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국문 요약

외부 자극에 따른 파골세포 (Osteoclast)

골 흡수의 3차원적 정량화 분석

Bone remodeling 과정에서 파골세포와 조골세포로 인한 파괴와 생성의 과정은 

균형을 이루고 있다. 만약 이러한 균형이 깨져 파괴되는 양이 더 많을 경우, 골다

공증으로 이어진다. 이러한 골다공증을 치료하기 위해, 뼈를 파괴하는 파골세포 

분화 자체를 억제한다든지, 뼈 형성 촉진제를 이용한 추가적인 뼈 형성 등 다양한 

연구가 진행되었다. 울프의 법칙(Wolff`s Law)에 따르면, 뼈에 자극을 가했을 때 

그 힘을 견뎌내기 위해 뼈가 더욱 강해지는데, 그러한 자극 중 가장 일반적인 것

이 뼈 내부에서의 0.8~3 Pa의 유체전단응력이다. 지금까지 bone remodeling 연구

에서는 광학현미경을 통해 뼈가 파괴된 넓이를 2차원적으로 계산하였으나, 파골세

포의 뼈 파괴는 3차원적으로 이루어지기 때문에, 기존의 2차원적 분석으로는 파골

세포가 파괴한 정도를 정확히 정량화 했다고 하기 힘들다. 또한 이러한 측정에서,

실험에 사용한 시료의 전체 부피의 변화를 관찰하는 것은 bone remodeling 실험

에서 필수적이며, 이러한 실험을 통해 얻은 부피 변화에 대한 결과는 bone

remodeling에 대한 정량화와 bone remodeling 과정을 이해하는데 중요한 역할을 

할 것이다.

본 연구에서는, 다양한 조건에 따라 변화된 dentine disc 부피를 정량화하기 위

한 쉽고 편리한 방법을 개발했다. 공초점 현미경을 이용해 획득한 기하학적 정보

를 MATLAB을 이용하여 계산하는 방법으로, 다양한 유체전단응력과 alendronate

농도가 파골세포의 뼈 파괴에 어떤 영향을 미치는지 대한 결과를 얻어냈다. 이를 

통해, dentine disc 각각의 전체 부피 변화에 대한 정확한 변화를 확인할 수 있었
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으며, 또한 다양한 조건에 따른 bone remodeling에 대한 정량 분석이 가능했다.

결과적으로, 파골세포의 뼈 파괴는, 파골세포에 가해지는 유체전단응력과 비례하

여 완화되었으며, alendronate 역시 뼈 파괴를 억제하는 효과를 확인할 수 있었

다.

핵심 되는 말 : osteoclast, fluid flow-induced shear stress, physical loading,

alendronate, confocal microscope
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Chapter 1. Introduction

뼈는 인체의 기본 형태를 구성하는 단단한 조직이다. 이러한 단단함을 바탕으

로 신체의 중요한 장기를 보호하고, 우리 몸이 필요로 하는 필수 미네랄의 저

장고 역할 및 근육운동을 위한 단단한 지지대 역할을 한다.[1] 뼈의 생성 과정

은 살아가는 동안 오래되거나 상한 뼈는 파괴되고, 그 자리에 새로운 뼈가 생

성 교체되는 Bone remodeling 과정을 거치면서 성장 및 유지보수를 하게 된다.

여기서 뼈를 파괴하는 작용을 하는 것이 파골세포(Osteoclast)다. 파골세포는 뼈

를 파괴하여 Ca2+이온을 혈액을 통해 온 몸에 공급함으로써, 근육의 수축과 신

경전달 물질 방출, 심장박동 조절, 혈액 응고 등 신체 기능이 유지될 수 있도록 

하는 중요한 역할을 한다.

이러한 파골세포를 통한 뼈의 파괴와 조골세포(Osteoblast)를 통한 뼈 생성은 

서로 균형을 이루고 있다. 하지만 이러한 균형이 깨져 뼈가 생성보다 파괴되는 

양이 많게 되면, 뼈 내부의 해면골의 밀도가 낮아지면서 골다공증

(Osteoporosis)이 나타나게 된다.

골다공증은 크게 폐경 후 골다공증과 노인성 골다공증으로 나뉜다. 폐경 후 

골다공증은 여성호르몬인 에스트로겐이 부족해지면서 그 결핍에서 오고, 노인

성 골다공증은 노화로 인해 골 양이 감소하고, 신체 칼슘 흡수가 감소되는 것

이 그 주요 원인이 된다. 지금까지는 일반적으로 골다공증은 50세 이상의 사람

들에게서 찾을 수 있는 질병이라 여겨졌으나, 젊은 층에서도 카페인 음료 및 

커피의 과다 섭취, 바쁜 사회생활로 인한 잦은 술자리는 칼슘 흡수 방해로 이

어져, 젊은 층에서의 골다공증 환자가 늘어나는 추세다.

골다공증 치료를 위해서 보통 에스트로겐을 이용한 호르몬 대체 요법과 

Bisphosphonates 계열의 약물 사용을 이용한 치료가 진행되고 있다.

