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국문요약

BMP-7을 이용한 중간엽 줄기세포로부터 연골의 생성 및 

MAP-kinase 경로를 통한 신호전달의 규명

중간엽 줄기세포(mesenchymal stem cell, MSC)는 연골세포

(chondrocytes), 골세포(osteocytes), 지방세포(adipocytes) 및 근육세

포(myocytes)등으로 분화할 수 있는 세포로서, in vitro에서 특정 배

양조건하에 연골(cartilage), 골(bone), 근육(muscle), 인대(tendon)
 
및 

지방조직(fat tissue)등으로 분화를 유도할 수 있다. 본 연구에서는 골

수에서 추출한 사람의 중간엽 줄기세포에 시험관내에서 재조합된 

BMP-7을 처리하여 연골세포로의 분화를 유도하고, 이 과정 중 어떠

한 신호전달 기전에 의하여 연골세포로의 분화가 유도되는 지를 알아

보고자 하였으며 특히 MAP-kinase의 발현을 분석함으로써 그 조절 

기전을 파악하고자 하였다. 성인 중간엽 줄기세포의 일차 배양 및 유

세포 분석 후, RT-PCR을 이용하여 세포외 기질과 연골세포의 제2형 

교원질, 제1형 교원질 및 aggrecan 유전자 발현을 분석하였고, 신호전

달물질(ERK, p38, JNK)의 발현 및 활성을 western blot 면역 화학분

석법으로 측정하였다. 유세포 분석 결과, 중간엽 줄기세포의 표지자로 

알려진 CD105, CD44, CD29에서는 최소 57% 이상에서 염색이 되었

고, 음성 표지자로 알려진 CD34, CD45, CD14에서는 평균 4.4%가 염

색이 되어 골수에서 Percoll gradient method로 추출한 세포가 중간엽 

줄기세포임을 확인하였다. 연골 세포의 표지 유전자인 제2형 교원질

이 5일째부터 약하게 발현하기 시작하여 14일까지 발현양이 증가하였

으며, aggrecan 역시 분화가 진행됨에 따라 발현이 증가하는 것을 관

찰하였다.  ERK의 발현양상은 분화되지 않은 중간엽 줄기세포에서는 

활성화되지 않다가 BMP-7을 처리한 후 초기에 활성화되었다가 다시 

분화 10일째부터 재활성화 되었다. 연골세포 분화 과정동안 P38과 

JNK는 ERK와는 달리 활성화 되지 않았으며, 연골 분화유도 과정동
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안 BMP-7과 U0126을 동시에 처리하여 연골 분화과정동안 ERK의 

활성화를 억제하였을 때 연골 세포의 표지 유전자인 제2형 교원질이 

발현되지 않으며 연골세포로의 분화가 억제되는 것을 관찰하였다. 결

론적으로 BMP-7이 인체 중간엽 줄기세포의 연골로의 분화과정에 있

어 ERK pathway를 통하여 조절되며, 특히 제2형 교원질 발현에 중

요한 조절인자로 작용하는 것으로 사료된다.  

______________________________________________________________

핵심되는 말: BMP-7, 중간엽 줄기세포, MAP-kinase, 연골세포, 분화 



- 3 -

BMP-7을 이용한 중간엽 줄기세포로부터 연골의 생성 및 

MAP-kinase 경로를 통한 신호전달의 규명

<지도교수 박병윤>

연세대학교 대학원 의학과

노 태 석

I. 서 론

중간엽 줄기세포(mesenchymal stem cell, MSC)는 연골세포

(chondrocytes), 골세포(osteocytes), 지방세포(adipocytes) 및 근육세

포(myocytes)등으로 분화할 수 있는 세포로서, in vitro에서 특정 배

양조건하에 연골(cartilage), 골(bone), 근육(muscle), 인대(tendon)
 
및 

지방조직(fat tissue)등으로 분화를 유도할 수 있다.
1,2
 이 다기능성 줄

기세포는 성체에서도 발견되기 때문에 성체 줄기세포(adult stem cell)

라고도 한다. 성체 줄기세포는 다기능 줄기세포로서 만능 줄기세포나 

배아 줄기세포에 비해 윤리적 논쟁은 피할 수 있지만 추출이 어렵고 

아직 많은 연구가 이루어지지 않은 상태이다. 줄기세포를 이용하여 

질병을 치료하는 "세포치료(cell therapy)"는 세포의 기능이나 조직의 

파괴에 기인하는 많은 질병에 유용하게 이용될 수 있을 것으로 기대

된다. 현재는 기증된 장기나 기관을 사용하여 이식하나 이식 가능한 

장기가 한정되어 있고 면역거부 반응 때문에 실패할 확률도 높다. 그

러나 이제는 특정 장기나 조직으로 분화될 수 있는 줄기세포를 이용

하여 질병을 치유할 수 있는 가능성이 있으며, 현재 파킨슨, 알츠하이

머, 척추손상, 뇌졸중, 심장병, 당뇨병, 관절염 등의 치료에 줄기세포를 

이용하고자 하는 연구가 활발하게 진행되고 있다. 또한 최근 성인으

로부터 줄기세포를 분리한 연구들이 보고 됨으로서 배아로부터 줄기

세포를 얻지 않고도 질병을 치료하는 길이 열리고 있다. 
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Bone morphogenic protein(BMP)은 transforming growth factor-β

