
IntroductionIntroduction

뼈는 역동적인 조직으로 파골세포(osteoclast)에 의한 뼈 재흡수

(resorption)와 조골세포(osteoblast)에 의한 뼈 생성의 균형을 이루

며 생의 전반 동안 지속적으로 리모델링을 진행한다. 성인의 골격계

에서 뼈의 재흡수와 생성 간의 조화를 통해 골량(bone mass)의 유지 

및 골질(bone quality)을 보존하며, 매년 뼈 조직의 10% 가량이 새롭

게 교체된다. 그러나, 병리학적 상태에서의 과도한 파골세포의 분화 및 

뼈의 재흡수는 골다공증, 류마티즘, 치주염, 뼈 암과 같은 골격계 질환

들을 유발하며, 이들 질환은 주요 건강 문제 및 사회-경제적 부담으로 

나타난다[1-3]. 골수유래 단핵구/대식세포(bone marrow-derived 

monocytes/macrophage, BMMs)에서 다핵의 성숙된 파골세포로

의 분화 동안 조골세포에서 분비되는 receptor activator of nuclear 

factor-kappa B ligand (RANKL)과 조혈 줄기 세포(hematopoietic 

stem cells)의 증식 및 대식세포로 분화를 유도하는 시토카인(cyto-

kine)인 macrophage-colony-stimulating factor (M-CSF)가 필

수 인자로 작용한다[2]. RANKL에 의한 RANK 수용체의 활성은 세포 

내 칼슘 농도([Ca2+]i)를 주기적 진동(oscillations)의 형태로 나타나게 

한다[4]. [Ca2+]i 진동은 G-단백의 활성, 특히 Gq 단백의 활성과 관련

이 있다. Gq 단백은 phospholipase C (PLC)를 활성화시켜 inositol 

1,4,5-triphosphate (IP3)를 생성한다[5,6]. 이렇게 생성된 IP3는 세

포질그물망(endoplasmic reticulum)에 있는 IP3 수용체를 활성화하

여 세포질그물에 저장된 칼슘 분비를 통해 [Ca2+]i를 증가시키고, 세포

질그물망 칼슘 센서인 stromal interaction molecule 1 (STIM1)과 형

질막(plasma membrane)의 Orai와 transient receptor potential 

canonical (TRPC) 채널들이 클러스터를 형성하며 활성화되어 세포 밖
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의 칼슘을 세포 내로 유입한다[7]. 이렇게 증가된 [Ca2+]i은 칼슘 배출

기전을 활성화시켜 sarco/endoplasmic Ca2+-ATPase (SERCA)와 

plasma membrane Ca2+-ATPase (PMCA)를 통해 세포질 밖으로 칼

슘을 이동시켜 기저 수준의 [Ca2+]i로 회복된다[8]. 일련의 과정들을 통

해 RANKL에 의한 [Ca2+]i 진동은 인산분해효소(phosphatase)인 칼시

뉴린(calcineurin)을 활성화시켜 nuclear factor of activated T cells, 

cytoplasmic 1 (NFATc1) 단백의 발현 촉진 및 핵 전위 유발을 통해 파

골세포의 분화과정에서 다핵세포의 형성 및 뼈의 재흡수를 촉진시킨다

[4,9-16].

세포 내 칼슘은 세포의 성장과 분화, 사멸(apoptosis)과 같은 다양한 

세포의 기능과 역할을 수행하는 보편적인 세포 내 메신저이다[17,18]. 