Bisphosphonates 계열의 약물은 골다공증의 치료 및 예방약으로, 임상 실험을 

통해 뼈 소실을 억제 시키거나 정지시켜 골밀도를 증가 시키고, 골절의 위험을 

감소시키는데 효과적인 것으로 밝혀졌으나, 복용법이 까다롭고 복용 중 금지사
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항이 많은 등의 불편함을 감수해야 한다. 또한 추가적으로 복통, 근육통, 구역

질 및 속쓰림 뿐만 아니라, 식도 및 위장관에 부작용이 노출되었으며, 하악골에 

괴사를 야기하는 심각한 부작용이 대두되고 있어, 복용자의 주의가 필요하다.[2]

이러한 부작용을 감소시키기 위해 또 다른 치료법을 개발하려는 연구가 계속

해서 진행되고 있다. 파골세포 분화 자체를 막기 위해, 파골세포의 뼈 파괴 시

작 스위치 역할을 하는 RANK와 RANKL의 3차원 구조를 밝히고, 이를 바탕으

로 RANK와 RANKL 결합에 핵심적인 역할을 수행하는 루프구조를 가진 펩타

이드를 합성하여 RANK와 RANKL간의 상호작용을 방해하는 물질을 개발하거

나[3], 파괴된 뼈를 보수하는 연구로, 뼈 형성 촉진제를 이용하여 추가적인 골 

형성에 기여하는 연구들이 진행되었다.[4]

하지만 무엇보다 중요한 것은 골 손실을 더디게 하여 예방을 하는 것이 최우

선 되어야 할 것이다. 1892년도에 발표된 "울프의 법칙(Wolff`s Law)"에 의하면,

뼈의 임의의 부분에 지속적으로 힘이 가해지면, 뼈는 그 힘을 견뎌내기 위해 

더욱 강해지고, 반대로 자극이 없어지면 뼈는 다시 약해지는 등, 뼈는 주어진 

환경에서의 자극에 적응한다.[5] 이러한 자극 중 가장 일반적인 것은, 골 내부에

서의 유체전단응력(fluid flow-induced shear stress) 이다. 뼈 한 쪽 끝에서의 

압축응력과 반대편에서의 인장 응력으로 인해 생긴 Bending force는 골세포의 

변형을 일으킬 뿐만 아니라 Canalicular의 공간 내에 압력차를 만들어 유체의 

흐름을 발생시킨다. 이러한 압력차는 뼈 한 쪽에는 압력을, 반대쪽에는 인장력

을 일으키고[1,6], 유체의 흐름에 의해 골 내부의 세포는 약 0.8~3 Pa 의 유체전

단응력을 받게 된다. 이러한 유체전단응력에 대하여 골 생성 관련 인자들이 증

가하고, 뼈 파괴 관련 인자들이 감소한다는 연구결과가 있으며, 유체전단응력이 

골의 대사과정과 밀접한 연관이 있음이 밝혀졌다.[7,8]

또한, 40대에서 60대 여성을 대상으로 수행한 지속적인 저항운동과 유산소 운

동의 병행은 골밀도 유지와 골의 재흡수 방지에 효과가 있음이 증명되었고[9],

폐경기 여성 및 30~40대 중년 여성을 대상으로 한 실험에서도 에어로빅을 통한 

골밀도 증가에 효과가 있음이 밝혀졌다.[10,11]

뿐만 아니라, 최근에 운동은 DNA의 특정 지점에서의 탈메틸화를 일으킨다는 
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연구 결과가 발표되었다. 유전자 메틸화는 각종 암을 유발하는 인자로 건강에 

매우 유해한 상태를 의미하는데, 운동을 통해 에너지 신진대사와 관련된 몇 가

지 유전자(PGC-1α, PPAR-δ, PDK4)들은 탈메틸화를 일으켰으며, 탈메틸화의 양

은 운동 강도에 따라 달라지는데, 운동의 강도가 강할수록 유전자 탈메틸화가 

가장 많이 나타났다.[12,13]

일정 자극과 파골세포의 활동에 대한 분석을 위해서는, 일정 자극과 파골세포

의 뼈 파괴량에 대한 3차원적 정량화 분석이 반드시 필요하다. 기존의 여러 연

구에서는 현미경분석을 통한 2차운 분석이 주류를 이로었다.[14] 그러나 

Mabilleau 등은 최근 연구에서 정확한 파골세포의 작용을 검증하기 위해서는 3

차운적 부피변화 분석이 필수임을 밝혀내었다.[15] 이 연구는, 파골세포 활성화

에 기여하는 물질(RANKL, TNF-α, LIGHT)을 각각 대조군으로 설정하여 

Vertical scanning profilometry를 통해 분석했을 때, 각 대조군의 파골세포가 

파괴한 면적은 비슷했었지만 침식 깊이가 다르며, 결론적으로 파괴된 부피가 

달라짐을 밝힘으로써 3차원 분석의 필요성을 제안하였다.

더불어, 현재까지 물리적 자극과 약물에 의해 조절되는 3차원적인 골 흡수량

의 관계에 대한 연구는 이루어지고 있지 않았다. 파골세포에 의한 골 흡수 정

도가 약물의 투여량과 기간, 물리치료의 강도와 기간, 이에 따라 골절 위험 정

도를 예측할 수 있다는 점을 감안할 때, 물리적 자극과 약물과의 시너지 효과

에 대해 실험할 가치는 충분하다. 하지만 그 전에 파골세포의 뼈 파괴를 억제

하는 적절한 약물의 농도를 설정할 필요가 있다. 특히, Bisphosphonate와 같은 

약물은 골 재형성의 활성에 영향을 미치며, 파골세포의 분화, 증식, 활성도에 

직접적인 영향을 줌으로써 실제 해면골에서의 뼈 파괴 능력을 억제시킬 수 있

다고 알려져 있다. 본 연구에서는 이러한 실험을 위한 약물로, Bisphosphonate

의 계열인 Alendronate를 선정했다.

