
Ⅰ. 서 론

골 조직의 성장과 이와 관련하여 나타나는 적절한 혈류

공급이 접한 관련이 있다는 것은 주지의 사실이다. 적절

한 혈류공급을 위한 혈관신생인자로 가장 잘 알려진 것은

혈관내피세포성장인자 (vascular endothelial growth factor,

VEGF)이다. 혈관내피세포성장인자는 혈소판유래성장인

자(platelet-derived growth factor, PDGF)류에 속하고 헤파린

결합형 다기능 이합체 당단백이며 혈관내피세포에 특이적

인 유사분열 촉진제로 주로 두가지 수용체, 혈관내피세포

성장인자수용체-1 (vascular endothelial growth factor recep-

tor-1, VEGFR-1 or  Flt-1)과 혈관내피세포성장인자수용체-

2 (vascular endothelial growth factor receptor-2, VEGFR-2 or

Flk-1/KDR)에 결합하여 혈관신생의 성장, 분화, 그리고 성

숙등의 다단계를 거쳐 결과적으로 미세혈관 도의 증가를

가져오게 되며 또 다른 수용체인 혈관내피세포성장인자수

용체-3 (vascular endothelial growth factor-3, VEGFR-3 or Flt-
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Purpose: The development of a microvascularization is important for the homeostasis of normal bone. Vascular endothelial growth factor (VEGF)

is one of the most important factors in vessel formation. The purpose of this study was to examine VEGF-related autocrine growth in periosteal-

derived cells. 

Materials and methods: Periosteal-derived cells were obtained from mandibular periosteums and introduced into the cell culture. After passage 3,

the periosteal-derived cells were further cultured for 21 days in an osteogenic inductive culture medium containing dexamethasone, ascorbic acid, and

β-glycerophosphate.

Results: The expression of four VEGF isoforms and VEGFRs was observed in periosteal-derived cells. Treatment with cultures with VEGFR-1 and

VEGFR-2 Kinase Inhibitor inhibited osteoblastic differentiation and alkaline phosphatase (ALP) activity of periosteal-derived cells. In addition,

exogenous VEGF treatment increased calcium content in the periosteal-derived cells.

Conclusion: These results suggest that VEGF might act as an autocrine growth molecule during osteoblastic differentiation of cultured human

periosteal-derived cells. 
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4)와의 반응을 통해서는 혈관성장 뿐 아니라 암의 전이와

관련있는 림프관의 성장에도 큰 역할을 하는 것으로 알려

져있다1-3). 

조골세포 및 조골유사세포등의 골 전구세포들에서 혈관

내피세포성장인자의 발현은 보고되고 있지만 혈관내피세

포성장인자수용체의 발현과 관련하여서는 아직도 논란이

많다. 일반적으로 혈관내피세포에 이러한 혈관내피세포성

장인자수용체들이 존재한다는 것은 혈관내피세포성장인

자가 어떠한 상황에서 주변분비 성장기전 (paracrine

growth mechanism)을 통하여 그 역할을 담당하고 있다고

할 수 있을 것이다. 그러나 최근에는 세포 배양과정에서 특

정 골 전구세포에서 혈관내피세포성장인자 뿐 아니라 혈

관내피세포성장인자수용체들의 발현이 함께 보고되면서

자가분비 성장기전 (autocrine growth mechanism)이 보고되

고 있다. 성장인자등에 한 반응으로 개개의 세포들이 어

떤 인자를 합성하거나 분비하게 되는 데 분비된 그 인자가

인접한 세포 혹은 다른 형태의 세포들에 작용하여 성장반

응을 나타내는 경우가 주변분비 성장기전이며 분비된 그

인자가 원래의 세포에 작용하여 성장반응을 나타내는 것

이 자가분비 성장기전이다. 일반적으로는 어떠한 세포가

특정 인자 및 이의 수용체를 동시에 발현하는 경우, 자가분

비 성장기전을 나타낸다고 할 수 있다. 자가분비 성장기전

과 관련하여서는 종양등에서 잘 보고되고 있다. 흑색종을

포함한 일부종양에서 혈관내피세포성장인자수용체가 해

당세포 자체에 존재함이 밝혀지면서 혈관내피세포성장인

자가 주변의 혈관내피세포가 존재하지 않는 상황에서도

저산소에 의한 성장 저하없이 직접적으로 그 해당세포에

작용하여성장기전을 나타낸다고보고되고 있다4-7). 

