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국문요약

사람 간엽 줄기세포의 골 형성 유도에서 pamidronate의 역할

 골수 내에 존재하는 간엽 줄기세포는 골아세포, 연골세포, 지방세포, 근육세포, 

신경세포 등의 다양한 결체 조직으로 분화할 수 있는 능력을 가진 것으로 알려져 

있으며 실험실에서의 연구와 동물실험으로부터 그 가능성이 증명되었다. 

Bisphosphonates는 골 흡수가 야기되는 질환의 치료제로 임상에서 폭 넓게 사용

되고 있는 물질로, 파골세포의 활성을 저해시킨다. 그러나 파골세포의 활성은 골아

세포에서 분비되는 인자들에 의한 비중이 크기 때문에 골아세포와 관련된 

pamidronate에 대한 연구가 필요하며, 이 연구에서는 사람 간엽 줄기세포의 배양

을 통하여 pamidronate가 골 형성에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.

 이 연구에서는 고관절 질환으로 인해 골반 절골술을 시행 받은 환아의 수술시 

자연히 삼출되는 골수에서 간엽 줄기세포를 분리하여, 실험군으로 osteogenic 

supplement(OS)와 pamidronate 동시처리군, OS 1주 처리 후 pamidronate 처리한

군, pamidronate 단독처리한군, pamidronate 1주 처리 후 OS 처리한군으로 나눴

고, 대조군으로는 media에 배양한군과 OS를 처리한군을 정하여 pamidronate의 역

할을 확인하였다. Pamidronate에 대한 간엽 줄기세포의 성장률 확인과 alkaline 

phosphatase(ALPase) 활성도 측정을 통해 처리 농도를 정하였고, 골아세포로의 

분화를 관찰하기 위하여 ALPase 활성도를 측정하였다. RT-PCR을 이용하여 제 1

형 교원질과 osteocalcin의 mRNA 발현을 관찰하였고, 제 1형 교원질의 단백질 발

현을 western blot analysis로 관찰하였다. Pamidronate 처리에 따른 석회화 정도

를 관찰하기 위하여 von Kossa's 염색을 시행하였다.

결과는 다음과 같다.
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1. Pamidronate에 대한 사람 간엽 줄기세포의 성장률을 측정한 결과, 1ug/ml 이

하의 농도에서 90%의 성장률을 보였고, 그 중 100ng/ml의 농도에서 ALPase 

활성도가 가장 높았다.

2. 각 군별로 ALPase 활성도를 측정한 결과, 배양 3주째에 대조군과 OS와 

pamidronate 동시처리군, OS에 pamidronate 후처리군, pamidronate 전처리

군에 비해 pamidronate 단독처리군에서 활성이 가장 높았다.

3. Pamidronate 단독처리군에서 제 1형 교원질의 mRNA 발현양은 대조군, OS

와 pamidronate 동시처리군, OS에 pamidronate 후처리군, pamidronate 전처

리군에 비교하였을 때 가장 높았으며, pamidronate 단독처리군에서 제 1형 

교원질 단백질 발현도 대조군에 비교하여 증가하였다. 또한 OS처리군을 제외

한 모든 군에서 osteocalcin의 mRNA 발현은 확인할 수 없었다.

4. 석회화를 관찰한 결과, OS처리군에서는 강한 염색상을 보인 반면, 

pamidronate 단독처리군, OS에 pamidronate 전처리군과 후처리군에서는 석

회화를 볼 수 없었고, OS와 pamidronate 동시처리군에서는 pamidronate의 

농도가 높아짐에 따라 석회화 침착은 감소하였다.

 이상의 연구 결과로 골 흡수 억제제인 pamidronate는 사람 간엽 줄기세포의 

증식과 초기 분화과정인 세포외기질 증가에 영향을 미치나 골 기질과 석회화 형

성은 저해하는 것으로 나타났다.

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

핵심되는 말 : pamidronate, 사람 간엽 줄기세포, 골아세포 분화, 제 1형 교원질
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사람 간엽 줄기세포의 골 형성 유도에서 pamidronate의 역할

(지도교수 김  진)

연세대학교 대학원 의과학과

류 주 경

I. 서 론

 골수 내에 존재하는 줄기세포는 크게 조혈 줄기세포(hematopoietic stem cell)

와 간엽 줄기세포(mesenchymal stem cell)로 나눌 수 있다. 조혈 줄기세포는 여러 

가지 혈구세포를 생산하는 세포인 반면에, 간엽 줄기세포는 자가 재생뿐만 아니라 

다양한 결체 조직으로의 분화가 가능하여 골아세포, 연골세포, 지방세포, 근육세포, 

신경세포 등을 만들 수 있는 것으로 알려져 있으며 실험실상에서의 연구와 동물

실험으로부터 그 가능성이 증명되었다1,2,3. 이 중 골아세포는 dexamethasone, β

-glycerol phosphate, ascorbic acid의 osteogenic supplement(OS)를 통해 간엽 줄

기세포로부터 분화가 가능하고, 이 과정에서 alkaline phosphatase(ALPase)의 발

현증가와  칼슘 축적의 확인으로써 골아세포로의 분화가 규명되었다4,5.