이러한 이론을 바탕으로, 본 연구에서는 공초점현미경을 이용한 3차원공간분

석을 통하여 파골세포의 뼈침식량에 미치는 유체전단응력과 alendronate의 효

과에 대해서 정량적인 분석을 수행하였다. 쥐의 경골과 대퇴골에서 추출한 골

수세포를 파골세포로 분화시키는 것을 시작으로, 분화된 파골세포를 Dentine
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disc에 부착시킨 뒤, 그 중 일부에 유체전단응력을 가하여, 유체전단응력을 가

하지 않은 대조군과 뼈 파괴량을 비교했다. 또한, 물리적 자극을 주는 시간에 

변화를 주어 파골세포 활동 억제를 위한 효과적인 방법에 대해 함께 비교했다.

마지막으로, 파골세포에 물리적 자극과 약물을 함께 적용시키기 전, 파골세포의 

뼈 파괴 능력을 억제시키는데 최적화된 농도를 찾기 위해, 서로 다른 농도의 

alendronate가 파골세포 활동에 미치는 영향을 알아보는 실험을 진행했다.

파괴된 부피 분석에 있어, 다핵세포인 파골세포의 특성 상 세포 크기가 각기 

다르기 때문에, 기존의 일정한 크기의 resorption pit에 대한 부분적인 분석을 

피하고, Dentine disc 전체를 측정하여 파골세포의 수로 나누어 주는 방법을 사

용함으로써 파골세포가 파괴한 평균 부피 측정을 새로이 시도했다.

모든 시편은 공초점현미경을 통하여 3차원영상을 취득하였으며, Image J

(Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) 소프트웨어와 MATLAB

을 이용하여 정확한 3차원부피변화를 계산하였다.
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Chapter 2. Experimental background

2.1 Osteoclast

뼈 파괴를 역할을 하는 파골세포는 골수세포(Bone marrow cell)로부터 분화

된다. 기질세포와 조골세포에서 분비된 Macrophage colony-stimulation

factor(M-CSF)와 Receptor activator for nuclear factor kappa B

lignad(RANKL)이 골수대식세포 표면의 수용체인 Receptor activator for

nuclear factor kappa B(RANK)와 결합하여 Nuclear factor kappa B(NF-κB) 경

로를 활성화시켜 파골 줄기 전구 세포를 분화시키고, 뼈 침식을 시작하는 

mRNA를 전사하게 함으로써 유전자들을 발현시킨다.[16] 이렇게 분화된 파골세

포는 이온교환채널을 통해 HCO3-이온과 Cl-이온이 교환되어 Cl-이온이 파골세

포 내로 들어오게 된다.

뼈 파괴의 시작은 파골세포가 골 표면에 부착하게 되면 H+-ATPase와 Cl-이온

이 분비되어 골 표면을 산성화시킨다. 이 때 카텝신K(cathepsin K)와 

TRAP(tartrate resistant acid phosphatase)효소가 활성화되어 교원질(collagen)과 

뼈 속에 있는 무기 칼슘 및 인을 모두 용해시키고, 뼈를 구성하고 있는 기질

(Bone matrix)이 분해되어 Resorption pit이라고 부르는 3차원의 구멍을 형성하

게 된다. 이러한 3차원적 구멍은 골 양을 현저히 낮추고 골절의 위험을 증가시

킨다.[17-19]
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2.2 Confocal microscope

공초점 현미경 (Confocal microscope)은 해상력이 좋고 Scanning 속도가 빠르

기 때문에 오늘날 생물학분야의 연구에 널리 이용되고 있다. 고속으로 회전하

는 Scanning mirror를 이용하여 Laser beam을 Specimen에 Scanning하고 Laser

에 의해 발광된 형광 또는 반사광선 (Reflected primary beam)을 이용하여 영

상을 관찰한다. 일반적인 현미경과는 달리 대물렌즈 뒤편에 바늘구멍을 두어 

시료의 한 점에서 출발한 빛만이 통과하게 하여 명암비와 분해능을 높였다. 한 

번에 한 점만을 보기 때문에 시간 간격을 두어 이웃한 점들을 연속적으로 측정

하여 이를 컴퓨터를 이용해 시각화하면 2차원 혹은 3차원 영상을 얻을 수 있

다. 광학현미경기법과 전자현미경기법이 지니는 단점을 보완하는 동시에 이들

이 갖지 못한 여러 가지 장점까지 보유하고 있는 우수한 현미경이라고 말할 수 

있다. 기존의 광학현미경에 비해 초점심도가 낮기 때문에 (0.5 - 1.5 um) 초점

을 벗어난 영상을 제거할 수 있어 선명하고 감도 (Sensitivity)높은 영상을 얻을 

수 있다. 광원으로 사용되는 레이저는 Argon ion laser(488 nm와 514 nm 파장

을 가짐)와 Krypton-argon ion laser(488, 568, 647 nm의 파장을 가짐)가 있으며 

이들이 제공하는 파장의 범위 내에서 여러 종류의 형광을 이용함으로써 

Fluorescein, Rhodamine 등의 형광이 부착된 세포내구조물을 관찰할 수 있다.