(TGF-β)의 superfamily로서, 1988년 이후로 모두 15종류의 BMP가 

발견되었으며, BMP의 기능은 동질 또는 이질의 두 개의 peptide 

chain이 7개의 disulphide bond로 dimer를 형성하고 있으며, 이러한 

dimerization이 골 유도에 필수적인 역할을 하는 것으로 밝혀졌다. 이

러한 발견은 골 결손이  있는 환자의 임상적 적용의 가능성이 제시되

었고, 특히, 최근에는 자신의 중간엽 줄기세포를 이용한 치료가 새로

운 시도로 떠오르고 있다. 따라서 이에 대한 연구가 활발히 진행되고 

있으며, 주목할 만 한 점은 BMP는 다기능 줄기세포가 분화 단계에서 

어느 세포로 분화하는가에 대한 중요한 결정요인(determinant)으로 작

용하는 것으로 보고되었다. 그러나 BMP 단백질 중 처음으로 클로닝 

된 BMP-2에 대해서는 비교적 많은 연구가 진행되어 왔으나, 최근에 

클로닝 된 BMP-7에 대해서는 아직 많은 연구가 되어 있지 않은 상

태이다.
3-5
 

최근에 BMP-2와 BMP-9에 의해 사람의 중간엽 줄기세포로부터 연

골세포로의 분화를 유도하였고, 연골세포의 특이적 유전자 발현은 전

사인자인 Sox-9의 발현과 일치하여 나타났음을 보고하였다. 이러한 

보고는 BMP 단백질이 연골을 형성할 수 있다는 가능성과 함께 전사

인자로서의 중요성을 부각시켰다.
6

그러나, 가장 최근에 발표된 연구에 의하면, 여러 종류의 BMP중에

서도 BMP-2, 4, 5, 6, 7의 연골형성에 있어서의 차이를 살펴본 결과, 

BMP-7을 처리한 세포에서 연골세포의 대표적인 표지자인 제2형 교

원질의 발현이 가장 크게 증가되었으며, 반대로 섬유아세포 표현형인 

제1형 교원질의 발현은 최소화되었다고 하였다.
7,8
 또한, 연골로의 섬

유아세포의 유입을 억제함으로써 이식 후 문제가 될 수 있는 섬유성 

연골의 형성과 이식물의 파괴를 방지할 수 있음을 보고하였다. 

줄기세포는 평생 동안 분화세포를 만들며 인체의 성장을 주도하지

만, 지금까지 줄기세포가 어떤 경로를 통해 각각의 세포로 분화하는

지 그  기전에 대해서는 거의 밝혀지지 않았다. 만일 줄기세포의 분
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화 경로가 밝혀지면 새로운 신체 조직이나 기관을 만들어 질병을 정

복할 수 있을 것이며, 줄기세포의 발생과정을 파악하기 위해서는 인

접한 세포들 간 및 세포내의 신호전달(signal transduction)을 이해해

야 한다. 

BMP에 의한 신호경로는 BMP 수용체의 활성화에 의해 Erk, JNK, 

p38 protein kinase를 활성화시킨다고 발표되었다. 이러한 kinase는 세

포 분화에 관여하는 신호전달 경로 중 mitogen-activated protein 

(MAP) kinase로 알려져 있다. 또한, BMP의 세포내 신호전달은 직접

적으로 Smad 단백질의 활성화를 통해 핵내로 전달된 후, 목적 유전

자의 전사를 조절하게 되며, Smad 단백질을 통한 신호전달은 BMP의 

가장 대표적인 신호전달경로라 할 수 있다. 그 외에도 BMP는 

Wnt/Ca
2+
, JAK-STAT 신호전달경로와 연관이 있는 것으로 보고되었

다. 그 중에서 1997년 연구에 의하면, 시험관 배양 시 ERK가 활성화

된 세포에서 Smad 1의 활성화는 오히려 감소되었고, 이는 Smad 1의 

핵내로의 유입을 억제하였다고 한다.
9
 아직 그 정확한 기전은 알려지

지 않았으나, BMP-Smad 신호경로와 ERK-MAPK 신호경로는 서로 

독립된 경로가 아니라, 외부의 BMP 자극에 의해 서로 연관이 있음을 

의미하고 있다. 최근에 사람의 중간엽 줄기세포에서 각각 특정의 조

건하에서 배양하여 골아세포와 지방세포로 분화시켰을 때, 분화는 

MAP-kinase에 의해 조절 받으며 특히, Erk-kinase에 의한 신호전달

경로가 골아세포의 분화와 큰 연관성을 보였다. 또한, MAP-kinase의 

활성화가 지방세포로 분화하는 과정에서 세포 증식과 분화를 결정하

는 중요한 요소로 작용함을 보고하였다.
10 

세포내 수많은 신호전달물질은 독립된 또는 공유하는 전달 경로를 

통해 특이적인 전사인자를 자극할 것이며, 중간엽 줄기세포가 연골세

포로 분화하는 과정에서도 여러 신호전달 경로를 경유하여 연골세포

만의 특이적 유전자 발현 및 조절이 이루어질 것으로 예상된다. 지금

까지 연골세포의 분화에 관여하는 전사인자로는 Sox 단백질이 알려

지고 있다.
11
 Sox는 배아 발달 과정중 연골의 형성과 매우 밀접한 발
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현을 보이는 전사인자로서, Sox-5, Sox-6, Sox-9의 역할이 중요한 것

으로 보고되었다.
12
 연골세포의 분화에 미치는 Sox 단백질에 대한 연

구는 현재 2-3편에 불과하며, 1999년에는 Sox-9의 돌연변이는 중간엽 

줄기세포로부터 연골세포의 분화와 연골세포의 유전자 발현을 억제하

였다 한다.
13
 또한 in vivo에서 뿐만 아니라, 세포 배양 중에 연골세포

의 대표적인 유전자인 제2형 교원질의 발현을 유도하는데 Sox 단백

질이 필수적인 것으로 나타났다.
14,15
 특히 Sox-9 유전자중 하나의 대

립유전자에 돌연변이가 발생하면, campomelic dysplasia나 skeletal 

malformation syndrome과 같은 질병이 유도됨으로서 전사인자의 역

할이 규명되기 시작하였다.
16,17
 Sox-9은 BMP-2에 의해 조절받는 전

사인자로 밝혀졌으나, BMP-2외에 BMP-4와 BMP-9에 의해서도 조

절받는 것으로 밝혀졌다.
18,19
 따라서, 본 연구에서 사용한 BMP-7에 

의해 중간엽 줄기세포는 연골세포로 분화 할 것이며, Sox 단백질에 

의해 연골세포의 유전자 발현이 조절 될 것으로 예상할 수 있었다.  

