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– Abstract –

Study Design: An in vitro experiment.

Objectives: To evaluate the mRNA expressions of matrix components, and analyze the cellular proliferation and proteoglycan

synthesis of human intervertebral disc cells in response to dexamethasone and TGF-β1

Summary of Literature Review: Corticosteroids are responsible for the regulation of a diverse range of biological processes

through modulation of the expression of target genes. The direct injection of methylprednisolone to the intervertebral disc (IVD)

has been shown to cause degeneration and calcification of the disc in rabbits. Systemic administration of hydrocortisone induced

degeneration of notochordal cells, which accelerated the aging process of the disc in mice. Transforming growth factor beta-1

(TGF-β1) is known as a potent agent for the proliferation, differentiation and matrix synthesis of IVD.

Materials and Methods : IVD cells were isolated from ten patients, and subsequently cultured. Various doses of dexamethasone

(DEX) and/or TGF-β1 were administered to the IVD cultures. DNA and proteoglycan syntheses were measured by the incorpo-

ration of [3H]-thymidine and [35S]-sulfate, respectively. RT-PCRs were performed for the expressions of aggrecan, collagen

types I and II, and osteocalcin mRNA.

R e s u l t s: Cultures with DEX showed increased cellular proliferation and decreased proteoglycan synthesis (p<0.05). TGF-β1

potentiated the proliferative effect of DEX, but failed to stimulate proteoglycan synthesis in the cultures containing DEX.

There were no recognizable changes in the mRNA expressions of aggrecan, collagen types I and II, and osteocalcin in response

to DEX and TGF-β1.

Conclusions: DEX demonstrated a proliferative effect on human IVD cells, with the combination of DEX and TGF-β1 showing

potentiation of the proliferative effect, while at high doses(100 and 1000nM, the DEX was shown to down-regulate the proteo-

glycan synthesis. Caution should be exercised in the use of corticosteroid in the therapeutic approaches for the treatment of disc

disease or in the regenerative matrix of the IVD.
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서 론

부신피질호르몬(corticosteroid)은강력한항소염및면

역억제 효과를 가지므로 기도 질환, 자가 면역질환, 장

기 이식환자, 피부 질환, 쇽 치료에 광범위하게 이용되

고 있다12,3,4). 특히 정형외과 영역에서는 급성 또는 만성

관절염 및 건초염( t e n o s y n o v i t i s )에서 염증 증상의 호전

을위해관절내혹은인대주위에부신피질호르몬을주

사하기도 한다5 , 6 ). 부신피질호르몬의 관절 연골 세포에

대한 효과에 대해서는 많은 연구가 진행되었으며, 부신

피질호르몬의 투여가 matrix metalloproteinase를 감소시

키고7 ) 동통을 감소시키며, 관절 연골로의 분화를 촉진,

관절연골기질을유지시켜임상적으로관절내장기주

사에도 해부학적 퇴행이나 증상의 악화는 없다고 하지

만6, 8,9) 한편으로는 관절 연골 표현형 발현을 억제하고10)

과도한 부신피질 호르몬의 투여는 원래의 관절염 경과

에 상관없이 관절 연골을 손상시킨다는 보고도 있었다
1 1 , 1 2 ). 부신피질호르몬에 의한 관절 연골의 변화로는

Safranin O 염색도의 감소, 연골세포 괴사, 세포 수와 당

단백, 교원질의감소, 골연골결손재생의 지연등이있

었으며13,14), 이러한 상반되는 생물학적 효과는 부신피질

호르몬의농도, 세포의 분화상태, 세포의 종류, 배양상

태등에영향을받아나타나게된다고알려져있다15).