Bisphosphonate는 pyrophosphate의 유도체로 골 흡수억제제로 잘 알려져 있으

며, 골 흡수과정을 야기하는 질병에 폭 넓게 사용되고 있는 물질이다. 유사화합물

로는 etidronate, clodronate, tildronate, pamidronate, alendronate, incadronate, 

zoledronate, ibandronate가 있다
6,7,8
. 이 중 pamidronate[Disodium-3-amino-1-hy-
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-droxy-propylidene-1,1-biphosphonate]는 제 2세대 amino-bisphosphonate 제제로

서, 특히 bone turnover가 활발한 부위에서 hydroxyapatite 결정에 재빨리 흡수되

어 석회화된 기질의 용해성을 낮추고 파골세포의 골 흡수 작용에 저항할 수 있게 

해줌으로써 파젯씨 병(Paget's disease), 고칼슘혈증(hypercalcemia), 골용해성 골

전이(osteolytic bone metastasis), 골다공증의 치료에 사용되고, 그 효과는 다른 

화합물에 비해 뛰어나다고 알려져 있다9,10,11,12.

Bisphosphonate 제제의 역할에 관한 연구는 파골세포에 관한 연구에 집중되어 

있다. Bisphosphonate는 골 흡수가 일어나는 부위의 파골세포 및 무기질 부위에 

강력한 친화력을 갖고 결합한다. 이렇게 축적된 bisphosphonate는 새로운 파골세

포를 생성하기 위해 모이는 파골세포의 전구세포를 억제하고, 파상연(ruffled 

border)의 소실을 일으켜 파골세포의 수적감소를 일으킨다. 또한 파골세포에서 수

소 ATPase에 의한 수소수송에 작용하여 산(acid)의 생성을 억제하며, tyrosine 

phosphatase의 이상을 일으켜 파골세포의 기능적 장애를 초래하여 골 흡수 능력

을 저해한다는 보고가 있다13,14,15. 그러나 Viereck 등 및 Evans의 연구16,17에 의하

면 파골세포의 활성이 골아세포에서 분비되는 인자들에 의해 조절되기 때문에 

bisphosphonate가 골아세포의 기능에도 영향을 미칠 것이라는 새로운 연구방향이 

제시되고 있다. 그러나 bisphosphonate 제제가 임상적으로 골 질환 치료에 사용되

고 있지만 그 작용기전은 아직 분명하지 않은 상태이기 때문에 골 형성과정에서 

중요한 골아세포에 미치는 역할에 대한 연구가 필요하다.

따라서 이 연구에서는 pamidronate가 사람 간엽 줄기세포에서 골아세포로의 분

화에 미치는 영향을 알아보고자 본 연구를 시행하였다.
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 II.  재료 및 방법

1. 연구재료

가. 사람 간엽 줄기세포

 고관절 질환으로 인하여 골반 절골술을 시행 받은 환아(연령, 4-10세)에서 수

술시 자연히 삼출되는 골수에서 분리한 간엽 줄기세포를 실험에 이용하였다.

나. Bisphosphonate : Pamidronate

 Pamidronate(한림제약, Korea)는 Gador(Argentina)에서 개발한 것으로 disodi-

-um-3-amino-1-hydroxy-propylidene-1,1-bisphosphonate의 구조이다(그림 1).

O H

P C          P  

O HO H

O H (CH 2)2 O H

O O

N H 2

O H

P C          P  

O HO H

O H (CH 2)2 O H

O O

N H 2

그림 1. Pamidronate의 구조식
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2. 연구방법

가. 사람 골수 간엽 줄기세포의 일차 배양

일차 배양배지인 low-glucose Dulbeco's Modified Eagle Medium(lg-DMEM; 

glucose 1g/L, Gibco BRL, NY, USA)과 골수를 섞은 후 1500rpm에서 3분간 일차 

원심분리를 시행하여 세포를 원심분리하고 Percoll용액(SIGMA, MO, USA)을 이

용한 초원심 분리를 시행하여 유핵세포만을 분리하였다. 5% CO2, 37℃ 배양기내

에서 배양하며 새 배지(10% 우태아 혈청이 포함된 lg-DMEM)로 3일마다 교환하

면서 사람 골수 간엽 줄기세포만의 분리 배양을 시도하였으며 70-80% 정도 자라

면 계대배양하며 3-5차 계대 배양한 세포를 실험에 이용하였다.

 골아세포로의 분화를 유도하기 위하여 100nM dexamethasone(dex.; SIGMA), 

0.05mM L-ascorbicacid-2-phosphate(A.A; Wako), 10mM β-glycerophosphate(β

-GP; SIGMA)를 배지에 첨가 하였다.