BMP-7에 의한 연골세포로의 분화 시 어떠한 신호전달경로에 의해 

조절 받는지 그리고 최종적으로 분화된 연골세포의 유전자 발현이 어

떠한 전사인자에 의해 조절 받는지에 대해서 아직 밝혀진 바가 없다. 

따라서 본 연구에서는 골수에서 추출한 사람의 중간엽 줄기세포에서 

시험관내에서 재조합된 BMP-7을 이용하여 연골세포로의 분화를 유

도하며, 이 과정 중 어떠한 신호전달 기전에 의하여 연골세포로의 분

화가 유도되는 지를 알아보고자 하였으며 특히 MAP Kinase의 발현

을 분석함으로써 그 조절 기전을 파악하고자 하였다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법

 1. 연구재료

중간엽 줄기 세포는 자가 장골 이식술을 요하는 성인 공여자의 장

골로부터 추출한 골수 조직으로부터 얻었다. 골수액을 채취한 환자의 

연령은 평균 42세(21-65세)이며, 곧바로 실험실로 옮겨 일차 배양을 

실시하였다.

Dulbeccos modified eagles medium-low glucose(DMEM-LG), 

Dulbeccos modified eagles medium-high glucose(DMEM-HG), 우태 

혈청(Fetal bovine serum), Antibiotic -antimycotic, trypsin-EDTA, 

insulin, phosphate buffered saline(PBS) 등은 Gibco BRL (Gibco 

BRL, Grand Island, NY, USA)사의 시약을 사용하였고, ascorbic 

acid, western blot analysis 관련 시약 등은 SIGMA (SIGMA, St. 

Louis, MO, USA)사의 시약을 사용하였다. MEK inhibitor인 U0126은 

promega사의 시약을 사용하였다. 역전사-중합효소 연쇄반응에 사용되

는 RNAeasy kit, Omniscript kit, Taq DNA polymerase는 

QIAGEN(QIAGEN, Valencia, CA, USA)사의 시약을 사용하였으며, 

Percoll 용액과 ECL western blotting detection kit은 Amersham 

Pharmacia(Amersham Pharmacia, Piscataway, NJ, USA)사의 것을 

사용하였다. ERK, p-ERK, JNK, p-JNK, p38, p-p38등의 항체들은 

Santa cruz (Santa cruz, Santa cruz, CA, USA)사의 것을 사용하였

다. 유세포 분석에 사용된 CD105, CD44, CD29, CD34, CD45, CD14, 

anti-mouse monoclonal 항체들은 Ancell (Ancell corporation, 

Bayport, MN, USA)사의 것을 사용하였다. 
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 2.  연구방법

  가. 재조합 BMP-7의 합성 

인간의 조골세포인 OS-2 세포주로부터 RT-PCR법을 이용하여 

BMP-7 cDNA를 제조하고 제조된 cDNA를 pBluescript SK-vector에 

클로닝 하였다.  제조된 발현용 재조합 BMP-7 clone을 CHO 세포주

에 transfection 시킨 후, 배양하였다. 48시간정도 배양한 후에 G-418

을 처리하여 세포를 selection하였다. 분리된 세포는 suspension 배양

용 serum free media를 이용하여 배양한 후  SHODEX OHpak 

SB-803 column chromatography를 이용하여 분리 정제하였다. 발현

된 BMP-7의 정성적 확인을 위하여 BMP-7 epitope 부분

(STGSKQRSQNRSKTC)을 이용하여 토끼에 면역시킨 후 whole 

serum 형태로 polyclonal 항체를 제조하였다. 제조된 polyclonal 항체

를 이용하여 western blotting을 수행하여 BMP-7의 발현을 정성적으

로 확인하였다. 제조된 BMP-7의 생물학적 활성을 확인하기 위하여 

세포증식, alkaline phosphatase activity assay, cyclic AMP 

accumulation assay, PTH receptor binding assay등을 수행하였다. 

  나. 성인 중간엽 줄기세포의 일차 배양 

3000 unit의 heparin이 담긴 주사기를 이용하여 건강한 성인 공여자

의 장골로부터 2-8ml의 골수액을 얻었다. 여기에 DMEM-LG를 첨가

한 후, 1,400 rpm에서 5분간 원심 분리하여 얻은 세포 결정을 20, 50, 

65, 80% 의 Percoll 용액과 섞어 3,000 rpm에서 20분간 원심 분리하

여 밀도 차에 따라 분류하였다. 50-65%의 Percoll 용액이 있는 부위

의 세포들을 수집하여 10% 우태아 혈청과 1% antibiotic-antimycotic 

용액이 첨가된 DMEM-LG로 교반하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 일

차 배양을 시킨 뒤 75 cm
2 
culture flask에 90% 이상 세포가 차게 되
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면 계대 배양시켰다. 배양액은 3일에 한번씩 교환하였다. 계대 배양 

21일 후 골수로부터 추출한 세포가 중간엽 줄기 세포인지를 확인하기 

위하여 중간엽 줄기 세포에 양성과 음성을 보이는 항체들을 이용하여 

유세포 분석을 시행하였다.