이에 본 연구에서는 치과적으로 매복된 제3 구치의 발

치과정에서 쉽게 채취할 수 있는 골막에서 골막기원세포

를 추출하여 조골세포로 분화시키는 과정에서 혈관내피세

포성장인자 isoforms 및 혈관내피세포성장인자수용체들의

발현을 관찰한다. 그리고 혈관내피세포성장인자수용체 저

해제 및 외인성 재조합 인간 혈관내피세포성장인자의 적

용이 골막기원세포의 조골 활성 정도에 미치는 향을 관

찰하여 골막기원세포의 조골세포로의 분화과정에서 혈관

내피세포성장인자에 의한 자가분비 성장기전이 있는 지를

관찰하고자한다. 

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 골막기원세포의 추출, 증식 및 조골세포로의 분화

골막기원세포를 추출하고 증식하는 과정은 이전 연구방

법에 의하여 실시하 다3,8). 환자 동의하에 매복된 하악 제3

구치의 발치과정에서 약 5×20 mm의 골막을 채취하여

몇조각으로 자르고 100-mm culture dish에 넣은 후 10%

fetal bovine serum, 100 IU/mL penicillin, 그리고 100 μg/mL

streptomycin이 함유된 Dulbecco's modified Eagle's medium

(DMEM) 배지에서 37℃, 5% CO2 배양기를 통하여 배양하

다. 약 90%의 세포군집 (confluence)을 나타내면 증식된

세포들을 0.02% 트립신과 0.02% EDTA로 5분간 트립신 처

리시키고 1,500 rpm에서 원심분리하여 계 배양을 실시하

다 . Passage 3을 거친 후 , 골막기원세포는 3×104

cells/well의 도로 6-well plate에 주입하고 골형성 유도인

자인 50μg/ml L-ascorbic acid 2-phosphate, 10 nM dexametha-

sone, 그리고 10 mM β-glycerophosphate이 포함되고 10%

fetal bovine serum (FBS)이 포함된 DMEM로 구성된 골형성

유도 배지에서 21일동안 배양하 다.  

2. 혈관내피세포성장인자 및 혈관내피세포성장인자수용

체에 한 Reverse Transcription-Polymerase Chain

Reaction (RT-PCR) 분석

두 군의 골막기원세포에서 발현되는 혈관내피세포성장

인자 및 혈관내피세포성장인자수용체를 reverse transcrip-

tion-polymerase chain reaction (RT-PCR)을 통하여 배양 10

일째에 분석하 다. 이들의 발현은 골형성 유도인자인

ascorbic acid, dexamethasone, 그리고 β-glycerophosphate이

포함되지 않은 배지에서도 관찰하 다. 총 RNA를 각 주의

세포층에서 TRIzol reagent를 처리하여 추출하 고 oligo

(dT) 시발체 (primer)와 Superscript First-Strand Synthesis

System (Invitrogen Life Technologies, CA, USA)을 이용한

역전사반응으로 cDNA를 합성하 다. 적절한 시발체를 이

용하여 합성된 cDNA로부터 알칼리성 인산분해효소 ,

osteocalcin 및 GAPDH에 한 PCR 증폭을 실시하 다.

PCR을 위하여 사용체 시발체는 다음과 같다 (sense / anti-

sense) : 5'-aatgcatcctgcaccaccaa-3', 5'-gtagccatattcattgtcat-3'

515 bp for the glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH); 5'-gggcagaatcatcacgaagt-3', 5'-tcaccgcctcggcttgtca-

ca-3' for the VEGF; 5'-ggctctgtggaaagttcagc-3', 5'-gctcacact-

gctcatccaaa-3' 223 bp for the VEGFR-1; 5'-gtgaccaacatg-

gagtcgtg-3', 5'-tgcttcacagaagaccatgc-3' 218 bp for the VEGFR-

2; 5'-caacgataaatgtggcgatact-3', 5'-tatactgggaagaagctgtgat-3'

820 bp for the neuropilin-1. RT-PCR 산물은 1.5% 아가로스

겔을 사용하여전기 동으로 확인하 다. 