또한, NFAT 단백 그룹도 세포 주기 진행, 유전자 발현 및 세포 사멸과 

같은 중요한 기능을 담당하며, 칼슘/NFAT 신호 전달경로는 정상적인 

세포의 생리학적 기능을 유지하기 위해 필수적이다[19-21]. 특히, 칼

슘에 의존적인 칼시뉴린의 활성 억제는 NFAT의 활성 및 기능 억제를 

유도하며, 결과적으로 칼슘 신호의 파괴가 RANKL의 기능, NFATc1의 

활성 및 뼈 대사에서의 작용기전을 변화시킬 수 있다[4,15,22,23]. 칼

시뉴린/NFAT 신호 전달경로에서 NFAT의 기능을 조절할 수 있는 다

양한 어뎁터 단백들이 보고되었다[24-28]. 이들 중 스캐폴드 단백인 

Homer 그룹은 여러 개의 스플라이싱 변이들을 통해 Homer1, Hom-

er2, Homer3로 분류된다. 이 중, 짧은 형태의 Homer1a는 신경세포

에서 지속적 자극에 의해 직접적으로 발현되는 초기 유전자 생산물로 

발견되었고, Homer1a를 제외한 모든 Homer 단백들은 긴 형태를 지

니고 있으며, 중추신경계 전반에 고르게 발현되어 있다[29]. Homer 단

백들은 N-말단에 Ena/VASP homology 1 (EVH1) 단백 결합 도메인

과 C-말단에 coiled-coil 복합(multimerization) 도메인과 류신 지퍼

(leucine zipper)를 가지고 있으며, 특히 EVH1 도메인은 일부 GPCR

들, TRPC 채널들, IP3 수용체들, ryanodine 수용체들(RyRs), 그리

고 스캐폴드 단백인 Shank 그룹 등과 결합을 할 수 있는 곳이다[30]. 

Homer 단백은 신경 세포의 시냅스 활성을 조절하는 시냅스 단백으로 

알려졌으나, 이후 비활성 세포에서의 연구들을 통해 Homer1은 TRPC 

채널과 IP3 수용체들의 결합을 도와 칼슘의 유입을 조절하고, Homer2

는 췌장의 포상세포에서 G 단백과 PLC 활성 조절을 통해 GPCR들의 

칼슘 신호 유발 자극 강도를 조절하며, 이하선 포상세포에서는 PMCA

와의 결합을 통해 [Ca2+]i를 조절한다는 것이 밝혀졌다[29-33]. 최근, 

골격근에서 Homer2는 근세포 분화과정 동안 RyR을 통한 칼슘 분비를 

증가시켜 NFATc1-의존적 신호 전달경로를 활성화시키고, Homer2

와 Homer3가 T 림프구와 파골세포에서 칼시뉴린과 경쟁적으로 NFAT

에 결합하여 T 세포의 활성 및 파골세포 분화를 조절한다고 보고되었다

[24,26,34]. 그럼에도 불구하고, 여전히 파골세포 분화 동안 RANKL에 

의한 NFATc1의 신호 전달경로에서의 Homer 단백들의 역할과 작용

기전에 대해서는 명확히 알려져 있지 않다. 본 연구에서는 Homer2와 

Homer3 유전자 제거 마우스를 이용하여 뼈 리모델링과 노화 과정에서 

나타나는 뼈의 변화에 대한 Homer 단백의 역할과 영향을 알아보고자 

하였다. 

Materials and MethodsMaterials and Methods

1. 재료

모든 세포 배양 배지와 보충품들은 Invitrogen (Carlsbad, CA, 

USA)에서 구입하였다. Soluble RANKL (sRANKL)와 M-CSF는 Pe-

proTech (Rocky Hill, NJ, USA)에서 구입하였다. 

2. 실험동물

대조군(wild-type, WT)과 Homer2, Homer3, 그리고 Homer2/

Homer3 유전자 제거(Homer2
–/–

, Homer3
–/–

, Homer2/3 DKO) 마

우스는 Paul F. Worley 박사(Johns Hopkins University School of 

Medicine, Baltimore, MD, USA) [26,32]로부터 제공받아 선행 연구

에서 제작/사용되었던 실험동물을 사용하였다[24,33]. 모든 실험동물

들은 연세대학교 치과대학 동물실에서 12시간 주/야 순환 주기와 일정

한 온도, 습도를 유지하면서 사료와 물을 자유로이 공급하며 사육되었

고, 연세대학교 실험동물 윤리위원회(IACUC 승인 번호 2014-0067)

의 윤리규정에 따라 실험하였다. 

3. BMMs의 분리

1차 배양된 BMMs은 이전에 설명한대로 4–6주령 마우스의 대퇴골

과 경골에서 분리되었다[24]. 대퇴골 및 경골의 골수로부터 유래된 모

든 세포를 모아 10% fetal bovine serum 및 30 ng/mL M-CSF를 

함유하는 a-minimum essential medium 배지에서 배양하였다. 다

음날, 비접착성 세포를 모아 적절한 플레이트에 파종하고 M-CSF로 처

리하였다. 2일 후 비접착성 세포는 phosphate buffered saline로 세

척 후 제거하고 접착성 세포를 BMM 세포로 사용하였다.

4. 골 밀도 및 골격 형태 분석

경골 및 대퇴골은 WT 및 Homer2
–/–

, Homer3
–/–

, Homer2/3 DKO 

마우스에서 분리되었다. 골 밀도는 3D Mct (SkyScan-1076 high 

resolution in vivo μCT system; SkyScan, Aartselaar, Belgium)

로 측정하고 CTAn 및 cone beam reconstruction software로 분석

하였다. 조직학적 염색과 분석은 선행연구에서 사용된 방법과 동일하게 

실시하였다[11,24].

