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Thrombospondins (TSP-1, TSP-2) are secretory extra-

cellular glycoproteins that are involved in a variety of

physiological processes such as tumor cell adhesion,

invasion, and metastasis. The present study was undertaken

to elucidate the involvement of thrombospondins in the

adhesion of osteoblast-like cells using the TSP-1 or TSP-2

antisense MG63 and MC3T3-E1 cell lines. For down-

regulation of TSPs expression, we prepared antisense

constructs for TSP-1 and TSP-2 using the pREP4 an

episomal mammalian expression vector, which be able to

produce the specific antisense oligonucleotides around

chromosome. MG63 and MC3T3-E1 osteoblast-like cells

were transfected with the antisense constructs and non-

liposomal Fugene 6, and then selected under hygromycin B

(50 µg/ml) treatment for 2 weeks. Western blot analysis

revealed that expression of the TSP proteins was down-

regulated in the antisense cell lines. The cell adhesion assay

showed that adhesive properties of TSP-1 and TSP-2

antisense MG63 cells on the polystyrene culture plate were

reduced to 17% and 21% of the control cells, respectively,

and those of the TSP-1 and TSP-2 antisense MC3T3-E1

cells also decreased to 19% and 27% of control, respectively.

Adhesion of TSP-1 and TSP-2 antisense MC3T3-E1 cells on

Type I collagen-coated culture plate decreased to 27% and

76%, respectively. These results indicate that TSP-1 and

TSP-2 proteins may have an important role in adhesion of

osteoblast-like cells to extracellular matrix.

Key words: Thrombospondins, Extracellular Matrix,

Adhesion, MG63, MC3T3-E1

서  론 

혈소판에서 처음 분리된 트롬보스폰딘(thrombospondins,

TSPs)은 트롬빈에 의해 활성화되는 당단백질로서 신경세

포의 분화, 혈관신생의 억제, 상처 치유와 재생, 암세포

의 증식 및 전이와 부착 등에 관여함이 알려져 있다

(Streit 등, 1999; De Fraipont 등, 2001; Hawighorst 등,

2001; Sargiannidou 등, 2001; Agah 등, 2002). 현재까

지 5개의 아형이 보고되어 있으며, 그 중 약 145 kDa

의 분자량을 갖는 삼중합체인 TSP-1과 TSP-2는 아미노

산 N-말단의 heparin결합 부위와 한 개의 procollagen 상

동부위, 세 개의 properdin-like type 1 repeats, 세 개의

epidermal growth factor (EGF)-like type 2 repeats, 7

개의 calcium 결합부위와 C-말단의 구상 도메인으로 구

성되어 있다. Calcium 결합부위에는 인티그린(integrin)과

결합하는 RGD motif를 가지고 있다. 반면, TSP-3, 4, 5

는 TSP-1, 2와는 달리 100 kDa의 분자량을 갖는 다섯

개의 중합체로 이루어져 있고, 4개의 type 2 repeats를

가지고 있으나, procollagen 상동부위와 type 1 repeats

는 가지고 있지 않다(Bornstein 등, 2000; Chen 등,

2000).

TSP-1과 TSP-2는 혈소판 이외에도 섬유모세포, 혈관내
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피세포, 뇌교모세포, 면역세포에서 발견되며, 인티그린

(integrin; αvβ3, αIIbβ3)과 결합하는 RGD 도메인을 통

해 세포간 또는 세포외 기질과의 부착에 관여하며, 그 밖

에도 heparan sulfate, 인티그린 결합단백(IAP), CD36,

저밀도 지질 단백 수용체 등을 통해 세포와 세포, 세포

와 기질과의 결합에 관여함도 알려지고 있다(Chan-

drasekaran 등, 2000; Feitsma 등, 2000; Lawler 등,

2000; De Fraipont 등, 2001; Li 등, 2002; Saumet 등,

2002; Shahein 등, 2002). 