나. Pamidronate에 의한 세포 증식률 측정

 Pamidronate가 간엽 줄기세포의 세포성장에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 

96 well plate에 well당 1x10
4
개의 사람 간엽 줄기세포를 넣어 24시간동안 배양한 

후, pamidronate를 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 500, 1000, 2000ng/ml 농도로 처리

하여 37℃에서 3일, 7일 반응시킨 후 3,4,5-dimethyl N-methylthiazol-2-yl-2, 

5-diphenyl tetrazolium bromid(MTT; SIGMA) 검사로 사람 간엽 줄기세포의 세

포성장률을 측정하였다. MTT검사는 각각의 농도로 처리한 사람 간엽 줄기세포를 

phosphate-buffered saline(PBS)로 두 번 세척하고 MTT용액을 37℃에서 3시간 

처리한 후, 배양액을 버리고 dimethyl sulfoxide(DMSO; SIGMA)로 녹여내어 

570nm에서 흡광도를 측정하였다.
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다. ALPase 활성도 측정

 Pamidronate의 농도에 따른 ALPase의 활성도를 측정하기 위하여 6 well plate

에 well당 3x10
4
개의 세포를 분주하여 pamidronate를 0, 1, 5, 10, 25, 50, 100, 200, 

500, 1000, 2000ng/ml 농도로 처리하여 각각 1, 2, 3주간 배양한 후 PBS buffer로 

세척하고 0.1% triton x-100 200㎕로 처리된 세포 용해물(cell lysates)을 

p-nitrophenyl phosphate(SIGMA)와 1분 30초간 반응시켜 분광측정계

(spectrophotometer; Armersham Pharmacia, NJ, USA)로 405nm에서 효소에 의해 

생성된 p-nitrophenol의 흡광도를 측정하여 유출액내의 ALPase 활성도를 측정하

였다. ALPase 활성도가 가장 높은 pamidronate 농도를 선정한 후, 실험군별로 같

은 방법으로 ALPase 활성도를 측정하였다.

라. 실험군

 이 연구의 실험군으로는 사람 간엽 줄기세포에 OS와 pamidronate를 동시처리

한군(OSP), OS 1주 처리 후 pamidronate를 처리한군(OS/P), pamidronate 단독처

리군(P), pamidronate 1주 처리 후 OS를 처리한군(P/OS)으로 나누었고, 대조군으

로는 lg-DMEM으로 배양한군(media)과 OS를 처리한군(OS)으로 정하였다.

마. mRNA 추출과 역전사-중합효소 연쇄반응(Reverse Transcriptase- 

Polymerase Chain Reaction ;  RT-PCR)

 각 군별로 분화시킨 세포로부터 RNeasy mini kit(QIAGEN, CA, USA)를 이용

하여, cDNA 합성에 사용될 총 RNA를 분리한 후, 자외선 분광기(UV 

spectrophotometer; Eppendorf, Hamburg, Germany)를 이용하여 260nm/280nm에

서의 흡광도를 측정하여 RNA의 양을 계산하여 추출한 RNA를 정량하고 순도를 

검증하였다. cDNA 합성을 위하여 0.5㎍의 RNA를 reverse transcriptase(Promega, 

WI, USA)와 oligo d(T) primer를 이용하여 42℃에서 1시간 95℃에서 5분간 반응
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시키고 4℃에서 반응을 중지시켰다. 합성된 cDNA를 대상으로 glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase(GAPDH)와 제 1형 교원질, osteocalcin primer로 중합효

소 연쇄반응을 시행하였다. 중합효소 연쇄반응은 94℃에서 5분간 둔 후, 변성반응

을 94℃에서 30초, 결합반응을 58℃에서 30초 중합 반응은 72℃에서 30초간 30주

기를 반복하고 마지막 중합반응은 72℃에서 10분간 연장하여 반응시켰다. 역전사-

중합효소 연쇄반응(RT-PCR) 산물은 1.5% agarose gel에서 전기영동 하였다(표 

1).

표 1. Primer 염기 서열 

 Primer Name                                          Sequence(5’ 3’)          PCR product(bp)

 Type I collagen - sense            GACGAGACCAAGAACTG               599   

 - antisense       CCATCCAAACCACTGAAACC                

 Osteocalcin     - sense            CATGAGAGCCCTCACA                   310

 - antisense      AGAGCGACACCCTAGAC              

 GAPDH         - sense            GGCAGCTGGAATTAAATGA           261

 - antisense      TGCTCGAAGCAACACATG             

 Primer Name                                          Sequence(5’ 3’)          PCR product(bp)

 Type I collagen - sense            GACGAGACCAAGAACTG               599   

 - antisense       CCATCCAAACCACTGAAACC                

 Osteocalcin     - sense            CATGAGAGCCCTCACA                   310

 - antisense      AGAGCGACACCCTAGAC              

 GAPDH         - sense            GGCAGCTGGAATTAAATGA           261

 - antisense      TGCTCGAAGCAACACATG             

바. Western blot analysis

 Pamidronate 처리에 따른 제 1형 교원질의 발현양을 비교하기 위하여 western 

blot analysis를 시행하였다. 각각의 sample 동량에 5배의 SDS sample 

buffer(60mM Tris-HCL pH6.8, 4% SDS, 25% glycerol, 14.1mM 2-mercaptoeth-

-anol, 0.1% bromophenol blue)를 넣어 8% SDS-acrylamide gel에 2시간 전기 영

동한 다음, 전기 영동한 gel을 semi-dry transfer(Bio-Rad, CA, USA)에서 30분간 
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nitrocellulose membrane으로 이동시켰다. Nitrocellulose membrane은 5% fat-free 