Confocal microscope는 크게 투과형과 반사형이 있다. 투과형은 세포나 DNA

같은 생물학적 연구에 많이 쓰이고, 반사형은 금속이나 단단한 재질 같이 재료 

연구의 측면에서 사용한다.

본 실험에서는 Dentine disc 촬영을 위한 도구로써 사용되었다. Dentine disc

재질 특성 상 투과형은 사용할 수 없기 때문에, 반사형 Confocal microscope

중 Carl Zeiss 사의 LSM 5 PASCAL (KIST 보유)을 사용했다.
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Figure 1. Confocal microscope의 기본 원리[20]
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2.3 Alendronate

Bisphosphonates 계열의 약물로, Alendronate의 화학명은 sodium

trihydrogen (4-amino-1-hydrobutylidene)diphosphanate trihydrate이며 분자식

은 C4H12NaO7P2 3H2O로 나타낸다. 파골세포에 직·간접적으로 작용하여 활성을 

감소시켜 뼈 파괴를 억제하는 작용을 한다. Alendronate는 파골세포에 축적되

어 세포골격을 변화시키고, 세포괴사를 유발함으로써 파골세포의 활성을 억제

시킨다. 1995년 3월 미국 FDA(Food and Drug Administration)의 승인을 받아 

임상적으로 쓰이고 있으며 골다공증환자에서 뼈 파괴를 감소시킴으로써 골다공

증에 이은 골절 또한 같이 예방하는 효과가 있다. 그러나 심낭염 등의 심혈관

계 부작용, 두통 등의 중추신경계 부작용, 내분비계 부작용, 위장관계 부작용 

등과 발열 등의 부작용이 보고되었다. 또한, Alendronate는 칼슘이나 다른 다가 

양이온에 높은 친화력을 갖기에, 양이온과 Alendronate는 쉽게 결합을 하고, 이

런 결합으로 Alendronate의 체내 흡수가 저하된다. 이러한 일을 방지하기 위해

서는 칼슘보조제나 위산억제제와 같은 약물을 같이 복용할 시, Alendronate와 

다른 약물의 투여 시간을 조절하는 등의 노력이 필요하다.
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Figure 2. Alendronate 구조식
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Chapter 3. Methodology

3.1 Osteoclast differentiation

파골세포는 골수세포로부터 분화되는 세포다. 실험에 사용할 파골세포를 분화

시키기 위해, 4주령 SD rat에서 경골과 대퇴골을 추출하였다. 추출한 경골과 대

퇴골은 부러지지 않도록 조심스럽게 근육을 모두 제거한 후, 포비돈 요오드와 

70% Ethanol로 소독해 주고, PBS를 이용하여 씻어준다. 깨끗해진 뼈의 양 단을 

절제하고, α-MEM을 넣은 10ml Syringe를 절제된 뼈에 꽂은 후, α-MEM을 천

천히 떨어뜨리면서 Bone marrow cell 추출한다. Bone marrow cell 과 α-MEM

이 섞인 탁한 용액을 1,500 rpm으로 3분 간 원심분리하면 튜브 아래에 Bone

marrow cell 이 가라앉고, 위는 맑은 α-MEM 로 분리된다. 위에 맑게 분리 된 

α-MEM을 제거하고, 새로운 α-MEM을 넣어준 후, pipetting을 하여 새로 넣은 

α-MEM과 Bone marrow cell을 잘 섞어준 후, Cell culture dish 하나 당 Bone

marrow cell 200만 마리 씩 나누어 담아준다.

파골세포 배양에는 Complete media를 이용했다. Complete media의 함량은 

α-MEM 89%, Fetal Bovine Serum (FBS) 10%, 그리고 Penicillin/Streptomysin

(P/S) 1% 이다. Cell culture dish에 Complete media 8mL를 넣고, DMEM에 

희석시킨 Macrophage Colony Stimulating Factor (M-CSF) 80 μg/mL와 

Soluble Receptor Activator for Nuclear factor κB Ligand (sRANKL) 0.8 μ

g/mL 투여 후 잘 섞어주어 Cell culture dish 전체에 골고루 퍼질 수 있도록 

해 준다. 같은 방법으로 3~4일 마다 배지를 갈아주면서 2주 간 분화시켰다 

(Figure 3).

2주 간 분화시키면 Bone marrow cell이 파골세포로 분화되는데, 이를 Scraper

로 긁어모은다. 96-well에 Dentine disc (Diameter 5 mm, thickness 0.3 mm,

Immunodiagnostic Systems)를 하나씩 넣어 준비하고, 여기에 Scraper를 이용해 
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모은 파골세포를 나누어 넣어준다. 이렇게 얻은 파골세포가 Dentine disc 위에 

안정적으로 붙을 때까지 일주일간 배지를 갈아주며 길러준다. 일주일 후,

Dentine disc sample을 TRAP (tartrate resistant acid phosphatase) stainig kit

(Sigma-Aldrich Kit 387-A)을 이용하여 Dentine disc 위에 파골세포가 잘 부착

되었는지 확인했다 (Figure 4).
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Figure 3. 골수세포에서 파골세포로의 분화 과정 (× 100배율. Cell culture dish.)