TSP-1과 TSP-2는 배양한 골모세포에서도 그 발현이 관

찰되며(Robey 등, 1989; Carron 등, 1999), 골모세포로

의 분화 과정 중에서 TSP-1 mRNA의 발현이 증가한다

(Sherbina and Bornstein, 1992). TSP-2는 신생골, 연골,

치아, 피부와 같이 교원질섬유가 풍부한 조직에서 발현하

며, 골형성 과정, 분화와 성장, 피부 손상의 치유 등에

관여함이 알려지고 있다(Reed 등, 1993; 1995; Kyria-

kides 등, 1999). TSP-2 유전자가 결여된 생쥐에서 골조

직, 특히 치밀골 생성이 증가되었으며, 진피 섬유모세포

의 fibronectin과 같은 세포외기질에 대한 부착 작용은 현

저히 감소하였다(Kyriakides 등, 1998; Bein and Simons,

2000; Yang 등, 2000). 

골형성 세포와 기질과의 부착은 골모세포의 골형성 능

력을 향상 시킨다는 점에서 중요한 의미를 지닌다. 골육

종 세포에 인티그린(α6, β1) 항체를 투여하면 세포의 부

착 감소와 함께 골육종 세포의 석회화가 억제되며, αv,

β3, α2, β1 등의 인티그린을 투여하면 석회화가 촉진된다

(Schneider 등, 2001). MC3T3-E1 및 치수유래 줄기세포

에 ascorbic acid, glycerophosphate의 투여는 세포외기질

의 양을 증가시켜 석회화 작용을 촉진시킴은 잘 알려져

있다(Quarles 등, 1992; Aikawa 등, 2006). 그러나 골모

세포의 기질 부착에 대한 TSPs의 역할에 대해서는 잘

알려져 있지 않다. 

본 연구에서 TSP-1, TSP-2 발현 억제는 골모세포와 세

포외기질과의 부착을 억제하는 결과를 초래하였으며, TSPs

이 골모세포의 부착 및 분화에도 중요한 인자로 작용할

가능성을 시사하였다. 

실험재료 및 방법 

Construct

TSPs 발현을 억제하기 위한 antisense construct는 다

음과 같은 방법으로 제작하였다. 먼저, 사람의 TSP-1,

TSP-2 cDNA를 얻기 위하여 사람의 골육종 세포주인

MG63 세포로부터 TRI reagent(Molecular Research

Center, Ohio, USA)를 이용하여 total RNA를 추출하였

다. 200 ng RNA를 100 pmol random primer, 100

unit MMLV 역전사 효소(Gibco-BRL, NY, USA)와 함

께 42
o
C에서 60분 동안 반응시켜 total cDNA를 얻었다.

XohI과 KpnI 인식부위가 연결된 TSP-1 및 TSP-2

primers (TSP-1-S, XohI-5’-CCGCTCGAGATGGGGCT

GGCCTGGGGACTA-3'; TSP-1-AS, KpnI-5’ -GGGGT

ACCTTCTTCCACAGACACCA-3'; TSP-2-S, XohI-CC

GCTCGAGATGGTCTGGAGGCTGGTCCTGCT-5';

TSP-2-AS, KpnI-5'-GGGGTACCTTTGGCCACGTACAT

CCGGCTCTT-3', Bioneer, Co, Korea)와 앞에서 얻은 10

µl의 역전사효소 반응산물, 1 unit Taq DNA 중합효소

(Gibco-BRL, NY, USA)를 94
o
C에서 5분의 초기 변성과

정을 거친 후, 94
o
C, 1분의 변성(denature) 과정과 72

o
C,

2분의 연장(elongation) 과정, 그리고 60
o
C, 1분(TSP-1)

및 58
o
C, 1분(TSP-2)의 연화(annealing) 과정을 30회 반

복하여 XhoI과 KpnI이 연결된 TSP-1과 TSP-2 cDNA

분획을 얻었다. 