dry milk-PBST buffer(PBS, 0.1% Tween-20)에서 2시간 동안 blocking을 한 후

에 PBST buffer로 3번씩 5분간 세척하였다. 제 1형 교원질 단일클론항체(Abcam, 

Cambridge, UK)를 3% fat-free dry milk-PBS buffer에 각각 1000배 희석한 농도

로 넣고 이 용액에 transfer 된 nitrocellulose membrane을 넣어 2시간 동안 흔들

고, 다시 5분 간격으로 PBST buffer에서 3회 세척하였다. Membrane을 각각 

anti-rabbit-horseradish peroxidase conjugated-secondary antibody가 PBS buffer

에 2000배 희석된 용액에 넣고 상온에서 1시간동안 반응시켰다. PBST buffer로 5

분간 3회 세척하고 enhanced chemiluminescence(ECL) detection kit(Amersham)

를 사용하여 x-ray 필름에 감광하여 현상하여 결과를 관찰하였다.

사. Von Kossa's 염색

 6 well plate에 well당 3x10
4
개의 세포를 분주하여 군별 supplement를 이용하여 

3주간 배양한 후 배지를 제거하고 10% formalin으로 세포층을 고정시킨 후 증류

수로 한 차례 세척하여 10분 간 어두운 곳에서 5%(w/v) silver nitrate solution과 

반응시켰다. 이어 증류수로 헹구어 내고 직사광선을 비추어 석회화된 기질을 가시

화 하였다.

아. 통계처리

MTT assay와 ALPase 활성도 측정은 반복 시행되었으며, 대조군 내 차이에 대

한 유의성은 two sided t-test 방법을 이용하여 통계처리 하였다. 이 논문의 수치

는 평균과 표준편차로 나타내었으며, p<0.05 에서 유의성을 결정하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. 사람 간엽 줄기세포의 일차 배양

사람 간엽 줄기세포는 일차 배양한 시기로부터 약 3일 후 단일세포로 분리되어 

배양 접시의 바닥에 붙어있는 것이 관찰되며(그림 2-1), 7일 후 이들 세포로부터 

증식된 많은 세포가 관찰되고, 세포의 모양은 섬유모세포와 유사한 길쭉한 형태로 

관찰되었다(그림 2-2).

   2-1)                                   2-2)

        

그림 2. 사람 간엽 줄기세포의 일차 배양. 2-1) 간엽 줄기세포를 일차배양 하였

을 때, 3일 후 단일세포로 분리되어 배양접시에 붙어있는 것이 관찰된다. 2-2) 7일 

후 이들 세포로부터 증식된 많은 세포들이 보인다.
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2. Pamidronate의 농도 설정

가. Pamidronate에 대한 사람 간엽 줄기세포의 증식률 측정 

 Pamidronate의 처리 농도를 정하기 위하여 배양된 간엽 줄기세포에 

pamidronate를 농도별로 처리하여 3일후와 7일후에 MTT assay로 관찰하였다. 

1ug/ml 농도까지는 3일과 7일 후에 각각 90% 이상 세포 생존율이 유지 되어 생

존율에 차이가 없었으며(p>0.05), 2ug/ml 농도에서 세포성장이 현저히 감소되어

(p<0.05) 통계학적 유의성을 확인하였다(그림 3).
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그림 3. Pamidronate 농도에 따른 사람 간엽 줄기세포의 생존율 측정. 

Pamidronate의 농도에 따른 사람 간엽 줄기세포의 생존율을 MTT assay로 측정

하였다. 1ug/ml 이하의 농도에서 90% 이상의 세포 생존율을 보였다.
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나. Pamidronate의 농도에 따른 ALPase의 활성도 측정

 Dex., A.A, β-GP가 첨가된 배지에 pamidronate를 농도별로 첨가 하였을 때 간

엽 줄기세포의 ALPase 활성도를 측정하였다. 시기별로는 배양 2주 후에 가장 높

은 ALPase 활성도를 보였고, 농도별로는 100ng/ml에서 가장 높은 활성도를 확인

하였다(그림 4).
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그림 4. Pamidronate 농도에 따른 ALPase 활성도. 사람 간엽 줄기세포에 

pamidronate를 농도별로 처리하였을 때, 100ng/ml 농도에서 가장 높은 활성도를 

나타내었다. *p=0.02

 세포 생존율이 90% 이상 유지되는 농도에서 ALPase 활성도가 pamidronate 

100ng/ml 농도에서 가장 높았고 통계학적 유의성이 있었으므로(p=0.02), 이 연구

에서는 실험군에 100ng/ml 농도를 적용하였다.
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3. 사람 간엽 줄기세포의 골아세포 분화 확인 