(a) 7일 차 (b) 9일 차 (c) 13일 차 (d) 14일 차
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Figure 4. Dentine disc 위에서의 파골세포 확인 (× 200배율. On the dentine

disc.) (a), (b), (c), (d) - 7일 차
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3.2 Applying fluid shear stress to dentine discs

Dentine disc 위에 파골세포가 잘 붙어있는지 확인한 후, sample의 일부를 무

작위로 선택하여 유체전단응력을 가했다.

유체전단응력(Oscillatory fluid flow-induced shear stress)을 주기 위한 세포 

자극기(Cell loading device, Figure 5. (a))에 자체 제작한 PPFC 시스템(Parallel

plate flow chamber)을 장착하여 1 Pa, 1 Hz로 Dentine disc 위에 있는 파골세

포에 유체전단응력 (이하 Loading)을 주었다.[7,8] 유체전단응력을 가할 때 

Denine disc 높이만큼의 구멍을 판 Substrate를 제작 (Figure 5. (b))하여 

Dentine disc를 끼운 후 Loading을 가함으로써, Dentine disc의 높이 때문에 생

기는 Flow로 인해, 주어지는 Loading의 압력이 변질되는 것을 막았다.

Loading의 반복이 파골세포의 dentine disc 파괴량을 비교하기 위해 두 가지 

loading방식을 사용하였다. loading sample 중 일부는 한 시간을, 나머지는 15

분 loading – 30분 휴식 – 15분 loading (이하 Interval loading)을 가하여, 총 

걸린 시간이 모두 한 시간이지만, Loading 시간차에 따라 어떤 결과가 나타나

는지 알아보았다.
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Figure 5. (a) 유체전단응력 기기. 1 Pa, 1 Hz로 Dentine disc 위에 있는 파골

세포에 유체전단응력을 가해준다. (b) Dentine disc Substrate. Denine disc의 

높이 때문에 생기는 Flow로 인해, 주어지는 Loading의 압력이 변질되는 것을 

막기 위해 Denin disc 높이만큼의 구멍을 판 Substrate를 제작하여 Dentine

disc를 끼운 후 Loading을 주었다.

(장비 제공 : 연세대학교 세포 및 조직 기계생물학 연구실)
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3.3 Applying alendronate to osteoclasts

Dentine disc에 culture dish에서 배양한 파골세포를 분주한 뒤, 일주일 동안 

파골세포가 Dentine disc 위에 잘 부착되길 기다렸다. 일주일 후 Alendronate를 

각각 10 μmol, 30 μmol을 3일 동안 투여하여 약물이 파골세포에 미치는 영향

으로 생기는 뼈 소실의 변화를 확인했다.
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3.4 Samples preparation

Loading을 가한 날을 0일 차로 기준을 잡고, 7일, 14일, 21일 차에 sample을 

획득했다. 약물실험은 alendronate 투여 3일 후 sample을 획득했다.

각 날짜별로 획득한 sample은 TRAP stainig kit을 이용하여 염색한 후 파골세

포 세포의 수를 세었다. 세포 수는 연구를 진행한 공동연구원 2명이 각각 세포 

수를 센 후, 평균을 내는 방법을 사용했다.
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3.5 Acquisition of 3D topological image with a confocal

microscope

파골세포가 파괴한 dentine disc의 부피를 측정하기 위하여, 0일차 dentine

disc와 각각 일차 dentine disc의 전체 부피를 비교했다. 이러한 방법을 위해서

는 실험을 통해 얻은 dentine disc sample을 3차원적 이미지화 할 필요가 있다.

그 첫 번째 단계로, confocal microscope (LSM 5 PASCAL, Carl Zeiss, KIST

소유)를 이용하여 3차원적 이미지를 얻었다. 한 번에 dentine disc 전체를 찍을 

수 없기 때문에, confocal microscope의 기능 중 tile scan (3×3 scan)을 이용하

여 이미지를 획득했다. 필요한 부분은 dentine disc에 대한 정보이므로, dentine

disc 주변부인 나머지 부분은 제거해야 한다. 이를 위해 획득한 이미지를 

Image J 프로그램을 이용하여 Text 좌표로 바꾸었고, dentine disc 주변 노이즈

를 제거했다 (Figure 6).
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Figure 6-1. Sample data를 얻는 과정

(a) Confocal microscope image 획득 (3×3 Tile scan)

(b) Image J를 이용하여 Text 좌표로 바꿈
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Figure 6-2. Sample data를 얻는 과정

(c) Dentine disc 주변부 노이즈 제거 전과 후
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3.6 Data analysis with MATLAB

3차원 이미지 구현은 MALAB의 csaps code를 이용했다. csaps는 포트란 루틴

을 이용하여 구현된 코드이며 다음과 같은 알고리즘을 이용한다. smoothing

spline의 계산을 위해서는 p*A + (1-p)*B 형태의 coefficient matrix를 가진 

linear system solution을 따른다. Matrix A와 B는 x축을 따르며, p의 기본 값

은, p*trace(A)는 (1-p)*trace(B)가 같다고 정의한다. 이러한 MATLAB에서의 

csaps 코드를 응용, confocal microscope와 Image J를 이용하여 얻은 데이터에 

적용시켜 최종적인 3차원 이미지 데이터를 획득했다 (Figure 7, Figure 8,

Figure9).
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Figure 7. csaps code의 예
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Figure 8. csaps code를 응용한 데이터 분석에 사용한 MATLAB code
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Figure 9. MATLAB을 이용하한 3차원 이미지화