TSP-1 및 TSP-2 cDNA와 상염색체 발현 벡터인

pREP4 벡터(Invitrogen, CA, USA)를 XhoI (Takara,

Japan)과 KpnI (Takara, Japan) 효소로 각각 반응시킨 후,

이를 각각 정제하여 T4 ligase (Takara, Japan)로 재조합

함으로 antisense nucleotide를 생성하도록 하는 plasmid

vector를 제작하였다. 재조합된 각각의 plasmid는 XhoI과

KpnI으로 처리하고, 전기영동을 시행하여 각각의 유전자

분획(TSP-1, 478 bp; TSP-2, 583 bp)을 확인하였고,

DNA 염기서열분석기(PE/ABI DNA sequencer, Model

377, USA)로 염기서열을 재확인하였다. 

세포 배양 및 형질 전환 

사람의 골육종에서 유래한 MG63 세포와 생쥐의 두개

골에서 유래한 MC3T3-E1 세포는 10% FBS와 gentamycin

(50 µg/ml, Gibco-BRL, NY, USA)을 함유한 Dulbecco's

Modified Eagle Medium (DMEM)에서 배양하였다.

Antisense 벡터의 도입은 FuGene 6 (Roche, Germany)

를 이용하였으며, 제작사에서 추천하는 방법에 준하여 시

행하였다. 즉, 각 plasmid DNA 2 µg, FuGene 3 µl,

serum-free DMEM 97 µl의 비율로 각각 섞어 20분간 실

온에서 반응시킨 후, 세포 배양액에 첨가하였다. 각 세포

를 hygromycin B (50 µg/ml, Gibco-BRL, NY, USA)

존재 하에서 선택 배양하여 각각의 antisense 세포를 얻

었다. 

 

Western blot 분석 

배양한 세포를 nonidet P-40 buffer (150 mM NaCl,

benzamidine 1 mM, 50 mM Tris, trypsin inhibior 1 µg/

ml, 5 mM EDTA, pH 8.0, PMSF 1 mM, NP-40 1%)

에서 용해시키고, 14,000 rpm으로 15분간 원심분리하여

세포 단백을 추출하였다. 각 단백의 양은 BCA (Pierce,

USA) 정량법으로 측정하였다. 30 µg의 전체 단백질을

10% polyacrylamide gel에 전기영동하여 분리한 다음,
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nitrocellulose막에 전이시켰다. 이어 단백질이 전이된 막

을 blocking buffer (5% nonfat dry milk, 1% BSA,

0.02% sodium azide in tris-buffered saline)로 2시간 동

안 반응시킨 다음, 다클론성 TSP-1(1 : 1,000)과 TSP-2

(1 : 1,000)항체(Santa Cruz, CA, USA)를 상온에서 2시

간 반응시켰다. Horseradish peroxidase가 결합된 이차항

체를 실온에서 1시간 반응시키고, 화학발광제(Amersham

Life Science, Arlington Heights, IL, USA)를 반응시켜

TSP-1, TSP-2 단백 발현을 확인하였다. 

세포 부착능 측정 

각각의 세포를 0.05% trypsin/EDTA (Gibco-BRL, NY,

USA)로 분리하여 3,000 rpm으로 실온에서 5분간 원심

분리하고, 100 µl당 40,000개의 세포가 되도록 재부유하

여 폴리스티렌 96 well plate (Costar, NY, USA)에 분

주한다. 4 시간 후에 부착되지 않은 세포를 흡입 제거하

고, 바닥에 부착되어 있는 세포를 CellTiter 96 AQueous

proliferation assay kit (Promega, USA)와 분광기(Bio-

Tek instrument, USA)를 이용하여 부착된 세포의 양을

비교하였다. 

세포외기질과의 부착능은 96 well plate에 제1형 콜라

젠(Sigma, USA)을 코팅하여 다음과 같은 방법으로 측정

하였다. 즉, 콜라젠을 제조사의 지시에 따라 각 well 당

50 µg이 들어가도록 분주하고, 콜라젠이 well 표면에 잘

결합되도록 24시간 동안 상온에 방치한다. 여분의 용액

을 제거한 후 콜라젠이 도포되지 않은 남은 부분을 채우

기 위해 1.5% bovine serum albumin으로 37
o
C에서 2

시간 반응시킨다. 각 well에 40,000개의 세포를 분주하고

4시간 후 부착되지 않은 세포를 흡입 제거한다. 위상차 현

미경(inverted phase microscope, Olympus IM, Japan) 관

찰 하에서 같은 면적을 갖는 네 부위에서 단위 면적당

부착된 세포의 수를 세어 콜라젠 기질에 대한 각 세포의

부착 정도를 비교하였다. 

