
I. 서론

Cyclosporin A(CsA)는 장기 이식시 이식거부반응
을 방지하기 위해 광범위하게 사용되는 면역억제제
이다1,2). CsA는 여러 가지 부작용을 가지는데 그 중
널리 알려진 것이 간독성, 신장독성, 고혈압, 다모증,
위장관장애, 치은 과증식 등이 있다3,4). 이러한 부작
용들은 동물실험에서는 잘 나타나지 않고 임상적으
로 사용되었을 때 나타나며3) 이중에서 치주영역과
연관된 것으로 치은의 과증식과 골 개조에 대한 효
과가보고되고있다. 
치은의 과증식은 CsA를 처음 사용하기 시작한

1980년대 초에 처음 보고되었으며5,6) 이를 입증하기
위해 동물실험을 시행한 결과, CsA를 각각 15-
45mg/kg, 45-95mg/kg 투여받은개와고양이모두에
서 치은 과증식이 관찰되었다7). CsA에 의한 치은 과
증식은 1983년 처음으로 치과 문헌에 소개된 이후
치은 과증식의 발병률과 심도에 영향을 주는 요소에
대한검토가이어지고있다8). 또한치은과증식을규
명하기 위하여 Bartold 등(1989)이 시행한 CsA 치은
섬유아세포 배양실험에서는 CsA가 치은 섬유아세포
의 증식능 자체를 자극하는 것으로 나타났지만 단백
합성능력을 촉진하는 경향은 없는 것으로 나타난 바

있다9,10). 
최근에는 생체내에 투여된 CsA가 골의 형성과 흡

수의 증가 및 감소에 영향을 미쳐서 골 개조에 상당
한 영향을 미친다고 보고하고 있는데11,12) 초기의 임
상실험 관찰은 CsA로 처치한 환자군에서 azathio-
prin처치 환자군 보다 혈청 Alkaline phosphatase
(ALP) 수준이 상승된 것이 발견되었다. 신장이식과
골이식을 받은 환자에서 CsA투여시 조골세포 파라
미터가 증가되고 흡수성 파라미터는 감소되었다
12,13). 이러한발견들은 CsA의 골에대한세포활동기
전에 대한 흥미를 일으키고 있지만, 골조직에 대한
효과는단지부분적으로만알려져있다. 
CsA는 시험관에서 Parathyroid hormone(PTH),

interleukin-1, prostaglandin E2 그리고 1,25 dihydrox-
yvitamin D 등에 의해서 자극된 골의 흡수를 억제한
다고 보고되어 왔다14,15,16). CsA의 비면역 억제 유사
체가 시험관에서 골흡수 활동을 억제하지 않기 때문
에 CsA의 면역억제 특성이 골에 대한 효과와 연관이
있을 것이라고 생각되어져 왔다17). 더욱이 CsA는 파
골세포분화 조절인자인 tumor necrosis factor-α와 β

그리고 interferon-γ18)의 생성을 억제한다고 알려졌
으며 일부 연구에서는 CsA의 골흡수 억제는 파골세
포 전구세포 융합의 감소에 의해 야기되는 것으로
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보고하였다19). 또한 생체내실험에서도 CsA가 골 형
성과 흡수를 증가시키는 것이 관찰되었고 그 증가는
최종적으로는 골 부피의 감소와 연관이 있었다21-24).
이러한 CsA에 의한 파골세포 분화 억제는 파골세포
의 성장과 기능14,17,19) 그리고 조골세포의 증식과 단
백합성 능력에25,26) 영향을 미친다고 하였다. 한편 상
반된 결과로서 Orcel 등12)은 쥐에서 CsA에 의한 골
형성의증가와골흡수의억제를관찰하였다. 