3. 혈관내피세포성장인자수용체 저해제 처리 (Treatment

of periosteal-derived cells with VEGFR inhibitors) 

골막기원세포의 조골세포로의 분화과정에서 혈관내피

세포성장인자수용체 저해체를 처리하여 그 향을 분석하

다. 혈관내피세포성장인자수용체-1과 혈관내피세포성

장인자수용체-2에 동시에 작용하는 저해제로 혈관내피세

포성장인자수용체-1과 혈관내피세포성장인자수용체-2에

하여 각각 IC50 (half maximal inhibitory concentration) 값



구외지 2009;35:294-298

296

이 각각 170 nM, 160 nM인 KRN633 (EMD Chemicals Inc,

Darmstadt, Germany)과 혈관내피세포성장인자수용체-2에

한 저해제로 IC50값이 19 nM인 VEGFR2 Kinase Inhibitor

IV (EMD Chemicals Inc, Darmstadt, Germany)을 이용하여

골막기원세포의 조골세포로의 분화과정에서 이들의 처치

가 조골 활성 정도에 향을 미치는 지를 배양 21일째에 배

지 자체에서와 배양 9일째에 알칼리성 인산분해효소에

한 조직화학적 검사를 통하여 분석하 다. 알칼리성 인산

분해효소에 한 조직화학적 검사를 위하여 인산염 식염

수로 세포층을 세척한 후, 3.7% 포름알데히드와 90%에탄

올로 2분간 고정하고 10분간 TBS (Tris Buffer saline)에 세

척하 다. 이후 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate와

nitroblue tetrazolium (BCIP/NBT, Amresco, Ohio, USA) 알칼

리성 인산분해효소 기질로 처리하여 실온에서 10분간 염

색하 다. 

4. 외인성 재조합 인간 혈관내피세포성장인자 처리

(Treatment of periosteal-derived cells with recombinant hu-

man VEGF)

골막기원세포의 조골세포로의 분화과정에서 외인성 혈

관내피세포성장인자 처리를 통하여 조골 활성에 미치는

향을 칼슘량을 통하여 분석하 다. 골막기원세포의 조

골세포로의 분화과정에서 외인성으로 100 ng/ml의 재조합

인간 혈관내피세포성장인자 (recombinant human VEGF

165, R & D Systems, Mineapolis, USA)을 배양 21일째에 적

용하여 그 효과를 칼슘량을 통하여 분석하 다. 생성되는

칼슘량에 한 측정은, 24시간동안 관련 세포를 0.6 N HCl

로 탈회시키고 o-cresolphthalein 방법 (o-cresolphthalein

method, calcium C-test Wako, Wako Pure Chemical

Industries, Osaka, Japan)을 이용하여 형성된 칼슘에 한 정

량적 평가를실시하 다. 

Ⅲ. 연구결과

1. RT-PCR 분석

네가지 혈관내피세포성장인자 isoforms과 혈관내피세포

성장인자수용체들의 발현이 배양 10일째에 발현되었다.

골형성 유도인자인 ascorbic acid, dexamethasone, 그리고 β-

glycerophosphate이 포함되지 않은 배지에서 배양된 골막기

원세포에서도 이들의발현은 관찰되었다 (Fig. 1). 

2. 혈관내피세포성장인자수용체 저해제 처리효과

골막기원세포의 조골세포로의 분화과정에서 혈관내피

세포성장인자수용체의 저해제를 처리하고 배양 21일째에

배지 자체에서와 배양 9일째에 알칼리성 인산분해효소에

한 조직화학적 검사를 통하여 그 효과를 관찰하 다. 혈

관내피세포성장인자수용체-2에 한 저해제인 VEGFR2

Kinase Inhibitor IV를 처리하 을 경우에는 골막기원세포

의 조골세포로의 분화과정에 의미있는 향을 미친다고

할 수 없었으나 혈관내피세포성장인자수용체-1과 혈관내

피세포성장인자수용체-2에 동시에 저해제로 작용하는

KRN633을 처리하 을 경우에는 배지에서와 알칼리성 인

산분해효소에 한 조직화학적 검사에서 골막기원세포의

조골세포로의 조골 활성을 저해하는 것으로 나타났다

(Figs. 2, 3). 

3. 외인성 재조합 인간 혈관내피세포성장인자 처리효과

골막기원세포의 조골세포로의 분화과정에서 100 ng/ml

의 외인성 혈관내피세포성장인자를 처리하여 배양 21일째

에 생성되는 칼슘량을 통하여 그 효과를 관찰하 다. 외인

성 혈관내피세포성장인자를 처리하 을 경우에 골막기원

세포가 조골세포로 분화되면서 생성되는 칼슘량이 증가되

는양상을 나타내었다 (Fig. 4). 