쥐에서 hydrocortisone을전신투여하고추간판의수핵

부(nucleus pulposus)를 전자현미경으로 관찰하면 척삭

세포(notochordal cell)의변성이일어나고이러한변화는

수핵부의변연부에서시작하여고농도의 hydrocortisone

을 투여할수록수핵부의 중간 부까지 변화가일어나 결

국은 추간판의 변성 및 조기퇴행을 일으킨다16). Methyl -

prednisolone acetate를 직접 토끼의 추간판에 주사하면

수핵부및내측섬유륜부위에서기질변성의소견이있

으며 부분적으로 석회화 소견이 관찰된다 1 7 ). 직접적인

추간판 조직에대한 효과는 아니지만 탈출된추간판 조

직에 부신피질호르몬을 투여하면 자가 흡수반응이 지

연된다는보고도있었다18).

Transforming Growth Factor-beta 1(TGF-β1 )은 조직의성

장, 분화, 기질생성, 면역반응등 다양한생물학적반응

을 조절하는기능을가지고있으며특히척추추간판조

직에서는강력한기질재생능력으로추간판퇴행혹은변

성에서치료적성장인자로제시되었으며1 9 , 2 0 ) 실제적으로

유전자치료에서치료적유전자로이용되기도하였다2 1 , 2 2 ).

부신피질호르몬의생물학적효과는지질친화성을가

진 호르몬이 세포막을 쉽게 통과하여 세포내의 수용체

와 결합하여 핵 내로 이동하고 목표 유전자의 glucocor-

ticoid response element와 결합하여 목표 유전자들의 발

현을 조절함으로서 나타난다23,24). 이와는 대조적으로 기

존의 발현조절인자인 AP1, NF-KB, Oct1, Oct2, C/EBPb,

Stat5와도 상호 작용하여 목표 유전자 발현을 조절하기

도 한다5). TGF-β1은 세포막 수용체를 경유하여 세포 내

신호전달물질 Smad를경유하여목표유전자발현을조

절함으로서 생물학적 반응을 일으킨다26,27). 최근 연구에

서 부신피질호르몬과 T G F -β1이 세포내 신호전달과정

에서상호작용이있다고보고되었는데이과정을자세

히보면 TGF-β1에의한 fibronectin, 교원질, matrix metal-

loproteinase의발현증가가부신피질호르몬에의해발현

이억제되고7,25,28,29) glucocorticoid receptor가 TGF-β1에의

해 자극되는 plasminogen activator inhibitor-1 유전자 발

현을억제하며 TGF-β1세포내신호전달의중요인자인

Smad 3, 4의 활성화를 억제한다고 하였다2 5 ). 이에 반해

T G F -α가 부신피질호르몬에 의한 gap junction 자극과

fascin의발현저하를회복시킨다는보고도있다30).

척추추간판의변성은주로당단백및제 I I형교원질의

감소로추간판내수분압의저하로나타나고이로인하

여척추의전반적인퇴행이일어나게되며3 1 , 3 2 , 3 3 , 3 4 ), 일단추

간판 변성 및 퇴행이진행되면생역학적으로척추 운동

분절의불안정을초래하여결국은균열된섬유륜( a n u l u s

f i b r o s u s )과변성된추간판조직이정상생역학적힘을견

디지못하고척수강내로탈출하며이로인하여요통및

신경 증상을 일으키고만성인 경우는 척추체 및 후관절

의퇴행성변화에의한퇴행성척추증및척추관협착증

등의다양한임상양상을보이게된다3 5 ). 이러한척추추

간판 변성에서 치료적 접근법으로서 T G F -β1이 기질 재

생의목적으로사용되어지며부신피질호르몬역시관절

연골세포에서보고 된 바와 같이 추간판의표현형 유지

및기질보호효과를가질수도있다. 그리하여본연구에

서는인간의추간판세포에서부신피질호르몬의세포증

식, 기질 생성, 연골성 표현형 발현 등 생물학적 효과를

실험적으로알아보고이미탁월한기질재생능력을가진

치료적 성장 인자로 보고 된 T G F -β1을 동시 투여하여

T G F -β1의기질재생효과가부신피질호르몬으로변화가

있는지를알아보기위하여본연구를시행하였다.