대부분의 골흡수를 유발하는 약물은 조골세포에
결합하거나 그 기능을 변화시키고 파골세포의 기능
자체는 직접 변경시키지는 않는 것으로 알려져 왔다
27). 위에서언급한바와같이 CsA의파골세포분화에
대한 효과는 많이 연구되어왔고 그 효과 및 기전이
어느 정도 밝혀졌지만 CsA의 조골세포에 대한 특성
은 잘 알려져 있지 않았다. 골에 대한 CsA의 작용기
전을 잘 이해하는 것이 골 개조의 기본적인 특성, 대
사성 골 질환에서의 약물치료 개입여부, 골 생리에
있어서의 면역억제에 의한 결과 등에 대한 정보를
제공할것이라사료되었다.
이에 본 연구는 시험관내에서 CsA가 조골세포에

미치는 영향을 평가하기 위하여 CsA가 마우스 두개
골세포의증식, 교원질및 ALP 합성에미치는영향을
관찰하였다.

II. 실험재료및방법

1. 실험재료

(1) 마우스두개골세포배양
마우스두개골세포는생후 1일된 ICR 마우스에서

분리하여 사용하였으며 전구조골세포주인 MC3T3세
포를 사용하였다. 세포배양에 사용된 Alpha
Minimum Essential Medium(α-MEM)과 Antibiotic
antimycotic 용액, Fetal Bovine Serum(FBS)은 GiBCo
BRL(USA)에서 구입하였으며, ascorbic acid(AA), β-
glycerophosphate, CsA, ALP kit(ALP-10)는
Sigma(USA)에서 구입하였다. 두개골 세포를 분리하
기 위하여 사용하는 효소인 collagenase와 dispase는
Wako(Japan)에서 구입하였으며, Sircol collagen

assay kit는 Biocolor Ltd.(USA/Canada)에서 구입하
여사용하였다.

(2) CsA 준비
CsA는 불용성이기 때문에 실험에 들어가기 앞서

상품화된 CsA 1mg을 100㎕ ethanol에 녹이고 10㎕
Tween 20을 첨가하였다. 마지막으로 배양배지인 α-
MEM을 890㎕첨가하여10-6 g/㎖의농도를만들었다.

2. 실험방법

(1) 마우스두개골세포의분리
생후 1 일된 ICR 마우스 10마리를 에탄올 용액에

담가희생시킨후두개골을무균적으로적출하여, 10
㎖의 효소용액(0.2% collagenase 및 0.1% dispase가
함유된 α-MEM배지)에 부유시킨 후 37℃에서 10분
간 교반한 후 상층액을 버렸다. 다시 10 ㎖의 효소용
액을 넣고 37℃에서 20분간 교반하여 상층액을 모았
다. 이과정을 3회반복하여얻어진상층액을 2000×
g에서 5분간 원심분리하여 마우스 두개골 세포를 얻
었다. 

(2) 세포증식능측정
세포증식능은 MTT 방법으로 측정하였다. 96 well

배양기에 마우스 두개골 세포와 MC3T3세포를 각각
well당 1×105개씩 분주한 뒤 배양하였다. 2일 후 배
지를 제거하고 CsA가 각각 0.5, 1, 3㎍/㎖로 함유된
배양배지로 교환하고 2일 후 각각의 well에 50㎕의
MTT(5㎎/㎖)용액을 첨가하고 37℃에서 4시간동안
반응시켰다. 그 후, 반응액을 제거하고, 200㎕의
dimethyl sulfoxide(DMSO)를 넣고세포안에형성된
formazan결정을 녹인 뒤 570nm에서 흡광도를 측정
하였다.

(3) 교원질합성능측정
마우스 두개골세포에 의한 교원질 합성은 Sircol

collagen assay kits를 사용하여 측정하였다. 24 well
배양기에 단일밀생층을 형성하도록 배양한 마우스
두개골 세포에 0.5, 1 또는 3㎍/㎖농도의 CsA가 함유
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된배지를 첨가하여 10일간 배양하였다. 배양상층액
100㎕에 1㎖의 sircol dye 용액을첨가하여 30분간교
반하면서반응시킨후 5000 xg에서 10분간원심분리
하여 상층액을 제거하였다. 침전된 Sircol dye와 결
합된 교원질을 알칼리용액 1㎖에 녹인 후 530nm에
서 흡광도를 측정했다. 같은 방법으로 측정된 type I
교원질 표준곡선을 이용하여 합성된 교원질 양을 계
산하였다. 