  다. 유세포 분석

분화시킨 세포들은 PBS로 세척하고 2.5X trypsin-EDTA 1 ml을 

첨가한 후 세포들을 떼어내어 PBS로 부유한 다음, 14,000 rpm에서 5

분동안 세포를 침전시키고, PBS로 2회 더 세척한 후 침전시켰다. 침

전된 세포는 5x10
5
 cells/ml의 농도로 PBS에 재부유하고 각각의 항체;

 

mesenchymal stem cell specific marker(CD105), the hyarluronic acid 

receptor (CD44), β1 integrin(CD29), the early hematopoietic 

progenitor cell marker(CD34), the monocyte/macrophage 

marker(CD14), the leukocyte common antigen(CD45)를 첨가하여 45

분간 실온에서 반응시켰다. 대조군으로 anti-mouse monoclonal 항체

를 세포(5x10
5
 cells/ml)에 더하여 45분간 실온에서 반응시켰다. 반응

시킨 세포들은 PBS로 2회 세척한 후 침전시켜 flow buffer(1% 

paraformaldehyde, 0.1% soium azide, and 0.5% bovine serum 

albumin in PBS)로 고정시킨 뒤, FACScan (Becton Dickinson 

Instrument, San Jose, CA, USA) 상에서 Cell-Quest software 

program으로 분석하였다.

  라. In vitro 중간엽 줄기세포의 연골 세포로의 분화 유도

  

중간엽 줄기세포에서 각 세포로의 분화는 다음과 같은 특정 배지에

서 3차원 배양하였다. 연골세포는 alginate bead를 이용하여, 50, 100, 

150, 200, 250ug/ml BMP-7, 50ug/ml ascorbic acid, 6.35ug/ml 

insulin-transferrin-seleium(ITS), 2% FBS가 포함된 DMEM에서 2주
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간 3차원 배양하였다.

  마. 세포외 기질과 연골세포의 유전자(제2형 교원질, 제1

형 교원질, aggrecan)발현 분석 

  

RT-PCR은 total RNA를 추출하여 oligod(T)12-18를 이용하여 cDNA

를 합성한 후 각 유전자의 적정온도에서 PCR을 실시한다. 연골세포

의 분화는 제2형 교원질과 단백다당인 aggrecan으로 확인하였다. 

                            

표 1. 각 표지유전자의 sequence

  바. 신호전달물질(ERK, p38, JNK)의 발현 및 활성 측정

   

ERK, p38, JNK의 발현은 western blot 면역화학 분석법으로 측정

하였다. 세포의 전체 단백질은 RIPA lysis buffer[1% NP-40, 20mM 

Tris(pH 7.4), 150mM NaCl, 5mM EDTA, 1mM NaVO4 10g/ml 

protease inhibitor(aprotinin and leupeptin)]로 분리한 후, 20μg 세포 
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추출액을 사용하여 12% polyacrylamide gel electrophoresis를 실시하

였다. 단백질은 완충용액에서 PVDF membrane(Amersham 

Pharmacia, Piscataway, NJ, USA)으로 이동시킨 후, 5% 무지방 우유

로 1시간동안 blocking 한 후, 일차 항체와 이차 항체를 차례로 부착

시킨 다음,  ECL detection kit를 이용하여 확인한다. 일차 항체인 

p-ERK, p-p38, p-JNK,  ERK, p38, JNK의 희석비율은 1:3500이었고, 

이차항체인 hose radish peroxide conjugated-anti-mouse IgG 

antibody, anti-rabbit IgG antibody는 1:5000로 희석하여 사용하였다. 

Western blotting을 통하여 얻은 결과를 TINA program (raytest 

Isotopenmessgeraete GmbH, Straubenhardt, Germany)을 이용하여 

각각의 강도비를 계산하였다.  
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Ⅲ. 결 과

 1. 성인 중간엽 줄기세포의 일차배양

성인 중간엽 줄기세포는 일차 배양한 시기로부터 약 7일정도 지나

면 flask의 바닥에 붙기 시작하며, 세포의 모양은 섬유모세포와 유사

한 길쭉한 형태로 관찰되었다. 또한, 유세포 분석 결과, 중간엽 줄기세

포의 표지자로 알려진 CD105, CD44, CD29에서는 최소 57% 이상에

서 염색이 되었고, 음성 표지자로 알려진 CD34, CD45, CD14에서는 

평균 4.4%가 염색이 되어 골수에서부터 Percoll gradient method로 

추출한 세포가 중간엽 줄기세포임을 확인하였다(그림 1).
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그림 1. (A) 일차 배양한 성인 중간엽 줄기세포의 배양 시작 후 1주일 경과 

후의 광학 현미경 사진(X100). 성인 중간엽 줄기세포는 일차 배양한 시기로

부터 약 7일정도 지나면 flask의 바닥에 붙기 시작하며, 세포의 모양은 섬유

모세포와 유사한 길쭉한 형태로 관찰되었다. (B) 성인의 골수로부터 추출한 

중간엽 줄기세포의 유세포 분석 결과. 중간엽 줄기세포의 표지자로 알려진 

CD105, CD29, CD44에서는 최소 57% 이상에서 염색이 되었고, 음성 표지자

로 알려진 CD34, CD14, CD45에서는 평균 4.4%가 염색이 되어 골수에서부

터 Percoll gradient method로 추출한 세포가 중간엽 줄기세포임을 확인하였

다.