통계

각각의 실험결과는 평균과 표준오차로 나타내었으며,

unpaired Student's t-test를 시행하여 0.01%의 신뢰구간

에서 유의성 검정을 실시하였다. 

실험 결과

Antisense 벡터를 이용한 TSP-1 및 TSP-2 발현 억제

TSP-1, TSP-2 antisense 벡터가 올바르게 형성되었는지

를 확인하고자 각각의 벡터를 Kpn I과 Xho I 효소를 처

리한 후 1% agarose gel 상에서 전기영동을 시행하였다.

Fig. 2. Inhibition of TSP-1 or TSP-2 expression in MG63 (A) and MC3T3-E1 (B) cells by using antisense constructs. Antisense construct for
TSP-1 or TSP-2 was transfected into each cell with non-liposomal Fugene 6. pREP4 control vector used as a control. Transfected cells were
selected under hygromycin (50 µg/ml) treatment, and level of TSP-1 or TSP-2 expression was determined by western blot analysis. Lane (1)
and (3), pREP4 vector; lane (2), TSP-1 antisense; lane (4), TSP-2 antisense.

Fig. 1. Identification of antisense pREP4-TSP-1 and pREP4-TSP-2
constructs. Each construct was reacted with Xho I and Kpn I
enzyme, and electrophoresis was done. Lane 1 and 2 are molecular
size markers, high-range Hind III and low-range pWon 600,
respectively. Lane 3 and 4 showed Xho I and Kpn I-restricted plas-
mid DNAs corresponding TSP-1 and TSP-2, separately, with 10.1
kb size of pREP4 vector.
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pREP4 벡터 크기에 해당하는 약 10 kb DNA 분획과

PCR로 증폭한 TSP-1과 TSP-2 크기에 해당하는 DNA

분획(TSP-1, 478 bp; TSP-2, 583 bp)을 확인하였다(Fig.

1). 정확한 확인을 위해 각 벡터의 염기서열을 분석하였

으며, 그 결과 삽입한 염기서열이 전사개시부위를 포함하

는 TSP-1 및 TSP-2의 염기서열과 일치하였다 (data not

shown). 인간과 생쥐 사이의 TSP-1, TSP-2 cDNA는 각

각 95%, 90%의 유사성을 보인다. TSPs 유전자를 함유

한 각각의 antisense 벡터는 Fugene 6와 함께 MG63 및

MC3T3-E1 골모세포에 첨가되었고, hygromycin (50 µg/

ml)으로 형질전환된 세포를 선택 배양하여 각각의 antisense

세포를 얻었다. 배양한 각각의 세포로부터 단백을 추출하

여 Western blot 분석을 시행한 결과, antisense 벡터를

투여한 MG63 및 MC3T3-E1 세포에서 TSP-1과 TSP-2

발현이 정상 세포보다 억제됨을 확인하였다(Fig. 2). 

TSP-1, TSP-2 발현 억제 세포의 부착능 

골형성 세포의 부착에 있어서 TSP-1과 TSP-2의 역할

을 알아보기 위하여 TSP-1, TSP-2 발현 억제 세포와 정

상 세포의 부착능력을 비교하였다. 폴리스티렌 세포 배양

판에 40,000개의 세포를 분주한 후 4 시간 후에 바닥에

부착된 세포의 양을 비교하였다. TSP-1, TSP-2 발현이

억제된 MG63 세포의 부착은 정상세포에 비해 83%, 79%

가 감소하였으며(Fig. 3A), MC3T3-E1 세포에서도 각각

81%, 73%의 부착 감소가 관찰되었다(Fig. 3B). 