(4) Alkaline phosphatase 활성측정
24 well 배양기에서 단일밀생층이 형성될 때까지

마우스 두개골 세포를 배양한 다음, ascorbic acid(50
㎍/㎖)와 β-glycerophosphate(10 mM) 그리고 CsA가
농도별로 함유된 배지와 교환하였다. 3일에 한번씩
새 배지로 교환하면서 10일간 배양하였다. 배양배지
를 제거한 후 각 well당 효소용액(0.2% collagenase,
0.1% dispase) 100㎕를 첨가한 후 37℃에서 20분간
반응시킨 다음, 세포를 1.5㎖ tube에 옮긴 후 흔들어
서 세포간 교원질을 분리시켰다. 원심분리하여 상층
액을 버리고 세포만을 모은 후 PBS로 2번 세척했다.
분리한 세포를 얼음에 옮긴 후 100㎕의 0.1% triton
X-100(Sigma, USA)용액을 첨가하여 30분간 방치하
였다. 5000×g에서 10분간 원심분리하여 상층액을
모아 ALP 활성을 측정에 사용하였다. 20 ㎕의 세포
액을 1 ㎖의 ALP-10(Sigma, USA)용액과혼합하여 30
℃에서 30초 및 2분간반응시킨후생성되는 p-nitro-
phenol의양을 405 nm에서흡광도로측정하였다.

(5) mRNA 분리및Northern blot 
CsA로 처리한 마우스두개골세포로부터 Trizol 용

액(GIBCO BRL, USA)을 이용하여 RNA를 분리하였
다. 분리한 RNA 20㎍를 formaldehyde를 함유한 1%
agarose gel상에서 전기영동한 후 Nylon plus mem-
brane에전이시킨후 ultraviolet radiation으로 RNA를
고정시켰다. RNA가 부착된 막을 tube에 넣고
hybridization buffer(0.1㎎/㎖의 salmon sperm DNA
가 함유된 50% formamide/5x Denhardt's 용액
/5xSSC/0.5% SDS 용액)를 가하고 42℃가 유지되는
hybrid minihybridization oven에서 30분간 prehy-

brid를 실시하였다. 그 후 동위원소로 표지화된 ALP
유전자 표식자를 첨가하여 42℃에서 15시간
hybridization을 실시하였다. RNA 표식자는 아래와
같은 cDNA를 이용하여 [32P]dCTP(3,000 Ci/mmol,
Dupont NEN Research Products, Boston, MA, USA)
로 표지화 하였으며 random primed DNA labeling
kit(GIBCO BRL, USA)를 이용하여 합성하였다.
2.4kb의 rat ALP cDNA insert. Nylon membrane을세
척액으로 세척하고 이를 -70℃에서 Kodak X-OMAT
film에 감광시킨 후 현상하였다. 전기영동한 RNA의
농도는 28S rRNA의농도를기준으로분석하였다.

(6) 통계분석
모든자료는 Nonparametric Test인 Mann-Whitney

Test를이용하여분석한다. 

III. 실험성적

1. 마우스두개골세포및MC3T3 세포증식능

CsA에 의한 조골세포 증식능을 확인하기 위해 마
우스 두개골세포에 CsA를 각각 0.5, 1, 3㎍/㎖농도로
처리하였다. 2일이 경과한 후에 MTT방법을 이용하
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Figure 1. Effect of CsA on proliferation of mouse
Calvarial cell.

Values represents the mean± S.D. from 3 independent
experiments.
: * Significantly different from the non treated group, P<0.05



여증식능을확인한결과 3㎍/㎖농도에서세포의수
가증가하였다(Figure 1, Table1).
또한 CsA를 전구조골세포주인 MC3T3 세포에 농

도별로 처리하여 농도에 따른 세포의 증식능 변화를

살펴보았다(Figure 2, Table 2). CsA를처리하지않은
대조군과비교하였을때, CsA 농도 1, 3 ㎍/㎖에서세
포수가증가하였다.
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Table 1. Effect of CsA on proliferation of mouse Calvarial cell

CsA con.(㎍/㎖) 0 0.5 1 3

O.D. 1.8±0.25 2±0.09 2.16±0.21 2.31±0.15*

Values are mean±S.D., n=3
*Significntly diffeent from the non treated group, P<0.05

Figure 2. Effect of CsA on proliferation of MC3T3
cell .