가. 각 군별 ALPase 활성도 측정

 Pamidronate 100ng/ml 농도로 처리하여 각 군별로 ALPase 활성도 변화를 측

정하였다. Media군은 배양기간 동안 점차 증가 하였으나 전체 배양기간 동안 다

른군과 비교하였을 때 낮은 값을 확인하였다. OS군의 ALPase 활성도는 배양 2주

까지 증가를 보이다가 3주엔 감소하였고, 배양 2주에는 같은 시기의 다른군보다 

높았다. OSP군에서는 배양 1주에 다른군과 비교하였을 때 높은 활성도를 확인하

였지만 2주까지 값을 유지하다가 3주에 감소하는 것을 확인하였다. 반면, OS/P군

은 전체 배양기간 동안 가장 낮은 값을 보였고, 배양기간 동안 활성도의 변화가 

없었다. P군에서는 시간이 지남에 따라 활성도의 증가를 확인할 수 있었고, 전체 

배양기간 중 배양 3주째에 다른군들과 비교하였을 때 가장 높은 활성도를 나타내

었다(p=0.02). 또한 P/OS군에서는 점차 증가하는 값을 나타내었으나 그 값은 다른

군과 비교하였을 때 낮은 수치를 보였다(그림 5).
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그림 5. 각 군별 ALPase 활성도. Pamidronate 단독처리군에서 3주째 활성도가 

가장 높았다. *p=0.02
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나. Pamidronate에 의한 제 1형 교원질 mRNA 발현 분석

 각 군별로 골아세포 초기 분화단계의 표지자인 제 1형 교원질의 mRNA 발현 

정도를 RT-PCR로 비교한 결과, media군은 시간이 지남에 따라 제 1형 교원질의 

mRNA 발현이 점차 증가하였고, OS군과 OSP군은 초기 1주에 발현의 증가를 보

였다가 2, 3주에는 감소하였다. 반면에 OS/P군은 1, 2주에 약한 발현을 보이다가 

배양 3주에 발현이 증가하였다. P군에서는 전체 배양기간 동안 제 1형 교원질의 

mRNA 발현을 확인하였고, 다른군들에 비해 강하게 발현되었다. 또한 P/OS군에

서는 1주에 강한 발현을 보이다가 2, 3주에서 그 발현이 감소하였다. 각 군은 

GAPDH를 통해 발현정도를 보정하였다(그림 6).
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그림 6. Pamidronate에 의한 제 1형 교원질 mRNA 발현. 각 군별로 제 1형 교

원질의 mRNA 발현을 알아보기 위하여 RT-PCR을 수행하였다. Media군을 기준

으로 제 1형교원질의 mRNA의 발현을 파악한 결과, pamidronate 처리군에서 전체 

배양기간동안 제1형 교원질의 mRNA 발현이 강하게 나타났다. (a) media (b) OS 

(c) OSP (d) OS/P (e) P (f) P/OS
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다. Pamidronate에 의한 제 1형 교원질 단백질 발현 분석

 Pamidronate에 의한 제 1형 교원질 단백질 발현을 확인하기 위하여 western 

blot analysis를 시행하였다. 대조군과 비교하였을 때 P군에서 제 1형 교원질의 발

현이 증가하는 것을 확인하였다(그림 7).

                     media          OS            P

(a)  

(b)  

그림 7. Pamidronate에 의한 제 1형 교원질 단백질 발현. Pamidronate 처리에 

따른 제 1형 교원질 단백질 발현정도를 파악하기 위하여 western blot analysis를 

수행하였다. Media군을 기준으로 제 1형 교원질 단백질을 비교한 결과, 

pamidronate 처리군에서 제 1형 교원질 단백질의 양이 증가하였다. (a) 제 1형 교

원질, (b) actin
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라. Pamidronate에 의한 osteocalcin mRNA 발현 분석

 각 군별로 처리 하였을 때 골아세포 분화 후기 표지자인 osteocalcin의 발현을 

RT-PCR로 관찰한 결과, 분화유도물질인 OS를 3주 처리한 OS군에서 osteocalcin

의 발현을 확인할 수 있었고, media군을 비롯한 다른 실험군에서는 모든 시기에서 

osteocalcin의 발현을 확인할 수 없었다(그림 8).

GAPDH
1w         2w         3w

Osteocalcin
1w          2w       3w

(a)

(b)

GAPDH
1w         2w         3w

Osteocalcin
1w          2w       3w

(a)

(b)

그림 8. Pamidronate에 의한 osteocalcin mRNA 발현. Media군을 기준으로 

osteocalcin mRNA의 발현을 관찰한 결과, 배양 3주째에 OS군에서 osteocalcin 

mRNA 발현을 확인하였다. (a) media (b) OS

마. 석회화 관찰

 석회화 관찰을 위하여 von Kossa's 염색을 하였다. 각 군별로 배양 3주후 5% 

silver nitrate로 반응하여 관찰한 결과 OS군에서 강한 석회화를 관찰할 수 있었으

나 P군에서는 석회화를 관찰할 수 없었다. OSP군에서는 100ng/ml의 농도에서 약

한 석회화를 관찰 하였으나, pamidronate의 농도가 높아질수록 석회화는 감소되었

다. P/OS군에서 염색이 된 것으로 보아 pamidronate는 석회화과정을 저해하는 것

으로 생각된다(그림 9).
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(d)

(b) (c)(a)

(e) (f) (g)

(h) (i) (j)

(d)

(b) (c)(a)

(e) (f) (g)

(h) (i) (j)