(A)

(B)
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 2.  BMP-7을 이용한 In vitro 중간엽 줄기세포의 연골 

세포로의 분화능

 

성인 중간엽 줄기 세포의  연골세포로의 분화능을 알아보기 위해 

BMP-7을 처리하여 중간엽 줄기세포를 분화시켰다. 다양한 BMP-7의 

농도에서 연골세포로의 분화를 확인하기 위하여 표지 유전자인 

aggrecan과 제2형 교원질의 발현을 관찰하였다. Alginate bead를 이

용하여 14일간 3차원 배양을 한 후,  BMP-7을 200 ng/ml을 처리한 

군에서 더 낮은 농도를 처리한 군보다  제2형 교원질의 발현이 가장 

높게 나타났다. 

그림 2. 성인 중간엽 줄기세포에 서로 다른 농도의 BMP-7을 처리한 연골세

포로의 분화능 결과. 서로 다른 농도의 BMP-7을 이용하여 연골세포로의 분

화능을 알아보았다. lane 1은 50 ng/ml, lane 2는 100 ng/ml, lane 3은 150 

ng/ml, lane 4는 200 ng/ml, lane 5는 250 ng/ml로 BMP-7을 14일간 처리하

여 연골세포로 분화시킨 후 RT-PCR을 통해 표지 유전자의 발현을 관찰하

였다. 200 ng/ml을 처리한 군(lane 4)에서 제2형 교원질의 발현이 가장 높게 

나타났다. 



- 15 -

 3.  TGF family cytokine을 이용하여 성인 중간엽 줄기세

포의 연골세포로의 분화능 비교 분석

기존에 연골 세포분화에 관여한다고 알려진 TGF-β3와 BMP-7의 

연골세포 분화능을 비교하기 위하여 서로 다른 농도로 처리하여 연골

세포의 표지유전자의 발현을 관찰하였다. 연골세포로 분화 시킨 지 3

일째, 7일째, 14일째 세포들을 회수하여 연골세포의 표지유전자 발현

을 RT-PCR을 통하여 알아보았다. 연골세포의 주요 표지 유전자인 

제2형 교원질은 분화 14일째에 발현하였으며 또 다른 표지유전자인 

aggrecan의 발현도 분화 3일째부터 관찰되었다.  분화 14일째에  

BMP-7을 처리한 배치가 TGF-β3를 처리한 배지보다 제2형 교원질 

유전자가 더 높게 발현하였다. 
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그림 3. TGF family cytokine을 이용하여 성인 중간엽 줄기세포로부터 연골

세포로의 분화능 비교 분석. Lane 1, 4, 7은 BMP-7을 100ng/ml 처리하였고, 

lane 2, 5, 8은 BMP-7을 200ng/ml로 처리하였고, lane 3, 6, 9는 TGF-β3를 

10ng/ml로 처리하였다. 제2형 교원질은 분화 14일째에 발현하였으며 또 다른 

표지유전자인 aggrecan의 발현도 분화 3일째부터 관찰되었다.  분화 14일째

에  BMP-7을 처리한 배치가 TGF-β3를 처리한 배지보다 제2형 교원질 유

전자가 더 높게 발현하였다. 

 4. BMP-7을 이용하여 연골세포로 분화 시 특정유전자 발

현 양상 

위에서 정해진 농도에 따라 BMP-7을 200ng/ml로 처리하여 연골세

포로의 분화를 관찰하였다. 연골세포의 표지 유전자인 제2형 교원질,  

aggrecan의 발현을 관찰하였다. 연골세포로 분화가 진행됨에 따라 연

골 세포의 표지 유전자인 제2형 교원질이 5일째부터 약하게 발현하기 

시작하여 14일까지 발현양이 증가하였으며, aggrecan 역시 분화가 진
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행됨에 따라 발현하는 것을 관찰하였다. 

그림 4. 성인 중간엽 줄기세포의 BMP-7을 이용한 연골세포로의 분화능 결

과. 200 ng/ml, BMP-7을 14일간 처리하여 연골세포로 분화시킨 후 

RT-PCR을 통해 표지 유전자의 발현양상을 관찰하였다. 연골세포로 분화

가 진행됨에 따라 연골 세포의 표지 유전자인 제2형 교원질이 5일째

부터 약하게 발현하기 시작하여 14일까지 발현양이 증가하였으며, 

aggrecan 역시 분화가 진행됨에 따라 발현하는 것을 관찰하였다. 

 5. 사람의 중간엽 줄기세포의 연골세포로의 분화 시 BMP-7

에 의한 신호전달 경로와 전사인자의 발현 양상

 

   가. 신호전달물질 ERK, p38, JNK의 발현 측정

연골 분화유도 과정동안 BMP-7을 처리하여 시간별로 signal 

pathway를 관찰하였다. 세포의 증식과 분화에 영향을 미치는 signal 

로 알려진 ERK의 발현과 활성화를 western blotting 면역화학 분석
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법으로 측정하였다. 분화되지 않은 중간엽 줄기세포에서는 활성화되지 

않다가 BMP-7을 처리한 후 초기에 ERK가 활성화되었다가 분화 10

일째부터 다시 활성화 되는 것을 관찰하였다(그림 5). 그림 6에서는 

같은 MAP-kinase이지만 서로 다른 경로를 통하는 p38과 JNK의 활

성을 관찰하였다. 연골세포 분화 과정동안 P38과 JNK는 ERK와는 달

리 활성화 되지 않는 것을 관찰하였다.     

그림 5. BMP-7을 처리한 연골세포로의 분화 시 신호 전달 물질의 활성화 

측정. 성인 중간엽 줄기세포를 연골 세포로 분화시키기 위하여 BMP-7을 처

리한 후 신호 전달 물질의 활성을 측정하였다. 각 protein의 농도는 20 μ

g/ml을 사용하였다. BMP-7을 처리한 후 초기에 ERK가 활성화되었다가 분

화 10일째부터 다시 활성화 되는 것을 관찰하였다. 
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그림 6. BMP-7을 처리한 중간엽 줄기세포의 연골세포로의 분화 시 신호 전

달 물질의 활성화 측정. GAPDH는 internal control로 사용하였다. 연골세포 

분화 과정동안 P38과 JNK는 ERK와는 달리 활성화 되지 않는 것을 관찰하

였다.