Values represents the mean± S.D. from 6 independent
experiments.
: * Significantly different from the non treated group, P<0.05

Figure 3. Effect of CsA on Collagen synthesis of
mouse Calvarial cell.

Values represents the mean± S.D. from 3 independent
experiments.
: * Significantly different from the non treated group, P<0.05

Table 2. Effect of CsA on proliferation of MC3T3 cell

CsA con.(㎍/㎖) 0 0.5 1 3

O.D. 2.45±0.25 2.77±0.30 2.78±0.18* 3.20±0.05*

Values are mean±S.D., n=6
*Significntly diffeent from the non treated group, P<0.05

Table 3. Effect of CsA on Collagen synthesis of mouse Calvarial cell

CsA con.(㎍/㎖) 0 0.5 1 3

Collagen (㎍/㎖) 12.70±2.13 11.19±2.03 10.88±0.96 9.88±1.18*

Values are mean±S.D., n=3
*Significntly diffeent from the non treated group, P<0.05



2. 교원질합성능

CsA가 조골세포의 교원질 합성능에 미치는 영향
을 살펴보았다(Figure 3, Table 3). CsA를 처리하지
않은 대조군과, CsA를 0.5, 1, 3㎍/㎖로 처리한 실험
군의 교원질 합성량을 비교했을 때 교원질 합성능은
CsA 농도 3 ㎍/㎖에서감소하였다.

3. ALP 활성

CsA에 의한 골형성능을 확인하기 위해 조골세포
를 CsA가 농도별로 함유된 배지에서 10일간 배양한
후 세포막을 파괴시켜 세포내 ALP의 양을 측정하였
다(Figure 4, Table 4).
대조군과 비교하여 CsA는 1 ㎍/㎖에서 ALP 활성

을증가시켰다. 
4. ALP mRNA 발현

CsA에 의한 조골세포의 골 형성능을 재확인하기
위해 마우스 두개골 세포를 CsA가 1 ㎍/㎖농도로 함
유된 배지에서 배양한 후 RNA를 분리하여 조골세포
분화표지인자, 즉 ALP의 발현정도를 대조군과 비교
하여분석하였다(Figure 5).
대조군에서는 ALP가 약하게 발현된 반면 1 ㎍/㎖

농도의 CsA를 처리한 경우 ALP mRNA 발현이 대조
군에비하여증가하였다.

IV. 총괄및고찰

CsA는 장기이식시 조직의 거부반응을 방지하기
위해 광범위하게 사용되는 면역억제제1,4)로서 특히
치은 과증식 때문에 치주과 영역에 잘 알려지게 된
약물이다. 이 약물이 널리 사용되고 있음에도 아직
까지 골조직에 대한 효과가 단지 부분적으로만 알려

751

*
750

600

450

300

150

    0
0 0.5 1 3

A
L

P 
ac

tiv
ity

(U
/m

g)

Figure 4. Effect of CsA on ALP activity of mouse
Calvarial cell.

Values represents the mean± S.D. from 5 independent
experiments.
: * Significantly different from the non treated group, P<0.05

Table 4. Effect of CsA on ALP activity of mouse Calvarial cell

CsA con.(㎍/㎖) 0 0.5 1 3

ALP activity
417.10±80.74 486.10±61.14 547.29±61.46* 327.46±56.38(U/mg)

Values are mean±S.D., n=5
*Significntly diffeent from the non treated group, P<0.05

Control CsA(1㎍/㎖)

ALP

28S rRNA

Figure 5. Expression of ALP mRNA of CsA treated
mouse Calvarial cell.

Expression of ALP mRNA was analyzed by Northern blot
analysis as described in material and methods.