그림 9. 사람 간엽 줄기세포의 석회화 관찰. Pamidronate 처리에 따른 사람 간

엽 줄기세포의 석회화 관찰을 위하여 von Kossa's 염색을 수행한 결과, OS군에서 

강한 석회화 침착이 나타났고, OSP군에서는 pamidronate의 농도가 높아질수록 석

회화 침착은 감소하였다. P군에서는 석회화 침착을 확인할 수 없었다. (a) media, 

(b) OS, (c) OSP(100ng/ml), (d) OSP(200ng/ml), (e) OSP(500ng/ml), (f) 

OSP(1ug/ml), (g) OSP(2ug/ml), (h) OS/P, (i) P, (j) P/OS
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

 이 연구는 사람 간엽 줄기세포의 골 형성 과정에서 pamidronate의 역할에 대

한 연구로서, 지금까지 pamidronate에 관한 연구는 파골세포에 의한 골 흡수 억제 

효과에 집중 되어왔다
18
. 그러나 골 흡수에 관여하는 파골세포의 활성은 골아세포

에서 분비되는 인자들에 의한 비중이 크기 때문에 pamidronate에 의한 골아세포

와 관련된 연구의 필요성이 제기 되었다19,20.

 사람 간엽 줄기세포는 여러 단계의 분화과정을 거쳐 골아세포, 연골세포, 지방

세포, 근육세포, 인대세포 등으로 다양하게 분화할 수 있는 능력을 가진다21. 골수

에서 채취된 사람의 간엽 줄기세포는 자가 재생 뿐 아니라 다양한 결체 조직으로

의 분화가 가능하여 실험실에서의 골 형성과정에 이상적인 세포이다. 이 중 골아

세포는 dexamethasone 등의 골 형성배지(OS)를 이용하여 비교적 쉽게 분화 유도

될 수 있어 골 형성을 위한 연구에 활발히 사용되고 있다
22,23
.

 Pamidronate는 인체 내 골아세포 및 다른 종류의 세포들에 적용되는 약리학적 

조건이 미흡하기 때문에 농도설정에 있어서 실험실의 연구결과와 일치시키기에는 

어려움이 있다
24
. Reinholz 등

25 
은 임상에서 적용하는 농도(7.5mg/kg/year)에 기초

하여 골아세포에 pamidronate를 처리하여 농도별 세포의 성장률을 확인한 결과 

농도 의존적으로 성장률의 감소를 보였다고 보고하였다. 그러나 Klein 등
26 
은 

bisphosphonate 제제가 골수 유래 조골세포의 성장을 유도한다고 보고하였는데, 

이러한 상반되는 연구결과는 세포의 종류에 따라 bisphosphonate 제제의 처리 농

도와 기간이 다르기 때문이다. 본 연구에서는 0ng/ml 에서 2ug/ml 농도 사이에서 

pamidronate가 사람 간엽 줄기세포의 성장에 직접적으로 미치는 영향을 관찰하였

고, 1ug/ml 농도까지는 90% 이상의 세포성장률을 확인하였으나 그 이상의 농도에

서는 세포의 성장이 저해됨을 관찰하였다.

골아세포의 초기 분화와 관련되어 있는 ALPase의 활성도를 이용하여 간엽 줄
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기세포의 골세포 분화 표지자로 사용, 관찰한 연구에 따르면
27
 OS 처리 7일 만에 

ALPase 활성도가 유도되기 시작하였으며, 14일 후 그 활성도가 가장 높아지다가 

점차 감소하는 것으로 나타났다. 이는 ALPase가 석회화 물질의 형성에 앞서 작용

한다는 것을 의미하는 것으로서
28
, 이 연구에서는 OS처리군에서 14일 이후에 활성

도가 감소하는 것을 보였지만 pamidronate 단독처리군에서는 14일 후에도 활성도

가 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 이것은 pamidronate가 지속적으로 ALPase를 

증가시켜 골아세포 분화에 영향을 미치는 것으로 생각된다. Goziotes 등
29 
은 

bisphosphonate가 ALPase 활성도에 영향을 준다고 보고하였고, Igarashi 등
30 
의 

연구에서는 bisphosphonate 제제가 ALPase 활성을 증가시키며, 골 흡수를 증가시

키는 프로스타글란딘-E2를 저해시킨다는 것을 확인하고 골아세포에서 분비되는 

프로스타글란딘-E2를 저해하는 것이 부분적 골 재생에 도움을 주며 ALPase 활성

도와 같은 골아세포의 기능도 이러한 기전을 통해 증가하였을 것이라 추측하였다.