  나. 특정 신호전달경로 억제제 처리 후 신호전달 물질의 

활성 측정

연골 분화유도 과정동안 BMP-7을 처리하여 활성화된 ERK의 억제

시에 유전자의 발현양상을 RT-PCR을 통하여 관찰하였다. 먼저 

U0126의 활성 억제 농도를 결정하기 위해 각 농도별로 ERK의 활성

화를 western blotting으로 확인하였다. U0126을 15 μM과 30 μM을 

처리한 경우 둘 다 유사한 양상으로 ERK의 활성이 줄어드는 것을 확

인하였다.  U0126의 농도를 15 μM로 결정한 뒤 연골 분화유도 과정

동안 BMP-7과 U0126을 동시에 처리하여 연골 분화과정동안 ERK가 

활성화되지 못하였을 때 연골 세포의 표지 유전자인 제2형 교원질이 
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발현되지 않았으나, aggrecan의 발현은 억제되지 않았으며, 연골세포

로의 분화가 억제되는 것을 관찰하였다. 

                       

그림 7. 서로 다른 농도의 U0126을 처리하여 ERK의 활성화 억제 농도 적정. 

성인 중간엽 줄기세포를 연골 세포로 분화시킨 후 BMP-7과 각 농도별로 

U0126을 동시에 처리하여 신호전달 물질의 활성억제를 측정하였다. 각 

protein의 농도는 20 μg/ml을 사용하였다. U0126을 15 μM과 30 μM을 처리

한 경우 둘 다 유사한 양상으로 ERK의 활성이 줄어드는 것을 확인하였다.  



- 21 -

그림 8. U0126을 처리하여 연골세포 분화과정동안의 ERK의 불활성화 측정. 

성인중간엽 줄기세포를 연골세포로 분화시키는 과정동안 BMP-7과 U0126을 

동시에 처리하여 ERK의 불활성화를 측정하였다. 각 protein의 농도는 20 μ

g/ml을 사용하였다. BMP-7과 U0126을 동시에 처리한 경우 ERK의 활성화

가 억제됨을 알 수 있었다.
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그림 9. 연골세포로의 분화과정동안 U0126 처리가 연골세포 표지유전자의 

발현에 미치는 영향. 성인 중간엽 줄기세포에 200 ng/ml BMP-7과 15μM 

U0126을 14일간 처리하여 연골세포로 분화시킨 후 연골세포 표지유전자의 

발현양상을 RT-PCR로 측정하였다. 연골 세포의 표지 유전자인 제2형 교원

질이 발현되지 않았으나, aggrecan의 발현은 억제되지 않았으며, 연골세포로

의 분화가 억제되는 것을 관찰하였다. 
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Ⅳ. 고 찰

성인 중간엽 줄기세포로부터 연골세포로의 분화는 세포외 기질침착

과 glycosaminoglycan의 생합성과 연관성이 있으며, 이러한 분화과정

은 세포모양의 극심한 변화를 가져온다. 이 분화과정에는 세포의 3차

원 배양과 낮은 산소 농도 및 적정양의 성장인자들이 관여하는 것으

로 알려져 있다. 본 연구에서는 TGF family중의 하나인 BMP-7을 이

용하여 성인 중간엽 줄기세포로부터 연골의 생성 가능성 여부를 알아

보기 위해 재조합 BMP-7을 성인 중간엽 줄기세포에 처리하여 연골 

세포 표지유전자의 발현과 신호전달 경로 물질의 변화를 관찰하였다. 

성인 중간엽 줄기세포로부터 연골세포로의 분화시 재조합 BMP-7 

적정처리 농도는 200 ng/ml로 결정되었다. 기존의 많은 연구자들에 

의해 BMP family 중에 BMP-2/9은 200-400 ng/ml로 처리하였을 경

우 연골세포로의 분화가 유도됨이 발표되었다.
20
 연골세포로 분화시 

BMP-7과 TGF-β3를 각각 처리하여 분화 표지 유전자의 발현을 관찰

한 결과 14일동안 3차원 배양을 시킨 경우 BMP-7과 TGF-β3를 첨가

한 14일째에 연골 중요 표지 유전자인 제2형 교원질의 높은 발현양상

과 또 다른 표지 유전자인 aggrecan의 발현증가도 관찰하였다. 그러

나 이미 기존에 연골 분화 과정에 중요하게 작용한다고 알려진 

TGF-β3를 처리한 군보다  BMP-7을 처리하여 분화를 유도한 곳에서 

제2형 교원질이 더 높게 발현됨을 관찰할 수 있었다. 이것은 여러 종

류의  BMP-2, 4, 5, 6, 7의 연골형성에 대한 차이를 살펴본 결과, 

BMP-7을 처리한 연골세포에서 대표적인 제2형 교원질의 발현은 가

장 크게 증가된 것과 연관이 있음을 암시한다. 또한 연골로의 섬유아

세포의 유입을 억제함으로써 이식 후 문제가 될 수 있는 섬유성 연골

의 형성과 이식물의 파괴를 방지할 수 있음을 보고하였다.
21

BMP는 성체조직 재생과 초기배아 발생 과정에서 많은 중요한 작용

을 하는 것으로 알려져 있다. 또한 많은 성체 조직에서 다양한 세포

로 분화하는 과정에 중요하게 작용하는 것으로도 알려져 있다. 
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BMP-2는 생체 내 뿐만 아니라 시험관에서도 연골과 골 형성에 관여