졌다. 전구조골세포는일련의과정, 즉, 증식기, 골단
백질합성시기 및 석회화시기를 거쳐 성숙된 조골세
포로 분화하며 골 기질 단백 중 교원질 및 ALP는 초
기에 발현이 된다. 이에 본 실험은 시험관에서 CsA
가 조골세포에 미치는 영향을 알아보기 위하여 CsA
가마우스두개골세포의증식, 교원질합성및ALP발
현에 미치는 영향을 CsA 0.5, 1, 3㎍/㎖ 농도에서 관
찰하였다. 
MTT test 결과 CsA는 3㎍/㎖의 농도에서 마우스

두개골세포의 세포수를 증가시켰다. 분리한 마우스
두개골 세포에는 조골세포뿐만 아니라 섬유아세포
도 함유되어 있을 가능성이 있으며 또한 Boran 등
(1996)의 치은섬유아세포배양실험에서는 CsA가치
은섬유아세포의 증식을 자극하는 것으로 나타나9,10)

전구조골세포주인MC3T3에서 CsA에의한세포증식
능을 평가하여 CsA에 의한 마우스두개골세포의 증
식촉진이조골세포의반응인지재확인하였다. 실험
결과, CsA 3㎍/㎖ 농도에서 유의성있게 세포수가 증
가하였다. 이러한결과로비추어볼때, CsA가조골세
포의증식을촉진시켰을것으로생각된다. 그러나본
연구결과와는 상반된 연구결과로서 Laurie 등
(1992)28) 및 Takaaki(1998)29) 등은쥐의Osteosarcoma
로부터 분리한 유사조골세포인 ROS 17/2.8 cell(Rat
Osteoblast-like Osteosarcoma Cell)에서 CsA에 의한
세포 증식능을 평가하였으며 Laurie 등은 5㎍/㎖에
서, Takaaki등은 1 및 10㎍/㎖ 농도에서 CsA가 세포
의 증식능을 억제하는 것으로 보고하였다. 이러한
차이는 실험에 사용된 CsA의 농도 및 실험대상 세포
의 성숙도의 차이에 기인한 것으로 생각해 볼 수 있
다. 

CsA의 마우스 두개골 세포들에 대한 교원질 생성
능에 대한 실험에서는 CsA 농도 3㎍/㎖에서 교원질
합성량이 감소하였다. 이는 성숙된 조골세포인 ROS
cell에서 type I α collagen mRNA가감소하였다는이
전의 연구결과와 일치하는데, 이와 같은 결과들은
CsA가 조골세포의 교원질합성을 억제할 수 있음을
시사한다28). 한편, Schincaglia GP(1992) 등이 CsA가
치은섬유아세포에서 α-procollagen 합성을 3배까지
증가시켰다31)고 보고한 것을 볼 때 CsA에 의한 교원

질합성의 변화는 세포의 종류에 따라 다르게 나타나
는것으로생각된다. 
CsA에 의한 ALP의 활성도 변화에 대한 이전의 연

구들로는 본 연구에서 사용한 세포와는다른 ROS 세
포에서 관찰한 연구와 CsA 투여 후 생체내에서 ALP
의 농도 변화를 측정한 것이 있다. 이들 연구결과들
에의하면 ROS 세포에서는 CSA가 1-10㎍/㎖농도범
위에서 1- 2일 후 세포의 ALP의 발현을 억제시켰으
며28,29) 이와는반대되는결과로서생체내에서는 CsA
투여시 ALP의농도가증가하였다12).
본 연구에서는 마우스 두개골 세포를 CsA로 10일

간 처리하여 ALP 발현을 관찰하였으며 그 결과 CsA
농도 1㎍/㎖에서 ALP의 발현이 증가하였고 3㎍/㎖
농도에서는 유의성은 없었지만 ALP 활성도가 감소
하는 경향을 보였다. 그리고, CsA에 의한 조골세포
의 ALP 발현촉진을 재확인하기 위해 CsA로 처리된
마우스 두개골 세포로부터 RNA를 분리하여 ALP
mRNA의 발현정도를 대조군과 비교하여 분석하였
다. 이 때, 대조군에서는 ALP가 약하게 발현된 반면,
CsA(1㎍/㎖)를 처리한 경우 ALP mRNA 발현이 대조
군에 비하여 증가하였다. 이전의 연구에서는 24-48
시간 자극 후 CsA가 ALP의 발현을 억제하였다고 보
고하였는데 본 연구에서는 10일간 자극하여 ALP의
발현을 관찰하였다. ALP는 조골세포의 분화 초기에
발현되는 분화표식인자이므로 이러한 결과는 CsA가
조골세포의 ALP의 발현을 증가시켜 조골세포의 분
화에영향을줄가능성을제시한다.
본 연구에서 CsA는 마우스 두개골 세포의 증식 및