뼈를 구성하는 세포외기질 중에서 가장 많은 비중을 차

지하는 것은 제1형 콜라젠이다. 골모세포의 콜라젠 기질

에 대한 부착과정에서 TSPs의 작용을 알아보고자 제1형

콜라젠 섬유를 세포 배양판에 코팅하고 이 기질에 대한

각각의 세포 부착을 관찰하였다. TSP-1, TSP-2 발현이

억제된 MC3T3-E1 세포의 부착이 정상 세포에 비해 각

각 73%, 34%가 감소하였다(Fig. 4). 

Fig. 3. TSP-dependant adhesion of MG63 and MC3T3-E1 on polystyrene culture plate. Forty thousand of trypsin-treated cells were sepa-
rately seeded in serum-free DMEM medium on polystyrene culture plate, and 4 hours later non-attached cells were aspirated. Then CellTiter
96 AQueous proliferation assay solution was added, and absorbance was measured by spectrophotometer at 490 nm wave-length. Adhesive
properties of the cells in TSP-1 and TSP-2 antisense-transfected groups decreased compare to vector control group (**p<0.001, n = 5).

Fig. 4. TSP-dependant adhesion of MC3T3-E1 on Type I collagen-coated plate. Ninety six well was coated with 50 µg of Type I collagen at
room temperature, and then cells were seeded as in Fig. 3. (A) Representative photomicrographs of attached cells, (a) control, (b) pREP4
group, (c) TSP-1 antisense group, and (d) TSP-2 antisense group (× 100). (B) Relative adhesion of each cell. The values were calculated from
numbers of attached cells, which are counted in 4 consecutive areas of each group. The data are expressed mean ± SE. Adhesion of TSP-1
antisense group was significantly reduced compare to vetor only group (**p<0.01, n=4).
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고  찰 

골모세포와 세포외기질/금속 생체 재료와의 부착은 골

모세포의 활성을 촉진시키며, 이는 손상된 골조직의 치유

과정과 금속재료 이식의 성공 여부에 중요하다(Anselme,

2000; Bornstein 등, 2000; 전 등, 2006). 본 연구에서는

면역세포와 섬유모세포 등의 부착에 중요한 역할을 하는

것으로 알려진 thrombospondins 단백이 골모세포와 세포

외 기질과의 부착에는 어떠한 영향을 미치는지 알아보기

위하여, 염색체 근처에 TSP-1과 TSP-2 역전사 핵산 발

현을 유도하는 벡터를 제작하여 이들 각 세포에 주입함

으로 각각의 단백 발현이 억제된 골형성 세포를 유도하

였다. 이러한 방법의 세포 내 특정 유전자 발현 감소는

Lee 등(2005)에 의해 시도되어 왔으며, 본 연구의 Western

blot 실험결과에서도 이러한 방법의 사용이 골모세포 특

성을 지닌 MG63 세포와 MC3T3-E1 세포에서 TSP-1과

TSP-2 발현 감소를 유도하였다(Fig. 2). TSPs 단백은 신

생골, 골막, 연골 성장판 등에서 발현되고, 또 시험관 내

배양되는 MC3T3-E1세포와 골육종 세포에서도 발현된다

(Clezardin 등, 1989). 이러한 사실은 TSPs가 골모세포

분화 및 골형성 과정에도 관여할 가능성이 있음을 시사

한다. 부착능 실험 결과, TSP-1과 TSP-2 발현 억제 세

포는 세포 배양판 또는 제1형 콜라젠이 도포된 세포 배

양판에서 부착능력이 현저히 감소하였다(Fig. 3과 4). 이

러한 결과는 TSP-1을 도포한 세포 배양판에서 U2OS,

Saos-2 골육종 세포의 부착이 농도 의존적으로 증가하며

(Decker 등, 2002), TSP-2 유전자를 제거한 생쥐로부터

얻은 섬유모세포는 정상 생쥐로부터 유래된 섬유모세포

보다 폴리스티렌 세포배양판 및 fibronectin 기질을 도포

한 배양판에 대한 부착이 약화되어 있다는 결과(Kyriakides

등, 1998)와 같은 의미를 지닌다. 이는 TSPs 단백이 골

모세포와 기질간의 부착에 중요함을 시사한다. 