(a) csaps code 처리 전

(b) csaps code 처리 후
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3.7 Volume calculation

Confocal microscope를 이용해 얻은 이미지는 5528.18㎛ × 5528.18㎛, 786 ×

768 pixel 이다. MATLAB을 이용하여 얻은 데이터는 786 × 768의 좌표평면에 

대입하였으므로, pixel 하나의 부피는 1 × 1 × pixel 값이다. 그러므로 전체의 

부피는,

Equation [1]

  ×




 은  값 
 ××모든  값의 합 
모든  값의 합

이다. 그런데 실제로 한 변의 길이는 5528.18㎛ 이므로, 한 pixel의 길이는 




가 된다. 따라서 실제 부피는,

Equation [2]

  


×







 은  값 
 


×


 ×모든  값의 합 

이다. 이를 MATLAB code에 적용시켜 각 Sample Dentine disc들의 부피를 계

산했다. 이렇게 얻은 남아있는 Dentine disc의 일차별 부피들을 0일차 때 구한 

부피에서 빼주면, 파골세포에 의해 파괴된 전체 부피를 계산할 수 있다. 하지만 

이렇게 구한 데이터가 일관성이 없을 수 있는데, 이는 첫째, Dentine disc 위에 

생성된 파골세포의 개수를 임의로 정할 수 없으므로 Dentine disc 마다 파괴한 

파골세포의 개수가 다르기 때문이며, 둘째, 파골세포 자체가 다핵세포이기 때문

에 Cell의 크기가 저마다 다르기 때문이다. 그러므로 Cell의 수를 세어 평균을 
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낸 후, 남아있는 부피를 나누어 주는 작업을 함으로써, 파괴되는 부피에 대한 

정량화를 시도했다.
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Chapter 4. Results and Discussions

4.1 Effect of Fluid shear stress (Loading)

MATLAB을 이용하여 얻은 데이터를 토대로 아무런 처리를 하지 않은 파골세

포 (이하 Control Osteoclast)와 유체전단응력기기를 이용하여 유체전단응력을 

가해준 파골세포 (이하 Loaded Osteoclast, Interval loading)가 Dentine disc를 

파괴한 정도를 비교하였다. 실험 결과(Figure 7)에 나타난 것과 같이, Loaded

Osteoclast가 Control Osteoclast에 비해 Dentine disc를 덜 파괴하는 것을 확인

할 수 있다. 이는 파골세포에 가해진 스트레스로 인해 스트레스를 받지 않은 

정상세포에 비해 세포에 이상이 생기기 때문으로 생각된다. 실제로 Suzuki 등

은 물리적 자극을 받은 파골세포의 핵 개수가 그렇지 않은 그룹의 핵 개수보다 

적다는 연구 결과를 발표하였다.[21] Figure 12에서 보는 것과 같이, 같은 날짜

의 파골세포 크기를 비교했을 때, 물리적 자극을 받은 Loaded 그룹의 파골세포 

크기가 Control에 비해 작은 것을 확인할 수 있다. 또한, Glucocorticoids (GC)

로 인해 세포가 Stress effect를 받아 세포자살(Apoptosis) 또는 세포예정사

(Programmed cell death)로 이어지는 현상에도 주목해볼 필요가 있다. GC는 

콩팥의 부신 피질에서 분비되는 급성 스트레스에 반응해 분비되는 호르몬으로,

스트레스에 대항하는 신체에 필요한 에너지를 공급해주는 역할을 한다. 하지만 

GC는 T-Cell에 Stress effect를 가하기도 한다. 그 예로, Concordet 등은 GC를 

투여한 쥐의 흉선에서 T-Cell이 급격하게 소모되는 연구 결과를 발표하였다.[22]

일반적으로 종양괴사인자(Tumor necrosis factor, TNF-α)는 대식세포에서 발현

되지만, 비정상적인 T-Cell 역시 TNF-α와 같은 염증성 cytokine을 발현시킨

다.[23] TNF-α는 류마티스를 일으키는데 중요한 역할을 하는 cytokine으로, 파

골세포 분화와 관련이 있다는 연구 결과[3, 23]에 따라, GC의 stress effect로 

T-Cell이 줄어드는 만큼 stress effect로 인해 감소된 TNF-α는 파골세포 분화 정

도에도 영향을 미치는 것으로 보인다. 본 실험에서의 유체전단응력은 GC로 인
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한 stress effect라 생각할 수 있고, 이것이 파골세포에 직접적인 stress effect를 

준 것이라 할 수 있다. 또한, 파골세포에 가해진 stress는 TRAP, Matrix

metalloproteinase-9, Cathepsin-K, 그리고 Calcitonin receptor 등 파골세포를 분

화시키는 mRNA 표현형들을 줄어들게 함으로써, 직접적으로 파골세포의 분화

를 억제한다는 Suzuki 등의 보고[21]에 따라, 유체전단응력이 결과적으로 파골

세포의 활동을 억제시킴을 알 수 있다. 결과적으로, Loading으로 인한 파골세

포의 활동 억제는 직접적인 유체전단응력으로 인한 stress와 파골세포 분화와 

관련된 cytokine의 관계, 그리고 세포 분화 기전으로 이어지는 기작들이 Bone

remodeling과 맞물려 일어난 결과로 보인다.
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Figure 10. Contorl Osteoclast, Loaded Osteoclast, 그리고 Interval loaded

Osteoclast의 시간에 따른 Dentine disc 파괴 부피량
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Figure 11. Contorl Osteoclast, Loaded Osteoclast, 그리고 Interval loaded

Osteoclast의 시간에 따른 Dentine disc 파괴 부피 비율 ( * < 0.05, Day 0 vs.