Fig. 1. The expression of four VEGF isoforms and VEGFRs

in periosteal-derived cells was observed in osteogenic

inductive medium (OM) at day of 10 culture. The expres-

sion of four VEGF isoforms and VEGFRs in periosteal-

derived cells was also observed in non-osteogenic induc-

tive medium (CTL). 

Fig. 2. Effects of inhibiting VEGFRs on osteoblastic differen-

tiation. Treatment with cultures with VEGFR2 Kinase

Inhibitor IV did not have an obvious effect on osteoblastic

differentiation of periosteal-derived cells at day 21 of cul-

ture. However, KRN633 diminished osteoblastic differentia-

tion of periosteal-derived cells at day 21 of culture. 

no inhibition          VEGFR-1,-2             VEGFR-2

inhibitor                  inhibitor
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

여러 가지 동물 모델을 통한 연구를 포함하여 골신생과

혈관신생사이의 긍정적인 상호작용과 관련하여 많은 연구

들이 진행되고 있다. 그러나 골절등의 치유과정에서 중요

한 역할을 한다고 알려진 혈관내피세포성장인자-매개 혈

관신생이 세포 배양과 관련하여서는 아직도 많은 논란이

있다9-12). 이에 본 저자들도 세포 배양 과정에서 나타나는 조

골활성과 그 과정에서 반응하는 혈관신생인자에 한 연

구를 지속적으로 진행하고 있다. 본 연구에서는 하악골 골

막에서 골막기원세포를 추출하여 조골세포로 분화시키는

과정에서 혈관내피세포성장인자 isoforms 및 혈관내피세

포성장인자수용체들의 발현을 관찰하고 혈관내피세포성

장인자수용체 저해제 및 외인성 혈관내피세포성장인자의

적용을 통하여 골막기원세포의 조골 활성 과정에서 혈관

내피세포성장인자에 의한 자가분비 성장기전이 존재하는

지를 관찰하고자하는 것이다. 

혈관내피세포성장인자와 관련된 자가분비 성장기전은

암등에서 많이 알려져 있다. 정상조직과 유사하게 종양은

종양세포로 이루어진 실질조직과 염증세포, 혈관내피세포

및 섬유모세포 등의 비종양 지지조직으로 이루어진 간질

조직으로 구성되어 있으며 산소와 양소를 제공하는 새

로운 혈관의 공급이 없을 경우 저산소상태를 야기하며 1-2

mm 이상도 성장할 수가 없다. 종양의 크기가 증가함에 따

라 가장 가까이 있는 혈관사이 거리의 증가로 팽창하는 종

양내의 세포들은 산소가 부족하게 되고 이에 종양내 저산

소 지역이 초래되어 종양세포들은 이에 한 반응으로 혈

관내피세포성장인자를 생성하게 된다. 특히 괴사부위의

저산소지역에 혈관내피세포성장인자의 발현 수준이 증가

하게 되는 것이다. 그러면 이러한 인자들이 인접한 혈관내

피세포에 존재하는 혈관내피세포성장인자수용체에 작용

하여 일련의 기전을 통하여 혈관증식을 통하여 증가된 산

소를 공급받아 종양이 더 커질 수 있게 된다. 그리하여 혈

관내피세포에 존재하는 혈관내피세포성장인자수용체의

작용을 억제하는 치료를 통하여 암의 괴사를 이루고자 하

으나 일부의 암에서 암세포 자체내에 혈관내피세포성장

인자수용체가 발현되면서 스스로 자가 성장을 이루는 것

이 발견되었다. Masood 등5)은 다양한 세포주를 이용한 실

험에서 흑생종, 난소암, 췌장암, 그리고 Kaposi's sarcoma에

서 종양세포자체에 혈관내피세포성장인자수용체가 발현

됨을 보고하며 혈관내피세포성장인자는 혈관내피세포성

장인자수용체를 발현하는 종양에 하여 자가분비 성장인

자 역할을한다고 주장하 다6,7,13-15). 