연구대상 및 방법

1. 추간판 세포 배양

추간판 술식을 시행한 1 0명의 환자 ( 2 8세~ 4 8세)에서

추간판의 수핵및 내측 섬유륜 부위의 조직만을채취하

였다. 통상 채취 후 20분 내에 수술실에서 실험실로 옮

긴후채취된추간판조직으로부터혈액및체액을제거

하기 위해 Dulbecco’s Phosphate-buffered saline (D-PBS,
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Invitrogen, Grand Island, NY)으로 세척, 순차적 효소 소

화법으로 조직에서 분리하였다. 이를 간단히 요약하면,

먼저 세척된 추간판 조직을 잘게 썬 다음 5% 우태아 혈

청(FBS, JRH BIOSCINCES, Lenexa, KS)과 1% v/v peni-

cillin/streptomycin (all antibiotics from Invitrogen, Grand

Island, NY)이 함유된 H a m‘s F-12 medium (Invitrogen,

Grand Island, NY)에 0.2% pronase (Sigma, St. Louis, MO),

0.004% deoxyribonuclease Ⅱtype Ⅳ (DNase, Sigma, St.

Louis, MO)를 첨가한 제1의 효소용액을 이용하여 37℃

에서 60분간 소화시켰다. 상기의효소 용액에서 pronase

를 0.02% collagenase type II (Sigma, St. Louis, MO)로 대

치시킨제 2의효소용액으로역시 37°C에서 2~3시간정

도 소화시켰다. 분리된 추간판 세포는 Dulbeccos Modi-

fied Eagle Medium; Nutrient Mixture F-12 (Ham)

(DMEM/F12, Invitrogen, Grand Island, NY)으로 세척,

Nylon 여과지 (pore size 75 um)를 사용하여부유조직을

제거한 후 25 cm 2- E a s y F l a s kT M (NUNC, Rockilde, Den-

m a r k )에서 배양하였다 . 세포 배양액은 10% FBS, 25

ug/ml ascorbic acid, 1% v/v penicillin/streptomycin (all

antibiotics from Invitrogen, Grand Island, NY)을 함유한

DMEM/F12 배양액을사용하였다. 추간판세포는 3주간

5%의 CO2를포함한 37°C습윤배양기에서계대배양하

였고 3일에한번씩새로운배양액으로교체하였다.

2. 실험군

인간추간판세포에대한 d e x a m e t h a s o n e의효과를알기

위한실험에서는추간판세포에 0.1, 1, 10, 100, 1000 nM

의 d e x a m e t h a s o n e을처리한후 3일간배양한것을실험군

으로정하였으며인간추간판세포에대한 d e x a m e t h a s o n e

과 T G F -β1의상호효과를알기위한실험에서는 0.1, 1, 10,

100, 1000 nM의 d e x a m e t h a s o n e과 10 ng/ml TGF-β1을동시

에 처리한군을실험군으로정하였다. 생리식염수만처

리한군을이두실험의대조군으로사용하였다.

3. 세포 생존 분석

MTT stock 용액(5 mg MTT(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-

yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide)/m l)을 미리 만들어

0.45 μm syringe filter로 filtration해 놓고 working 용액은

1:5(MTT stock용액:배양액)로하여사용하였다. Dexam-

ethasone과 TGF-β1을 처리한(단독 혹은 동시에) 추간판

세포를 새로운 기본 배지로 교체해 주고 50 μl MTT

working 용액을첨가하였다.알루미늄호일로 plate를싸

서 빛을 차단한 후 37°C에서 4시간동안 반응시켰다. 상

층액을 조심해서 걷어낸 다음 DMSO (Dimethy sulfox-

ide, sigma, D-5879)를 200 μl 첨가하여 10분 동안 rotator

에서 혼합시켰다. spectrophotometer를 사용하여 570 nm

의파장에서 Absorbance를측정하였다.