Control. # < 0.05, Day 0 vs. Loaded. ※ < 0.05, Day 0 vs. Interval Loading.

☆ < 0.05, Day 21 Control vs. Day 21 Loaded)
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Control Loaded

Day 07

Day 14

Day 21

Figure 12. 날짜 별 유체전단응력   유무에 따른 파골세포 크기 비교. (× 40배

율, On the dentine disc.)
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파골세포 하나의 뼈 파괴량을 계산하기 위해, resorption pit volume을 

dentine disc 위에 있는 파골세포의 수로 나누었다 (Figure 13, Figure 14). 파골

세포의 수는 연구를 진행한 인원 2명이 세포의 개수를 세고, 그 평균을 내어 

계산했다. 파골세포가 다핵세포기 때문에, 세포 크기에 차이가 있어 파골세포 

하나가 파괴한 정도에는 조금씩의 차이가 있지만, 한 시간 동안 또는 interval로 

가해진 1 Pa, 1 Hz 의 유체전단응력이 파골세포가 뼈를 파괴하는데 영향이 미

쳤음을 알 수 있다.

또한, 이러한 분석을 통해, 파골세포 하나당 파괴하는 부피가 선형적으로 늘

어난다는 Baylink [24]등의 연구결과에 따라, 1차 함수로 나타낼 수 있었다. 파

골세포에 아무런 자극도 가하지 않은 control은     ×  , 유

체전단응력을 한 시간 동안 연속으로 가해준 loaded는     ×  ,

마지막으로 유체전단응력을 interval로 가해준 interval loaded는 

    ×  의 일차함수로 나타낼 수 있었고, Loading에 의한 

파골세포 활동량 변화는 기울기에서도 다시 한 번 확인할 수 있다. 정량화된 

결과를 통하여 유체전단응력이 뼈 파괴량을 줄이는데 효과가 있고, 전단응력을 

동일시간 인가할 경우, 반복적인 인가보다는 지속적으로 인가하는 것이 더 좋

은 효과를 나타내는 것을 알 수 있었다.
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Figure 13. 파골세포 세포 하나가 파괴한 골 양에 대한 정량화
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Figure 14. 파골세포 세포 하나가 파괴한 골 양에 대한 정량화 (* < 0.05, Day

0 vs. Control)
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4.2 Effect of drug (Alendronate)

약물을 이용한 실험에서는 아무것도 투여하지 않은 대조군과 비교하여 

alendronate를 투여한 파골세포가 dentine disc를 더 적게 파괴한다는 결과를 

가져왔다 (Figure 15, Figure 16). 대조군의 경우 부피변화에 유의성을 가지지만,

이에 반해 alendronate를 투여한 Sample들은 처음 파골세포를 투여했을 당시의 

dentine disc 부피변화에 유의성을 보이지 못했다. 이는 bisphosphonate가 파골

세포가 골 표면에 부착 시 생성되는 ruffled border와 파골세포 내 골격 형성을 

방해함과 동시에 파골세포의 apoptosis을 증가시켜서 파골세포의 골 파괴 능력

을 억제시키기 때문이라 생각된다.[25-27]

이번 실험결과에서, alendronate 투여량이 10 μmol일 때 보다 30 μmol을 투

여했을 때 파골세포의 뼈 파괴를 조금 더 억제하는 것을 확인할 수 있으나, 두 

농도의 결과 사이에 큰 차이점은 찾을 수 없었다. 먼저 진행되었던 실험들의 

경우, cell culture dish에 alendronate를 직접 투여하여 파골세포의 변화를 직접 

조사하였거나[28], 골다공증을 앓고 있는 쥐에 alendronate를 투여하여 9주에 

걸쳐 일주일에 한 번씩 데이터를 체크함으로써, 시간이 지남에 따른 뼈 소실 

정도에 대한 실험을 진행하여 충분한 시간을 통해 농도에 따른 변화를 관찰했

었다.[29] 반면, 본 실험에서는 세포에 변화가 있더라도 파골세포에 의해 하루에 

파괴되는 dentine disc의 양은 미미할 것이기 때문에, 약물을 투여 후 3일 동안

의 dentine disc 파괴량으로 두 농도의 약물 간의 유의성을 파악하기엔 힘들었

던 것으로 보인다. 하지만 약물의 두 농도 중 적은 양 (10 μmol)에서도 파골세

포가 영향을 받았다는 것은 10 μmol 보다 더 적은 양으로도 효과가 있을 가능

성이 있다는 것이고, 적은 약물을 사용할수록 몸이 받는 자극이 적어지기 때문

에, 결과 자체로는 긍정적으로 받아들일 수 있다고 생각된다. 앞서 1 μmol과 

100 μmol의 alendronate를 투여한 실험에서, alendronate 100 μmol을 투여한 

결과가 더 좋긴 했지만, 1 μmol을 투여한 결과도 파골세포 활동 억제에 대한 

유의성이 나타남에 따라[29], alendronate의 투여량을 조절과 더불어, 이에 유체

전단응력의 시너지 효과를 본다면 더 좋은 결과를 얻을 수 있으리라 생각한다.
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Figure 15. Alendronate 농도에 따른 파골세포의 Dentine disc 파괴 부피량
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Figure 16. Alendronate 농도에 따른 파골세포의 Dentine disc 파괴 부피 비율 

( * < 0.05, Day 0 vs. 0 μmol Alendronate)
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Chapter 5. Conclusion

본 연구는 물리적 자극과 약물 자극이 파골세포가 뼈 파괴에 어떤 영향을 미

치는지 알아보기 위한 방법으로, 파골세포가 파괴한 dentine disc의 부피를 공

초점 현미경을 이용해 3차원적으로 측정했다.

