 제 2형 교원질의 발현 감소와 비

교할 때, 이러한 발현 양상의 교차는 제 2형 교원
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질의 발현 감소가 메틸화의 증가와 관련이 있을

것을 암시하여 준다. 특히, DNMT 1과 달리

DNMT 3는 de novo methylation에 관여함으

로써, 증식하는 세포에서 새로 합성되는 D N A에

메틸화를 촉진시키는 효소이므로, 이 유전자의 발

현은 새로 증식되는 세포에서 감소하는 유전자와

밀접한 관련성을 제시하여 준다9 ). 1985년 F e r-

nandez MP 등에 의하여 처음 탈분화 연골세포

에서 제 2형 교원질의 발현 감소와 메틸화의 관련

성을 보고한 된 바 있었으나5 ), 제 2형 교원질의

5’프로모터 부위가 모두 밝혀진 상태가 아니므로

3’부위에서의 DNA 메틸화는 유전자 발현과 상

관관계를 보이지 못하였다. 따라서, 제 2형 교원

질 유전자의 프로모터 부위의 염기서열이 모두 밝

혀지면 DNA 메틸화를 직접적으로 증명할 수 있

을 것으로 기대된다. 본 연구결과에서는 최근 메

틸화 효소의 발견으로 탈분화 과정에서 제 2형 교

원질과의 발현을 메틸화 관점에서 살펴 보았으며,

메틸화 효소 발현 증가를 통해 메틸화의 관련성을

제시할 수 있었고, 5-azacytidine을 통한 제 2형

교원질의 재발현 유도의 새로운 가능성 접근을 기

대할 수 있을 것으로 사료된다. 

결 론

본 연구를 통해 탈분화된 연골세포의 제 2형 교

원질 유전자는 특정 조건하에서 재발현되며, 그

촉진인자로서, TGF-β1뿐만 아니라, 5-azacyti-

d i n e의 가능성을 제시하여 주었다. 또한 초기 연

골세포의 체외 배양이 진행되면서 제 2형 교원질

의 감소가 메틸화 효소 (DNMT 3A)의 증가와

관련성을 보임으로써, 이는 제 2형 교원질 유전자

발현의 스위치 ( s w i t c h )가 메틸화와 관련이 있음

을 시사하며, 5-azacytidine가 교원질 재발현을

유도하기 위한 물질로 이용될 수 있을 것으로 사

료된다.
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