 사람 간엽 줄기세포의 분화과정에서 세포 외기질의 분비와 침착은 골 형성을 

촉진하는 역할을 하기 때문에 분화과정에서 제 1형 교원질 발현증가는 중요한 의

미를 가진다
31
. 임상보고에 따르면 William

32
 은 골형성부전증(Osteogenesis 

Imperfecta: OI) 환자의 80-90%에서 교원질의 합성과정에서 아미노펩타이드 사슬

의 소실로 인하여 제 1형 교원질의 돌연변이가 나타난다고 보고하였다. 이에 대한 

실험실에서의 연구는 미흡한 편이나 Guenther 등
33
 및 Gallagher 등

34
 의 연구에서 

bisphosphonate를 토끼의 연골세포와 백서의 골수에서 채취한 세포에 처리하였을 

때 제 1형 교원질이 증가한다고 보고하였다. 또한 Tsushimoto 등35 은 

bisphosphonate 제제를 처리하였을 때 원 α1 교원질(pro-α1 collagen)의 mRNA 

단계의 증가를 확인함으로써 bisphosphonate 제제가 교원질 전사과정

(transcriptional process)에 변화를 준다고 제시하였다. 따라서 본 연구에서는 

pamidronate 처리에 의한 제 1형 교원질의 발현 및 그 과정을 파악하기 위하여 

mRNA 단계와 단백질단계에서의 발현정도를 확인하였다. mRNA 단계에서 각 군

별로 발현정도를 비교하였을 때 pamidronate 단독처리군에서는 1주부터 제 1형 

교원질의 발현이 증가하였고, 3주까지도 그 발현양이 증가하는 것으로 나타났다. 
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Pamidronate가 제 1형 교원질의 발현을 증가시키는 것을 확인하기 위하여 

pamidronate 처리 후 OS처리군을 비교 하였을 때 1주 후에는 발현이 증가하였으

나 2주에서 그 발현양은 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 단백질 발현에서

도 pamidronate 단독처리군에서 제 1형 교원질의 발현이 증가하는 것을 확인하였

다. 따라서 pamidronate는 제 1형 교원질의 합성에 있어서 전사단계 뿐만 아니라 

단백질 합성단계에도 작용해 발현을 증가시키는 것으로 관찰되었다.

 Osteocalcin은 골 조직의 비교원질 단백질에서 가장 풍부한 물질 중 하나이다. 

일부 조건에 따라 osteocalcin이 골 형성의 방해인자로 작용한다는 보고가 있지만

31
, 흔히 골 조직 형성에 있어서 osteocalcin은 골아세포에 의해 특이적으로 발현된

다고 알려져 있다. 그래서 간엽 줄기세포의 골아세포 분화에 대한 연구에서 

osteocalcin은 골 조직의 석회화 시기와 관련되어 골아세포 분화의  표지자로서 사

용되고 있다
36
. 이 연구에서는 pamidronate 처리에 의하여 사람 간엽 줄기세포의 

골화 정도를 파악하기 위하여 osteocalcin mRNA 발현을 RT-PCR을 통해 확인하

려 하였으나, OS처리군을 제외한 다른 군에서는 발현되지 않았다.

 Bisphoshponate 제제에 관한 임상적 연구결과, 처리 시 골의 흡수를 방해하는 

것 외에 골의 석회화가 억제된다고 보고 되었다32. 예로 bisphosphonate 제제들 중 

etidronate를 백서에 투여하였을 때, 석회화를 저해하여 구루병이 유발되는 것으로 

설명된다. 그러나 다른 bisphosphonate 제제인 clodronate의 연구에서는 이와 같은 

석회화 억제 과정을 관찰할 수 없었다고 하였다37,38. 이는 산에 저항성을 갖게 하

여 골에서 칼슘을 유리하는 기전에 따라 석회화 결정의 생성이 억제된다는 것, 골

아세포에 직접적으로 작용하여 석회화 형성을 저해한다는 것과 골의 형성 및 흡

수과정에서의 항상성 유지에 따른 세 가지 기전이 복합되어 설명 되고 있다35. 이 

연구에서 사용된 pamidronate는 각 군별로 배양 3주 후 von Kossa’s 염색을 시행

한 결과 OS처리군 에서만 석회화침착을 확인하였다. OS와 pamidronate 동시처리

군 에서는 다소 약한 석회화침착을 확인하였지만 pamidronate를 농도별로 처리 

하였을 때 고농도로 진행 할수록 석회화가 저해되는 것으로 나타났다. 또한 
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pamidronate처리 후 OS처리군 에서도 석회화 침착은 관찰되었으나 이것은 

pamidronate를 처리한 후 3주 동안의 OS처리에 의한 것이라는 것을 나타내며 이

것 또한 pamidronate가 석회화를 억제하는 것을 뒷받침 하는 소견으로 생각되었

다.

 이 연구에서 pamidronate는 사람 간엽 줄기세포 성장을 저해하지 않는 농도

(100ng/ml)에서 ALPase 활성도 증가와 제 1형 교원질의 발현증가를 통해 사람 

간엽 줄기세포의 골아세포 분화의 초기 과정에 관여함을 알 수 있었다. 그러나 석

회화 과정을 억제하는 점으로 보아 pamidronate의 임상적용에 신중해야 함을 알 

수 있었다.
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V. 결 론

 이 연구에서는 사람 간엽 줄기세포의 골 형성에서 pamidronate의 역할에 대하

여 연구하였다. 골수로부터 사람 간엽 줄기세포를 분리하여 이용하였고, 

pamidronate가 영향을 미치는 시기를 알아보기 위하여 네 군- OS와 pamidronate 

동시처리군(OSP), OS처리 후 pamidronate처리한군(OS/P), pamidronate 단독처리

군(P), pamidronate처리 후 OS처리한군(P/OS) -의 실험군으로 나누었으며 세포성

장을 저해하지 않는 pamidronate의 농도를 정하여 처리하였다. 골아세포로의 분화

를 확인하기 위하여 ALPase 활성도를 측정하였고, 골 분화 표지자인 제 1형 교원

질과 osteocalcin의 발현을 mRNA 단계에서 측정하였고, 제 1형 교원질 발현을 

western blot analysis를 통해 관찰하였다. 또한 석회화 기질의 확인을 위하여 von 

Kossa’s 염색을 시행함으로써 골 형성에 있어서 pamidronate의 역할을 알아보고

자 하였다.