5. �Tartrate-resistant acid phosphatase 염색 분석(TRAP 

stain assay)

BMM 세포를 3 × 105 세포/well의 밀도로 96-플레이트에 파종하

고 지시된 화합물로 전처리하였다. 세포를 50 ng/mL sRANKL로 자극

한 지 4일 후, 세포 분화 속도를 평가하기 위해 TRAP 염색 분석을 수행

하였다. TRAP 염색은 선행연구에서 기술한 방법과 동일하게 실시하였
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다[24]. 4% paraformaldehyde 용액으로 고정 후, 100 μL의 TRAP 

염색 용액을 첨가하고 40분 동안 염색하였다. TRAP-양성 다핵 세포

(≥ 3핵 함유)를 계수하였다.

6. 골 흡수율 측정(Pit assay)

BMM 세포를 hydroxyapatite 미네랄로 코팅된 Osteo assay 플

레이트(Corning)에 파종하여 6일 동안 BMM 세포를 30 ng/mL M-

CSF 및 50 ng/mL sRANKL를 처리한 후 차아 염소산 나트륨 용액

(sodium hypochlorite solution)으로 1시간 동안 실온에서 세척하였

다. 플레이트 표면에 형성된 피트는 이미지화하여 MetaMorph 소프트

웨어(Molecular Devices, San Jose, CA, USA)를 사용하여 계산하

였다.

7. 실험자료의 통계 분석

모든 실험자료의 수치 값은 평균값 표준오차(mean ± standard 

error로 표시하였다. 각 수치 값의 통계적 유의성 검증은 독립 t-test를 

시행하였으며, p ＜ 0.05에서 통계적으로 유의하다고 평가하였다.

ResultsResults

1. 대조군과 유전자 제거 마우스들에서 골 밀도 변화 비교

본 연구팀은 이전의 연구에서 Homer2/3 DKO 마우스의 골 밀도는 

대조군에 비해 현저히 감소되었으나, 뼈 생성에는 영향을 주지 않음을 

보고하였다[24]. Homer 단백들이 골 밀도에 미치는 영향을 조사하기 

위해 4–6주령된 대조군과 Homer2
–/–

, Homer3
–/–

, Homer2/3 DKO 

마우스의 경골 및 대퇴골을 분리하여 골 밀도를 측정하였다. Hom-

er2
–/–

와 Homer3
–/–

에서의 골 밀도는 대조군과 차이가 나지 않았으나, 

골 밀도가 감소된 Homer2/3 DKO와의 골량 및 지주골(trabecular 

bone)의 두께, 수, 그리고 지주골 간의 거리 모두 현저히 차이가 나는 

것을 확인하였다(Fig. 1). 이러한 결과들은 Homer 단백 단독 발현 억

제가 골 밀도에 영향을 미치기 어려움을 보여준다.

2. RANKL에 의한 파골세포 분화 활성 변화

본 연구팀은 이전의 연구에서 Homer2/3 발현과 파골세포 분화과

정에서의 NFAT의 발현 및 분화 활성 조절 간의 상관성을 보고하였다
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Fig. 1. Measurements of bone density in wild-type (WT), Homer2–/–, Homer3–/–, and Homer2/3 DKO mice. (A) Microradiographic analyses of femurs in WT 
(n = 10), Homer2–/– (n = 7), Homer3–/– (n = 9) and Homer2/3 DKO (DKO, n = 8) mice. Trabecular and cortical bone mass of Homer2/3 DKO decreased (4–6 
weeks). (B) μCT data of proximal femur obtained from WT, Homer2–/–, Homer3–/–, and Homer2/3 DKO mice. Each parameter, including bone volume/total vol-
ume (BV/TV), trabecular thickness (Tb. Th), trabecular number (Tb. N), and trabecular spacing (Tb. Sp) were calculated and presented. Data were normal-
ized to bone volume in WT mice and expressed as mean ± standard error. 
*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 compared with WT and Homer2/3 DKO. 
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Fig. 2. Receptor activator of nuclear factor-kappa B ligand (RANKL)-induced osteoclastogenesis changes in Homer2–/– and Homer2/3 DKO BMMs. (A) 
RANKL-induced osteoclast differentiation in vitro in wild-type (WT), Homer2–/–, Homer3–/– and Homer2/3 DKO BMMs by tartrate-resistant acid phosphatase 
(TRAP) staining (scale bar, 50 μm). (B) Measurements of the bone resorption activity in WT (n = 3), Homer2–/– (n = 3), Homer3–/– (n = 3) and Homer2/3 DKO 
(n = 3) mice (Pit assay; scale bar, 50 μm). (C) Columns show quantitative analysis of the number of TRAP positive (TRAP+) multinucleated cells (MNCs; ≥ 3 
nuclei) in WT (n = 3), Homer2–/– (n = 3), Homer3–/– (n = 4) and Homer2/3 DKO (n = 4) mice. The number of TRAP+ MNCs are significantly higher in Homer2–/– 
and Homer2/3 DKO mice. We normalized the data to the number of MNCs in RANKL-treated bone marrow-derived monocytes/macrophage (BMMs) of WT 
mice. (D) Bone resorption activities during osteoclastogenesis are higher in Homer2–/– and Homer2/3 DKO BMMs cells. Data were normalized to the total pits 
in osteoclasts of WT mice. Results were expressed as the mean ± standard error. 
*p < 0.05 and ***p < 0.001 compared with RANKL-treated WT.
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[24]. Homer 단백들이 파골세포 분화에 미치는 영향을 조사하기 위

