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1. 서론 
 

뼈 재형성 조절자로서 신경전달물질(neurotransmitter)는 
면역조직화학적 방법을 통해 신경을 포함하는 다양한 조직

에서 분비되어지는 물질인 neuropeptide 로서 알려지게 되었

다. 특히, 뼈 조직의 골막(periosteum), 골수강(bone marrow 
cavity), 혈관(vascular canals) 등에 신경 조직이 존재하며, 이
들이 곧 골격신경분포계(skeletal innervation system)를 이루어 
neuropeptide 를 분비하게 된다 [1, 2]. 신경전달물질로서 알
려진 neuropeptide 는 VIP(vasoactive intestinal peptide), 
CGRP(calcitonin gene related peptide) 등이 있다. 특히, 
VIP(vasoactive intestinal peptide)는 28 개의 아미노펩타이드로 
구성되어 있는 신경전달물질로서 주로 소화기관, 뇌, 말초

신경에서 비아드레날린성 혹은 비콜린성으로 작용한다. 장, 
췌장, 폐, 관상, 심장, 뇌혈관 등의 혈관확장, 동맥혈압을 
낮추고 심박출량을 감소시키며 ALP activity 와 calcium 
content 를 자극하는 등의 다양한 역할을 한다 [3]. 또한 뼈 
조직의 골막(periosteum)에서 발견되었으며 뼈 형성 세포인 
osteoblast 에서 VIP receptor 로 알려진 VIP-1, VIP-2, 
VIP/PACAP 를 확인하였으나 각각의 역할에 대해서는 아직 
확실하지 못한 부분이 많다 [1, 4, 5, 6]. 

골밀도 항상성은 뼈를 형성하는 osteoblast 와 뼈를 흡수

하는 osteoclast 의 생성비율이 엄격하게 조절되어짐으로 유
지된다. 이들 세포는 서로 경쟁적 억제를 통해 특이하게 
연관되어 있다. 대표적인 예로는 osteoblast 에서 분비하는 
RANKL 과 OPG 의 유전자 발현이 있다. Osteoclast 로의 분
화를 유도하는 receptor activator for NF-κB ligand(RANKL)는 
osteoclastogenesis 를 시작하는 ligand 로서 preosteoclast 의 
RAKL 에 결합되어 osteoclast 생성을 유도한다. 이와 반대로 
osteoprotegerin(OPG)는 다양한 조직에 존재하는 glycoprotein
으로, TNF ligand superfamily 의 하나인 RANKL 의 decoy 
receptor 로 작용하여 파골세포의 분화와 활성을 증강시키는 
RANK 에 RANKL 과 경쟁적으로 결합함으로써, 골소실을 
억제하는 역할을 한다. 이러한 과정을 통해 osteoblast 와 
osteoclast 의 세포 생성 및 기능이 조절되어 뼈 재형성을 유
지하는 것이다. 이전 연구에 의하면 인간 골대사 질환의 
변이성 중 70%가 유전적으로 결정되는 것으로 알려져 있
다. 이러한 변이성을 설명하는 인자들은 수용체, 싸이토카

인, 성장인자들과 기질단백질들로 나뉠 수 있다 [7].   
실제로 RANKL 이 결여된 경우의 대표적인 골질환로 

알려진 골화석증(osteopetrosis)이 발생한다. 실험적으로 
RANKL 을 주입하게 되면 고칼슘혈증 및 골교체율이 증가

하여 골소실이 유발된다[8]. OPG 유전자 결핍 쥐는 심한 골
소실과 함께 대동맥 석회화와 연관성이 있으며, 혈관 석회

화가 향후 골밀도 저하와 골다공증성 골절의 위험인자라는 
것이 밝혀지고 있다. 이러한 병인들이 유전자 조작을 이용

하여 OPG 를 생성할 수 있게 되었을 때 회복되었다는 연
구가 있다[9]. 최근 들어 mechanical stimulation 을 통한 
RANKL 과 OPG 유전자 발현 조절에 관한 연구에 의해 
mechanical stimulation 이 뼈 생성을 유도하고 흡수를 억제하

는 것으로 알려졌다. 이를 통하여 뼈 재형성에 관여하는 

신경전달물질과 물리적인 신호와 연계하여 뼈 재형성의 조
절 과정을 연구할 필요성이 있다 [10, 11, 12]. 본 연구에서

는 뼈 형성 세포인 osteoblast 에 신경전달물질인 VIP 를 노
출시킨 후 mechanical loading 을 가하였을 때의 뼈 재형성 
관련 유전자 발현량을 확인하였다.  

 
2. 재료 및 방법 

 
세포배양 및 VIP 농도 

본 연구에서는 MC3T3-E1 preosteoblast 세포를 5% CO2, 
37℃의 incubator에서 농도가 89% α-MEM, 10% FBS, 1% P/S
인 배지를 넣고 배양하였다. VIP(Sigma-Aldrich)의 농도는 세
포를 대상으로 시행된 이전의 실험을 통해 10-10M～10-4M 
중에서 10-6M에서 ALP activity와 calcium content를 자극하는 
것으로 알려진 논문을 토대로 하여 10-6M의 농도로 
subculture 후 세포부착이 되었을 때, 3 일 뒤 총 2 번 첨가하

여 6 일에 걸쳐 세포를 배양하였으며, 배지는 3 일에 한번 
갈아주었다 [6].  