인체 내에서 발생하는 크기의 유체전단응력을 파골세포에 가하여, 유체전단응

력을 가하지 않은 그룹과 비교함으로써 인체 내에서 자연스럽게 일어나는 파골

세포에 대한 자극이 파골세포의 골 파괴 정도에 대해 어떠한 관계가 있는가를 

알아보았으며, 또한 현재 미국 FDA의 승인을 받고 실제 골다공증 치료약물로 

사용되고 있는 aledronate의 투여량에 따른 파골세포 활동변화에 대해 알아보

았다.

기존에 행해졌던 다른 실험과 달리, 국소부분이 아닌 전체 dentine 시편의 전

체 부피에 대해 실험을 진행함으로써 파골세포 일부가 아닌 전체적인 파괴에 

대해 측정했다. 파골세포가 다핵세포이기 때문에 세포의 크기와 파괴량이 조금

씩 다르고, 하나하나 비교하는 것 보다 전체량을 비교함으로써 기존 실험에 비

해서 더 정밀한 정량화를 진행할 수 있었다.

첫 번째로, 1시간 동안 가해진 1 Pa, 1 Hz의 유체전단응력이 파골세포가 파괴

하는 골 양을 줄이는 효과가 있음을 발견하였고, 같은 한 시간이지만 15분 

Loading – 30분 휴식 – 15분 Loading을 가한 Interval loading 또한 비슷한 

효과를 나타남을 알 수 있었다. 더 나아가 파골세포가 파괴하는 부피의 선형성

에 대해 1차 함수로 표현할 수 있었다.

두 번째로, alendronate를 투여하였을 때 파골세포로 인한 dentine disc 파괴

를 예방할 수 있음을 확인했다. 또한, 10 μmol과 비교하여 30 μmol에서의 파골

세포 뼈 파괴 억제 효과가 조금 더 좋은 결과를 나타냄을 확인할 수 있다. 하

지만 alendronate가 파골세포에 미치는 직접적인 영향을 확인한 것이 아니라 

약물의 영향을 받은 파골세포가 파괴한 dentine disc의 부피를 측정하였으며 실

험기간이 짧았기 때문에, 농도를 달리 했을 때의 결과 사이의 큰 차이는 나타
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나지 않았다. 그렇기 때문에 파골세포의 뼈 파괴를 억제하는 최적의 농도를 찾

기 위해서는 장기적인 기간을 갖는 추가적인 연구의 필요성이 있다. 이에 더불

어 적절한 Loading 또는 Interval loading 시간을 찾고, 약물 투여를 병행하였

을 때의 실험을 추가하여 더 효과적인 방법을 찾는다면, 골다공증 예방 및 치

료에 한발 더 다가갈 수 있으리라 생각한다.
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ABSTRACT(in English)

3D Analysis of Bone Resorption Changes by

Osteoclast due to External Stress

Jeong Suho

Department of Biomedical Engineering

The Graduate School

Yonsei University

In the bone remodeling process, bone destruction due to osteoclasts and

bone regeneration due to osteoblasts are simultaneously performed with a

controlled balance. But if two processes become unbalanced, bone destruction

predominantly occurs, resulting in developing osteoporosis. In order to treat

osteoporosis, many researchers have done many studies including the

prevention of differentiation of osteoclasts, the use of various chemicals

enhancing bone formation, and the application of appropriate mechanical

stimuli. According to Wolff’s law, when mechanical stimulation is applied to

bone structure, it grows stronger in order to withstand huge stress. The

most commonly used stimulation is applying fluid shear stress around 0.8 ~

3 Pa. Studies related to bone remodeling are mostly based on 2-dimensional

microscopic observation through which we can calculate the area of bone

resorption. However, the 2-dimesional observation is quite inadequate to

precisely quantify the extent of bone remodeling, because osteoclasts acts in

3-dimensional directions. Monitoring entire volume change of each bone

sample is essential in bone remodeling experiments. Experimental results

regarding volume change can support the quantitative estimation of bone

remodeling and play a key role in developing the correct deduction of its
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mechanism. In this article, we develop a possible simple method to precisely

quantify entire volume change of dentine disc samples prepared at different

conditions. This method consists of two processes including acquisition of

geometric information using a confocal microscope and subsequent

computational calculation through MATLAB. We conduct the bone

remodeling experiments using dentine disc samples under varying conditions

of fluid shear stress and alendronate concentration. Using the proposed

method, precise total volume change of each dentine disc can be obtained,

which enables the quantitative analysis of bone remodeling under various

conditions. As a result, it is found that bone resorption of osteoclasts is

proportionally mitigated with respect to fluid shear stress, and the addition

of alendronate is also advantageous to decrease the bone resorption.

key words: osteoclast, fluid flow-induced shear stress, physical loading,

alendronate, confocal microscope