하는 표지 유전자의 발현을 유도시킨다고 알려져 있다.
22
 BMP-4과 

BMP-7 또는 GDF5는 생쥐 세포의 연골 세포분화과정과 연관이 있다

고 알려져 있으며,
23
 BMP-6도 사람 골수세포로부터 연골 생성를 유

도한다고 보고 되었다.
24
 BMP-7을  생쥐 중간엽 줄기세포에 첨가하

여 분화를 유도하면 연골세포생성과 골세포 생성이 동시에 발생하는 

것으로 보고 되었다.
25
 최근에는 자신의 중간엽 줄기세포를 이용한 임

상적 연구가 새로이 시도되고 있다. 동물 실험 모델에서 BMP-2와 

BMP-3은 새로운 골 형성에 관여함이 관찰되었고, 3개월째 완전한 

bone union이 관찰된 반면, BMP-7을 처리한 경우에는 15일째부터 골 

형성이 유도 되었다. 1997년도에 처음으로 환자를 대상으로 재조합 

BMP-2는 교원질을 운반체로 하여 골재건에 대한  예비실험에 사용

되었고, 1999년에는 BMP-7에 대한 결과가 보고 되었다. BMP-2를 이

용한 세명의 환자에서 한명만 골 형성이 유도된 반면, 그 외에는 골 

형성이 보이지 않았고, 섬유성 조직만이 발견되었다. 그러나 BMP-7

을 이용한 환자에서는 6명중 5명에서 골 형성을 보였다. 실제로 연골

에 손상을 입은 환자의 연골세포를 분리하여 BMP-7을 세포에 

transfection시킨 후 환자의 연골손상부위에 세포를 넣어주었을 경우

에 연골의 손상부위가 복구 되는 것이 보고 되었다. 또  연골에 손상

을 입은 토끼에 자가 연골세포를 채취한 후 30분간  TGF cytokine을 

처리한 후 바로 토끼에 이식 한 후, 연골 손상 부위가 회복되는 것이 

보고 되었으며, 이 방법은 실제로 수술시에 바로 옆에서 실행 할 수 

있다는 가능성을 보여주고 있다.
26
 

본 실험에서 BMP-7을 처리하였을 경우 연골세포로의 분화 5일째

부터 제2형 교원질의 발현이 관찰되었으며 더 이른 시기부터 또다른 

표지 유전자인 aggrecan의 발현이 관찰되었다. 이 결과는 BMP-7이 

다른 BMP family member들과 유사하게 연골세포 분화과정에 관여

한다는 것을 뜻한다. 연골세포 분화 시 microarray를 통한 유전자변화 

관찰에서도 본 실험과 유사한 결과를 나타내고 있다. aggrecan과 같
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은 표지 유전자는 연골세포분화 초기에 발현하기 시작하여 분화가 진

행되는 동안 발현이 높아진다. 하지만 또 다른 표지 유전자인 제2형 

교원질의 발현은 연골세포 분화 초기에는 약하게 발현하기 시작하여 

분화를 유도한지 14일째부터 높게 발현한다.
27
 또한 Sox9 은 연골세포

로의 분화동안 제2형 교원질 유전자의 프로모터 부위에 결합하여 유

전자의 발현을 조절하는 것으로 알려져 있다.
28

BMP는 cytokine의 일종이므로 리셉터를 통해 세포안으로 신호가 

전달된다. BMP는 type I receptor와 type II receptor를 통해 세포안

의 또 다른 신호 전달 물질을 활성화시킨다. 잘 알려진 신호전달 물

질로는 Smad family가 존재한다. Smad는 여러 가지의 isoform을 가

지고 있다. 이 중에서도 Smad1과 Smad5가 BMP에 의해 활성화되면 

많은 유전자들의 발현을 조절하게 된다. 전사인자 중 Runx 2는 골 형

성에 관여하는 것으로 알려져 있는데 Runx 단백질은 Smad와 결합하

여 골아 세포 분화 초기에 관여한다고 예상되고 있다. BMP에 의한 

신호경로는 Smad에 의한 직접적인 전사 조절 외에 또 다른 신호전달 

경로를 통한 유전자 조절도 있을 것이다. 일부 연구에서는 BMP가 수

용체의 활성화에 의해 ERK, JNK p38를 활성화시킨다고 알려졌다. 이

와 같은 kinase는 신호전달 경로 중 세포의 증식과 분화에 깊이 관여

하는 MAP-kinase로서 알려져 있다. 이러한 kinase는 각각의 경로를 

통해 또 다른 전사인자를 발현시킬 것이다. 본 실험에서도 BMP-7을 

이용하여 연골세포로의 분화를 유도한 후 MAP-kinase의 활성을 측

정하였다. ERK의 활성은 초기에 증가하다가 다시 줄어들었다가 후반

기에 증가함을 알 수 있었다.  그러나 또 다른 경로의 kinase인 p38과 

JNK의 활성은 연골세포의 분화과정동안 거의 나타나지 않았다. p38

과 JNK가 활성화 되지 않은 것은 이 2가지 kinase는 stress stimuli에 

의해 활성화 되는 것으로 알려져서 본 실험과 같이 cytokine을 이용

한 분화 유도 과정에서는 발현하지 않은 것으로 추측된다. 또한 ERK

의 활성을 억제하였을 경우에 연골세포로의 분화과정에 발현하는 표

지 유전자가 발현되지 않는 것을 관찰하였다. 본 실험에서는 초기의 
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ERK의 활성이 성인 중간엽 줄기세포로부터 연골세포 분화 유도 초기

단계에 관여할 것으로 예상된다. 실제로 많은 연구에서 연골세포 분

화과정동안 MAP-kinase 신호전달 경로를 중요하게 보고 있다. 본 실

험에서는 ERK의 활성을 억제하면 성인 중간엽 줄기세포에서 연골세

포로의 분화과정동안 제2형 교원질의 발현이 억제됨을 관찰하였다. 