 
Mechanical loading 

Subculture 후 5 일 뒤에 mechanical loading 을 위해 slide 
subculture 가 이루어졌다. 5 일간 VIP 에 노출된 MC3T3-E1 
(preosteoblastic cell)을 슬라이드(7.5cm×3.8cm, USA) 위에 부
착시킨 후 24 시간 뒤에 전단응력을 가하였다. 본 연구의 
모델에서는 전단응력(oscillatory fluid flow)을 1Pa 의 세기로 
한 시간 동안 가해졌으며, control 그룹은 이러한 loading 이 
가해지지 않았다 [10]. Loading 이 끝난 뒤, 바로 mRNA 의 
추출이 이루어졌다.  
 
mRNA isolation & cDNA synthesis  

Slide subculture 24 시간 뒤, 슬라이드에 부착된 세포를 
PBS로 세척한 뒤 total RNA를 Tri-Reagent(Sigma-Aldrich)를 
사용해 세포에서 추출해 내었다. 추출해 낸 RNA를 cDNA 
synthesis를 위해 TaqMan® Reverse Transcription Rea- gents 
Kit(Applied Biosystems)를 사용하여 pre-cDNA sample을 
Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler에 의해 합성시켰다.  

 
Real Time RT-PCR 

cDNA sample을 Taqman® Universal PCR Master Mix 및 
20X primer(Applied Biosystems)를 사용하여 Applied 
Biosystems 7500 Real-Time PCR system으로 OPG, RANKL의 
유전자 발현량을 Relative Quantitation(RQ) study software를 
통해 확인하였다. 또한 각 유전자의 mRNA level을 
housekeeping gene(18s)의 level로 normalization을 하였다. 

 
3. 결과  고찰 및 

RANKL의 발현량 실험결과에서는 mechanical loading만 
가한 그룹(V-/L+)과 VIP(10-6M)만 처리한 그룹(V+/L-)을 
control로 비교했을 때, 두 그래프 모두 60%미만의 감소율

을 보였다. 뿐만아니라 VIP(10-6M)처리 후 mechanical 
loading을 가한 그룹(V+/L+)에서는 control과 비교했을 때  
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70% 이상의 감소율을 보였다. (Fig. 1)  

 
Fig. 1 RANKL gene expression of  MC3T3-E1 cells treated 

with VIP(10-6M) and loading(1Pa). Error bars represent standard 
error. [N=4]  

 
Fig. 2 OPG gene expression of MC3T3-E1 cells treated with 

VIP(10-6M) and loading(1Pa). Error bars represent standard error. 
[N=4] 

   
OPG의 발현량 실험결과에서는 loading및 VIP그룹이 

control과 비교했을 때 증가됨을 보였다. 그 중에서도 
VIP(10-6M) 처리 후 mechanical loading을 가한 그룹(V+/L+)
은 control과 비교하여 약 2 배 증가하였다. (Fig. 2) 이와 더
불어 RANKL유전자 발현량을 OPG유전자 발현량으로 나누

어 그래프를 나타낸 결과 control과 비교하였을 때 RANKL
의 유전자 발현량이 80% 이상 감소되었음을 확인하였다. 
(Fig. 3)  

 
4. 결론  

본 연구에서는 뼈 조직에 존재하는 신경전달물질의 노
출과 mechanical loading 의 자극이 뼈 형성세포인 osteoblast
에 미치는 영향을 확인하였다. 그 결과 뼈 재형성 관련 유
전자 발현조절을 통해 bone resorption 이 억제됨을 알 수 있
었다. 이러한 결과는 신경전달물질과 mechanical loading 이 
bone metabolism 조절에 관여함을 의미한다. 그러나 두 조절

자가 각각 세포에 미친 영향은 서로 다른 특이성을 가진 
신호였으므로 흥미로운 부분이 아닐 수 없다. 신경전달물

질은 뇌하수체에서 나오는 신경절이 뼈 조직속의 혈관과 
골수 그리고 골막에 이르러 신경조직을 형성하여 뇌의 직
간접적인 신호를 받아 나오는 과립의 물질이다[1, 4, 5, 6]. 

이러한 신경전달물질은 화학적 신호 또는 몸의 환경적

인 변화가 일어났을 때 분비된다고 추측된다. 다시 말해 
뼈 재형성에 미치는 영향을 조절하기 위해 신경전달물질이 
분비되어 뼈 형성을 유도함으로 보여진다. 이와 달리 
mechanical loading 은 운동 등의 물리적인 신호에 의한 것이

다 [10, 11, 12]. 본 연구에서는 bone formation 을 유도하는 
mechanical loading 에 신경전달물질을 함께 노출시킴으로 뼈 

 
Fig. 3 RANKL/OPG gene expression of  MC3T3-E1 cells 

treated with VIP(10-6M) and loading(1Pa). Error bars represent 
standard error. [N=4] 
 
형성에 상호적인 영향을 미침을 알 수 있었다. 그러나 두 
조절자가 뼈 재형성에 관여하는 과정 및 뼈 형성 관련 유
전자 발현 증가에서 bone mass 의 증가로 발전되어지는 과
정 등의 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.  
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