해 대조군과 Homer2
–/–

, Homer3
–/–

, Homer2/3 DKO 마우스의 

BMM 세포에 RANKL 처리 4일 후 TRAP-양성 다핵 세포를 확인하였

다. RANKL 자극에 의해 다핵으로 분화된 성숙된 파골세포의 수를 비

교한 결과, Homer2
–/–

와 Homer2/3 DKO의 성숙된 파골세포가 대조

군보다 현저히 증가된 것을 확인하였다(Fig. 2A and 2C). 또한, BMM 

세포에 RANKL 처리 6일 후 골 흡수율을 측정한 결과, Homer2
–/–

와 

Homer2/3 DKO의 성숙된 파골세포의 골 흡수율도 대조군에 비해 현

저히 증가된 것을 확인하였다(Fig. 2B and 2D). 이는 Homer 단백 발

현이 파골세포 분화 활성 조절에 관여함을 시사한다.

3. Homer2/3 DKO 마우스에서 노화에 따른 골 밀도 변화

노화에 따른 Homer2와 Homer3 단백 발현 억제가 골 밀도에 미치

는 영향을 조사하기 위해 16주령 이하, 20–32주령, 40주령 이상된 대

조군과 Homer2/3 DKO 마우스의 경골 및 대퇴골을 분리하여 골 밀

도를 측정하였다. Hematoxylin and eosin 조직 염색과 분석을 통

해 Homer2/3 DKO 마우스에서의 골량 및 지주골 간의 거리가 노화

가 진행됨에 따라 대조군과 차이가 나는 것을 확인하였다(Fig. 3A). 또

한, μCT 분석을 통해 Homer2/3 DKO 마우스에서 골량 및 지주골

의 수, 그리고 지주골 간의 거리가 노화가 진행됨에 따라 현저히 감소

되는 것을 확인하였다(Fig. 3B and 3C). 이러한 결과들은 Homer2와 

Homer3 단백이 골 밀도 조절 및 노화에 따른 골 밀도의 변화와 밀접한 

관계가 있음을 시사한다.

DiscussionDiscussion

본 연구는 노화과정에서의 파골세포 분화 및 뼈 대사 조절에 대한 

Homer2와 Homer3 단백의 역할을 새롭게 규명하였다. Homer2와 

Homer3 단백의 동시 발현 억제를 통해 파골세포 분화과정에서 성숙

한 파골세포의 활성능력을 증진시킬 뿐만 아니라 노화에 따른 골 밀도 

감소가 촉진된다는 것을 확인하였다. 이는 본 연구진의 이전 보고에서 

Homer2와 Homer3 단백이 RANKL에 의한 NFATc1 활성화를 조절

하여 RANKL 매개 파골세포 분화의 주요 조절자임[24]을 재확인한 것
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Fig. 3. Decreased bone density of Homer2/3 DKO mice in aging-dependent manner. (A) Histology (hematoxylin and eosin staining) of tibias from ≤ 16, 20–
32, and ≥ 40 weeks of wild-type (WT) and Homer2/3 DKO mice (scale bar, 100 μm). The bone density was reduced in bone marrow of Homer2/3 DKO mice 
because of resorbed bone. (B, C) Microradiographic analyses of femur in ≤ 16, 20–32, and ≥ 40 weeks of WT (n = 15; n = 4; n = 4) and Homer2/3 DKO (n = 
14; n = 4; n = 7) mice. Homer2/3 DKO mice reduced bone density compared to WT in an aging-dependent manner. Data were normalized to bone volume in 
WT mice and expressed as mean ± standard error. 
BV/TV, bone volume/total volume; Tb. Th, trabecular thickness; Tb. N, trabecular number; Tb. Sp, trabecular spacing.
*p < 0.05 compared with WT.
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과 동시에 Homer 단백의 이러한 작용이 노화에 따른 뼈의 항상성 변화

와도 밀접한 관련이 있음을 제시한 것이다.