일반적으로 미분화 간엽 줄기세포 상태에서 기능을 나

타내는 활동성 조골세포로의 분화과정은 알칼리성 인산

분해효소의 발현 및 무기질 침착과 같이 각각의 단계에서

특정 유전인자들이 관여하는 일련의 과정을 통하여 이루

어진다. 알칼리성 인산분해효소의 발현은 조골세포로의

분화 초기에 주로 나타나며 무기질 침착은 조골세포로의

분화 마지막 단계에서 이루어지므로 알칼리성 인산분해

효소의 발현은 초기 조골세포 표지자로, 무기질 침착은 만

기 조골세포 표지자로 알려져 있다. 무기질 침착과 관련하

여서는 기질내 칼슘의 정량적 측정이 관련된 세포에 의하

여 형성된 무기질 정도를 평가하여 준다. 본 연구에서도

이러한 점을 고려하여 알칼리성 인산분해효소의 발현은

배양 9일째, 그리고 칼슘의 정량적 측정은 배양 21일째에

시행하 다4,16). 

본 연구에서는 인간 골막기원세포가 조골세포로 분화되

는 과정에서 네가지 isoforms의 혈관내피세포성장인자와

혈관내피세포성장인자수용체-1, 혈관내피세포성장인자수

용체-2 및 neuropilin-1의 발현을 나타내었다. Semaphorins

Fig. 3. ALP activity in the periosteal-derived cells was

examined at day 9 of culture. Treatment with cultures with

VEGFR2 Kinase Inhibitor IV did not have an effect on ALP

activity of periosteal-derived cells. However, treatment of

periosteal-derived cells with KRN633 diminished ALP activi-

ty of periosteal-derived cells. 

no inhibition          VEGFR-1,-2             VEGFR-2

inhibitor                  inhibitor

Fig. 4. Exogenous treatment of periosteal-derived cells with

recombinant human VEGF (hVEGF) increased calcium con-

tent in the periosteal-derived cells.



구외지 2009;35:294-298

298

에 한 수용체로 처음 알려진 neuropilin-1은 비교적 최근

에 밝혀진 혈관내피세포성장인자수용체로써 혈관내피세

포성장인자/혈관내피세포성장인자수용체-2 (VEGF/VEG-

FR-2)의 상호작용을 증가시키는 일종의 보조수용체 (co-

receptor) 역할을 하는 것으로 알려져 있다17,18). 그리고 혈관

내피세포성장인자수용체-2에 한 저해제를 처리하 을

경우에는 골막기원세포의 조골세포로의 분화과정에 의미

있는 변화는 없었으나 혈관내피세포성장인자수용체-1과

혈관내피세포성장인자수용체-2에 동시에 저해제로 작용

하는 KRN633을 처리하 을 경우에는 골막기원세포의 조

골세포로의 조골 활성을 저해하는 것으로 나타났다. 또한

외인성 혈관내피세포성장인자를 주입하 을 경우, 배양과

정에서 생성되는 칼슘량이 증가되는 것을 나타내어 외인

성 혈관내피세포성장인자의 주입은 골막기원세포가 조골

세포로의 분화를 촉진시킨다고 할 수 있다. 이러한 결과들

을 통하여 골막기원세포에서 조골세포로 분화되는 과정에

서 혈관내피세포성장인자 관련 자가분비 성장기전이 존재

한다고 할 수 있으며 이러한 기전은 혈관내피세포성장인

자/혈관내피세포성장인자수용체-1,2가 관여한다고 할 수

있을 것이다. 향후에는 수용체 개개인자에 한 항 혈관내

피세포성장인자수용체 (antihuman VEGFR neutralizing

antibody) 적용을 통하여 더 면 한 고찰이 있어야 할 것으

로 사료된다.  

Ⅴ. 결 론

상기 실험을통하여 다음과같은 결론을얻었다. 

1. 네가지 혈관내피세포성장인자 isoforms과 혈관내피세

포성장인자수용체들의 발현이 배양 10일째에 발현되

었다. 

2. 혈관내피세포성장인자수용체-2에 한 저해제인

VEGFR2 Kinase Inhibitor IV를 처리하 을 경우에는 골

막기원세포의 조골세포로의 분화과정에 의미있는 변

화는 없었으나 혈관내피세포성장인자수용체-1과 혈관

내피세포성장인자수용체-2에 동시에 저해제로 작용하

는 KRN633을 처리하 을 경우에는 골막기원세포에서

의알칼리성 인산분해효소발현을 저해하 다. 

3. 골막기원세포의 조골세포로의 분화과정에서 외인성

혈관내피세포성장인자를 처리하 을 경우, 골막기원

세포가 조골세포로 분화되면서 생성되는 칼슘량이 증

가되었다. 
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