 결과는 다음과 같다.

 

1. Pamidronate에 대한 사람 간엽 줄기세포의 성장률을 측정한 결과, 1ug/ml 이

하의 농도에서 90%의 성장률을 보였고, 그 중 100ng/ml의 농도에서 ALPase 

활성도가 가장 증가 하였다.

2. 각 군별로 ALPase 활성도를 측정한 결과, 대조군과 다른 실험군에 비해 

pamidronate만 3주 처리한 군에서 활성이 증가되었다.

3. 골 분화 표지자인 제 1형 교원질과 osteocalcin의 mRNA 발현을 확인한 결과, 

대조군과 다른 실험군에 비해 pamidronate 단독처리군에서 제 1형 교원질 

mRNA 발현양이 증가하였으며, OS처리군을 제외한 모든 실험군에서 

osteocalcin mRNA 발현은 확인하지 못하였다. 또한 제 1형 교원질 단백질 발
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현을 관찰한 결과 대조군에 비교하여 pamidronate 단독처리군에서 제 1형 교

원질 단백질 발현이 증가함을 확인하였다.

4. 석회화 기질의 확인을 위하여 von Kossa's 염색을 시행한 결과, OS처리군과 

pamidronate처리 후 OS처리군에 반해 pamidronate 단독처리군 및 다른 실험

군에서는 석회화를 확인할 수 없었고, OS첨가 배지에 pamidronate를 농도별

로 처리 하였을 때에는 농도가 높아질수록 석회화는 감소되었다.

 이상의 연구 결과로 골 흡수 억제제인 pamidronate를 사람 간엽 줄기세포의 

배양에 첨가 하였을 때 ALPase 활성도를 증가시키고 제 1형 교원질의 발현을 증

가시킴으로서 사람 간엽 줄기세포의 증식과 초기 분화과정을 자극하나, 골 기질 

생성과 석회화 과정은 억제하는 것으로 생각되었다.
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 Abstract 

The role of pamidronate in osteoblastic differentiation of 

human mesenchymal stem cell

Ju Kyoung Ryu

Department of Medical Science

The Graduate School, Yonsei University

 ( Directed by Professor Jin Kim, D.D.S., Ph. D. )

 Mesenchymal stem cell(MSCs) are pluripotent progenitor cells that are 

differentiated into a variety of cells such as osteoblasts, chondroblasts, 

adipocytes and myoblasts under their appropriate microenvironment.

 Bisphosphonates have been widely used to treat bone diseases exerting 

excessive bone resorption. However, the mechanism of bisphosphonate action 

on bone has not been fully understood. Studies of direct action of 

bisphosphonates on bone resorption have been limited to their effects on 

bone-resorbing osteoclastic cells, little known about the direct effects of 

bisphosphonates on osteoblasts.

 In this study, we aimed to examine the direct action of pamidronate on cell 

proliferation and differentiation by cultured human mesenchymal stem cells.

 Four experimental groups and two control groups were designed; 

Experimental groups included both osteogenic supplement(OS) and 
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pamidronate-treated group, pamidronate-treated group after 1 week OS 

treatment, only pamidronate-treated group, OS-treated group after 1 week 

pamidronate treatment. Control groups included DMEM-treated group and 

OS-treated group. Human MSCs were isolated from bone marrow, and cultured 

for 7, 14, 21 days in monolayer. ALPase activity was measured by using 

p-nitrophenyl phosphate. mRNA expression of type I collagen and osteocalcin 

were evaluated by RT-PCR. Western blot analysis was performed for proteins 

expression of type I collagen. Von Kossa's silver stain was performed for the 

examination of calcification. The results were on follows:

1. The proliferation rate of hMSC was maintained to be more than 90% by 

1ug/ml of pamidronate. ALPase activity showed the highest value at the 

concentration of 100ng/ml of pamidronate.

2. In pamidronate-treated group, ALPase activity reached a peak at the third 

week.

3. In pamidronate-treated group, mRNA and protein expression of type I 

collagen was enhanced compared to other experimental and control 

groups, whereas osteocalcin expression was found only in OS-treated 

group.

4. OS-treated group showed the strong positive reactions by von Kossa's 

silver stain, however, calcification was decreased by a dose dependent 

manner in both OS and pamidronate-treated group. Further, no 

calcification was shown in the pamidronate-treated group.

 This study suggests that pamidronate treatment may be able to enhance 
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the osteoblastic differentiation of hMSC at the early stage. On the other hand, 

calcification appeared to be  inhibited by pamidronate treatment.
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