이전의 연구들에서 Homer 단백은 여러 칼슘 신호 전달 단백들과 상

호작용을 하며[30,32,33], 이들 칼슘 신호 전달 단백들은 파골세포 형

성에 중요한 역할을 담당하는 칼슘의 주기적 진동 반응의 생성 후 순

차적으로 파골세포 분화를 조절한다고 알려져 있다[4,11,13,14]. 칼

시뉴린/NFAT 신호 전달기전을 조절할 경우, 조골세포의 생성과 파

골세포 분화 및 작용에 의한 뼈 리모델링에 결정적 영향을 줄 수 있다

[2,15,22,23,35]. 최근 소뇌의 퍼킨제 세포에서 mechanistic target 

of rapamycin complex 1 (mTORC1)이 Homer3 단백 발현을 직접 

조절하며[36], mTORC1이 칼시뉴린/NFATc1에 의한 파골세포 분화를 

방해한다[37]고 보고되었다. 또한, 여러 연구들을 통해 NFAT은 골격근 

분화 및 T 세포 활성화에 관여하는 Homer 단백과 결합하여 작용한다

고 알려져 있다[26,34,38]. 본 연구진도 Homer2와 Homer3 단백이 

조골세포 분화와는 상관없이 파골세포 형성 과정에 중요한 역할을 담당

하지만, 칼슘의 진동 반응과는 독립적으로 작용하며, 칼시뉴린과 경쟁

적으로 NFAT의 발현을 조절하여 성숙된 파골세포 형성 및 작용에 관여

함을 보고하였다[24]. 

노화가 진행됨에 따라 폐경에 의한 성호르몬의 결핍이나 골량이 최고

조에 도달한 이후 파골세포에 의한 뼈의 재흡수와 조골세포에 의한 뼈 

생성을 통한 뼈의 리모델링 주기가 점차 느려져 결국 골량이 감소된다. 

이러한 골 소실에 대한 치료는 성호르몬 조절이나 운동에 의한 기계적 

자극, bisphosphonate나 부갑상샘호르몬과 같은 조골세포에 의한 뼈 

생성 촉진제, 또는 denosumab과 같은 파골세포 분화기전에서의 작용 

억제제 등을 사용하고 있지만, 효과가 미비하거나 동반되는 부작용으로 

인하여 치료가 한정적이다[39]. 최근, 가벼운 기계적 자극과 함께 칼시

뉴린 억제제인 cyclosporine A를 처리하였을 때 뼈 생성률이 노화가 일

어나지 않은 경우와 비슷하게 증가하여 노화에 의한 골 소실이 줄었다

는 보고가 있었다[40]. 그러나, 노화에 의한 골 소실과 관련된 기전 연

구뿐만 아니라 치료에 대한 연구는 여전히 부족한 실정이다. Homer2

와 Homer3 단백의 후기 파골세포 분화 조절 작용은 두 Homer 단백의 

동시 발현 조절에 의해서만 가능하며, 노화에 따른 뼈 대사의 균형 조

절에 관여함을 직접적으로 보여준 연구 결과는 없었다. 이전의 보고들

과 함께 본 연구의 결과들을 통하여 파골세포에서 Homer2와 Homer3 

단백이 NFATc1 활성, 다핵의 성숙한 파골세포 형성 및 작용 활성이라

는 순차적 신호기전을 조절함과 동시에 노화 자극에 따른 뼈의 리모델

링 과정에도 그대로 작용할 수 있다고 여겨진다[24,37,40]. 본 논문은 

Homer2와 Homer3 단백이 파골세포의 NFAT 신호 전달기전에 작용

하여 파골세포의 분화 및 작용을 직접 조절함과 동시에 정상 상태뿐만 

아니라 노화에 따른 뼈의 리모델링에도 관여한다는 것을 명확히 보여

주고 있으며, 골다공증과 같은 골격계 질병 연구에 큰 도움이 될 것으로 

생각한다.
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