TSP 단백은 N-말단의 heparin결합 부위, properdin-like

type 1 repeats, calcium 결합부위, C-말단의 구상 도메

인에서 세포 표면에서 발현되는 수용체로 알려진 heparan

sulfate, 저밀도 지질 단백 수용체, 인티그린, IAP, CD36

와의 결합을 통해 세포 부착에 관여하는 것으로 알려져

있다(Chen 등, 1996). 그 예로 U2OS와 Soas-2 골육종

세포는 TSP-1 또는 RGD 부위가 없는 70 kDa의 TSP

분획을 코팅한 배양판에서 농도 의존적으로 세포 부착이

증가하였으며, 이러한 부착 증가는 α4와 β1 인티그린 항

체에 의해 억제되었다(Decker 등, 2002). 또한 피부 및

골조직에서 발현되고 있는 항부착 단백인 decorin은 TSP-

1의 N-말단 heparin 결합부위와 결합하여 골모세포의 부

착을 경쟁적으로 억제하였다 (Merle 등, 1997). 또 Adams

와 Lawler(1993)는 G361 흑색종 세포, 사람의 소장 평

활근세포, 상피각화세포 및 MG63 골육종 세포주의 TSP-

1에 대한 부착 기전은 세포마다 각각 다르며, MG63세

포의 경우 αvβ3 인티그린이 TSP-1의 RGD 부위와의 작

용을 통하여 부착을 증진시키는 것으로 보고하였다. TSP-

2 knock-out 생쥐에서 유래한 섬유모세포는 정상세포에

비해 부착능이 감소하였으며, 이는 TSP-2 감소에 따른

MMP-2 활성 증가와 세포외기질 파괴와 관련이 있다 (Yang

등, 2000). 이러한 일련의 결과들을 고려해 볼 때, 본 실

험에서의 MG63 및 MC3T3-E1 세포의 부착 능력 감소

는 TSPs 발현 억제에 따른 인티그린 및 그 밖의 세포

표면 단백과의 결합 감소로 초래되었을 것으로 추론할

수 있다. 이에 대한 정확한 작용은 앞으로 더 추구해야

할 부분이다. 

골형성 능력을 지닌 세포와 기질 및 금속재료와의 부

착은 세포의 골형성 능력과 금속 재료의 생체 적합성에

많은 변화를 야기하고, 이러한 작용기전으로서 다양한 인

자들의 관여가 제시되고 있다. 인티그린을 통한 골모세포

와 기질간의 부착은 bone sialoprotein의 발현 증가와 함

께 골모세포의 석회화를 촉진시키며, 이러한 작용에는 αv,

β1, αvβ3, α2β1 인티그린을 통한 세포 내 신호전달과정이

제시되고 있다(Schneider 등; 2001). Saos-2 세포는 티타

늄 합금(Ti6Al4V)와 코발트-크롬-몰리브덴 합금 표면과

부착하며, 인티그린과 결합하여 경쟁 인자로 작용하는

GRGDSP 펩타이드를 첨가하면 골모세포와 금속물질간의

부착이 감소한다(Gronowicz and McCarthy; 1996). 또한,

인티그린을 통한 골모세포와 기질 또는 금속재료간의 부

착은 세포 내 focal adhesion kinase (FAK) 활성과 골

형성 관련 단백의 발현을 증가시키며, 이와 더불어 talin,

vinculin, paxillin, tensin과 같은 actin 결합 단백의 활성

을 촉진시킨다(Anselme, 2000). 이러한 결과는 골모세포

표면의 인티그린이 세포와 기질 및 금속간 부착에 중요

하며, 인티그린 결합도메인인 RGD를 함유한 TSPs도 골

모세포와 기질/금속재료와의 결합에서 중요한 작용을 할

것으로 추론 가능하게 한다. 본 연구의 결과는 TSP-1과

TSP-2 단백이 골모세포와 기질과의 결합에 관여하고, 향

후 임플란트와 골모세포와의 부착증진에 대한 연구로서

TSPs 단백(부착 관련 중요 도메인분획 포함)에 대한 이

해가 필요함을 시사한다. 
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