ALP의 발현을 증가시켰으며, 교원질의 합성은 억제
하였다. 이러한 일련의 CsA의 마우스 두개골세포에
대한 효과는 CsA를 처치한 인체와 실험동물에서 관
찰된 골 개조과정의 변화에 있어서 중요한 역할을
할수있을것으로생각된다.
이전의 연구들에서는 주로 Osteosarcoma에서 분

리된 조골세포유사세포에서 측정하였고 본 연구에
서는 CsA의 조골세포에 대한 작용을 마우스 두개골
세포에서 분리한 세포에서 측정하였다. 이들 연구결
과들과 비교하여 교원질 합성능 억제효과는 동일하
게 나왔으나 증식능 및 ALP 발현에 있어서는 서로
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상반된 결과를 얻었다. 이러한 결과의 차이가 CsA
의 농도, 자극시간 또는 세포의 특성의 차이에 의한
것인지를 알아보기 위해서는 추후 농도와 배양세포
등의 조건을 맞추어서 재확인하는 과정이 필요할 것
으로사료된다. 

V. 결론

CsA가 조골세포에미치는 영향을 평가하고자 CsA
가 마우스두개골세포의 증식, 교원질 및 ALP발현에
미치는 영향을 측정하였다. 세포의 증식능은 MTT방
법, 교원질합성능은 Sircol 교원질 측정법 그리고
ALP 발현은 발색반응 및 Northern blot 방법으로 확
인하였다.

1. CsA는 3㎍/㎖ 농도에서 마우스 두개골세포의
세포증식능을증가시켰다.

2. CsA는 1 및 3㎍/㎖ 농도에서전구조골세포주인
MC3T3세포의증식능을증가시켰다. 

3. CsA는 3㎍/㎖ 농도에서 마우스 두개골세포의
교원질합성을억제하였다. 

4. CsA는 1㎍/㎖ 농도에서 마우스 두개골세포의
ALP 합성및mRNA의발현을증가시켰다.

이러한 결과들은 CsA가 조골세포의 증식 및 분화
에 영향을 미쳐 CsA에 의한 골개조에 관여할 가능성
을제시한다.
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-Abstract-

The Effect of Cyclosporin A on Osteoblast in vitro

Jae-Woo Kim1, Hyun-Jung Lee2, Jung-hwa Kang2, Seung-Ho Ohk2, Bong-Kyu Choi2

Yun Jung Yoo2, Kyoo-Sung Cho1, Seong-Ho Choi1

Department of Periodontology, Research Institute for Periodontal Regeneration1 and Oral Biology2, 
College of Dentistry, Yonsei University

Cyclosporin A(CsA) is an immunosuppressive agent widely used for preventing graft rejecting response in
organ transplantation. The basic properties of CsA to osteoblast has not been well known yet. A better under-
standing of the mechanisms of CsA function on bone could provide valuable information regarding basic prop-
erties of bone remodeling, pharmacotherapeutic intervention in metabolic bone disease, and the consequences
of immunosuppression in bone physiology. 
The purpose of this study was to investigate the effect of CsA on osteoblast by evaluating parameters of pro-

liferation, collagen synthetic activity, alkaline phosphatase activity, and ALP mRNA expression in mouse calvari-
al cell.

1. CsA(3㎍/㎖) treated mouse calvarial cell showed statistically significant increase in cell
proliferation.(P<0.05)

2. CsA(1, 3㎍/㎖) treated MC3T3 cell line showed statistically significant increase in cell proliferation.
3. The amount of collagen of CsA(3㎍/㎖) treated mouse calvarial cell was decreased statistically significant-

ly. 
4. Alkaline phosphatase activity was increased statistically significantly in CsA treated group(1㎍/㎖).
5. mRNA expression of ALP was increased in CsA treated group

These results suggest that CsA could affect bone remodeling by modulating proliferation & differentiation of
osteoblast.

Key word; Cyclosporin A(CsA), Mouse Calvarial Cell, Osteoblast, Collagen Synthesis, Alkaline Phosphatase,
Proliferation
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