이 결과는 연골세포의 분화과정동안 MAP-kinase 경로를 통하여 분

화한다는 가능성을 보여주고 있다. 그러나 아직까지 MAP-kinase 경

로를 통한 연골화과정에는 서로 다른 결과들이 있다. C3H10T1/2 세

포에서 연골세포 분화를 유도하는 동안 ERK의 활성을 억제하면 제2

형 교원질과 Sox9 의 발현이 증가하고, 또한 BMP-2 첨가로 인해 

ERK의 활성이 억제되면 제2형 교원질과 Sox9의 발현이 증가하였다. 

이것은 연골세포 분화동안 BMP-2의 신호전달을 매개체로 하여 ERK 

신호가 조절된다는 것을 말한다.
29
 또 연골세포분화를 유도하면 ERK

의 활성이 줄어들고, PD98059를 이용하여 ERK의 활성을 억제하면 

세포들은 연골세포로 분화가 촉진된다는 연구결과가 발표되었다.
30
 이

와는 반대로 p38의 경우는 연골세포로 분화가 진행되는 동안 활성화 

되고 특이적인 억제제로 p38의 활성을 억제하면 연골세포로의 분화가 

억제된다고 알려져 있다.
31
 또한 p38은 연골 nodule 형성에도 영향을 

미치며 제2형 교원질 발현을 유도한다고 보고 되었다. 연골세포로의 

분화중 BMP 신호에 의해 유도 되는 신호전달 과정은 몇 가지가 더 

알려져 있다. 연골세포 분화과정동안 BMP-2는 Wnt 신호전달의 촉매

제인 β-catenin을 통해 Wnt의 발현을 증가시킨다.
32
 BMP-4는 smad 

1을 통해 연골세포로 분화하는 과정에 EGF(epidermal growth factor)

는 연골세포로 분화하는 것을 억제한다. BMP-4와 EGF는 서로 상반

되는 기능을 가지고 있으며 연골세포 분화과정 초기에 smad1이 이 

두가지 신호과정의 전환에 관여하는 것으로 예상되고 있다.
33

본 실험결과는 성인 중간엽 줄기세포가  BMP-7에 의해 연골세포

로 분화된다는 것을 표지 유전자 발현으로 확인하였고, 특정 신호전

달이 활성화 되는 것을 관찰하였으며, 특정 전달물질의 불활성화는 
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연골세포로의 분화과정을 촉진시키지 못한다는 것을 관찰하였다. 그

러나 BMP-7에 의한 연골세포 분화과정을 이해하기 위해서는 몇 가

지 실험이 더 진행되어야 할 것이다. 성인 중간엽 줄기세포에서 연골

세포로 분화할 때 나타나는 표지유전자인 Sox9의 발현을 관찰하여야 

하며, BMP-7에 의한 신호를 전달 할 수 있는 Smad신호가 활성화되

는지를 관찰하여 BMP-7에 의한 신호전달이 Smad 신호전달 의존형

인지 비 의존형인지를 밝힐 수 있을 것이다. 
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Ⅴ. 결 론

생물학적 활성을 지닌 재조합 BMP-7 합성이 가능하였다. 재조합 

BMP-7이 인체 중간엽 줄기세포의 연골로의 분화과정에 있어, 

MAP-kinase 경로 중 ERK pathway 조절에 중요한 작용을 하였다. 

특히 aggrecan 유전자 발현에는 영향을 주지 않았으며, 제2형 교원질 

유전자 발현에 중요한 조절인자로 작용하는 것으로 생각된다.
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Abstract

MAP-kinase signal pathway in the chondrocytic 

differentiation of mesenchymal stem cells by 3-dimensional 

culture using  human recombinant BMP-7  

Tai Suk Roh

Department of Medicine

The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Beyoung Yun Park)

Mesenchymal stem cells are pluripotential cells that are able to 

differentiate into osteocyte, adipocyte, myocyte or chondrocyte, 

depending upon the in vitro culture milieu. This study was 

undertaken to obtain chondrocytic differentiation of human 

mesenchymal stem cells using human recombinant BMP-7 and to 

analyze MAP-kinase expression to elucidate the intracellular 

mechanism relevant to chondrocytic differentiation. Type I and II 

collagens, and aggrecan expression was measured by RT-PCR, and 

western blot immunochemical analysis of ERK, p38, JNK proteins 

were performed. FACS analysis showed a minimum value of 57 % 

for CD105, CD44, CD29, known positive markers for mesenchymal 

stem cells, while 4.4 % was obtained for negative cell 

markers(CD34, CD45, CD14). Chondrocytic phenotype as expressed 

by type II collagen increased from day 5 consistently to day 14. 

Aggrecan expression was also detected towards the later phase of 
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the differentiation. ERK expression, which was not observed in the 

undifferentiated mesenchymal cells, appeared after BMP-7 

treatment and its level increased at day 10  of the culture. 

However, activation of p38 and JNK proteins were not observed. 

Treatment with BMP-7 and U0126, an inhibitor of upstream 

MAP-kinase system, resulted in a rapid drop of ERK activity, 

leading to stop of type II collagen expression and failure of 

chondrocytic differentiation. Therefore, ERK seems to play a 

pivotal role in the intracellular signal pathway related to 

chondrocytic differentiation of human mesenchymal stem cells by 

recombinant BMP-7.
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