4. DNA 생성([3H]-Thymidine incorporation)

세포증식 반응을알아보기 위하여 DNA 생성을측정

하였다 . 추가 배양 후 배양액을 [ m e t h y l - 3 H ] t h y m i d i n e

(Amersham pharmacia, Uppsala, sweden) 5 μCi/m l이 첨가

된기본배지로교체하여 24시간동안배양하였다. 24시

간 후 세포를 P B S로 씻어내고, trypsin/EDTA 효소처리

법을 통해 세포만을 분리 , cell harvester를 이용하여

Glass microfiber filter (Whatman, Maidstone, England)에

세포만을 흡착시켰다 . D-PBS로 수차례 세척하여

unbounded [methyl-3H]thymidine을 완전히 제거하고 1 6

시간동안 상온에서 m e m b r a n e을 완전히 말린 다음 이

m e m b r a n e을 scintillation vial에 담아 Liquid scintillation

cocktail 용액 (Beckman, Fullerton,CA)을 3 ml 첨가하고

상온에서 1 6시간이상 방치하여 D N A가 노출되도록 하

였다. β-scintillation counter (Packard, Downers Grove, IL)

를이용하여 DNA 양을측정하였다.

5. 당단백 생성 측정([35S]-sulfate incorporation)

각 실험군 배양에서 기저 상태 및 조작 후 배양액을

[35S]-sulfate (Amersham pharmacia, Uppsala, Sweden) 20

μCi/ml이첨가된기본배지로교체하고 4시간추가배양

하였다.배양액을제거한후 8M guanidine hydrochloride,

20 mM EDTA, 그리고 proteinase inhibitors의 혼합액을

세포에첨가하여 4°C에서 48시간동안당단백을추출하

였다. 방사선 동위원소로 표식되는 당단백의 정량적인

분석을 위해 Sephadex G-25M을 포함한 PD-10 column

(Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden)에 통과시켜 순

차적으로 용출한 후, Liquid scintillation cocktail 용액

(Beckman, Fullerton, CA)을 6 ml 첨가하여 16시간 상온

에서방치하였다.제 2, 3, 4번째의용출용액만을β-scin-

tillation counter (Packard, Downers Grove, IL)로측정하여

새로이생성된당단백의양을알아보았다.

6. 세포 표현형 측정(Aggrecan, 제 I형 교원질, 제 I I형

교원질 mRNA 발현)

Total RNA는 RNeasy mini kit (QIAGEN, Maryland,

USA)을 이용하여 분리하였으며 분리된 총 RNA 1ug에

Oligo d(T) 16 primer 2.5 uM (Invitrogen, Grand Island,

NY)를 첨가하여 70°C에서 5분간 annealing시킨 후 RT-

DEX과 TGF-β1에 의한 추간판 세포의 기질 생성·표나실 외
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premix (Bioneer, 대전, 한국)를 이용하여 4 2°C에서 1시

간, 95°C에서 5분, 4°C에서 5분간 반응하여 cDNA를 합

성하였다.합성한 cDNA 1 ul에각각의 primer 10 pmol/ul

씩을 첨가하여 최종 부피가 20 ul가 되도록 한 후 P C R

premix (Bioneer, 대전,한국)를이용하여 aggrecan, 제 I형

교원질,제 II형교원질,β-actin 유전자에대한 PCR을실

시하였다.(Table 1, 2) RT-PCR에 대한 internal control로

β- a c t i n을 사용하였으며 유전자 발현 정도는 TINA pro-

gram을이용하여비교분석하였다.

7. 통계

자료는 SPSS (SPSS, Chicago, IL)를 사용하여 정리하

였고 각 군의 비교는 t-test 및 ANOVA를 이용하였고 통

계적유의수준은 p<0.05로정하였다.

결 과

1. 세포 생존 검사

인간의 추간판 세포에 다양한 농도로 d e x a m e t h a s o n e

(0.1, 1, 10, 100, 1000 nM)을 처리하여도 세포의 생존율

은 대조군과 차이가 없었으며 dexamethasone과 TGF-β1

(10 ng/ml)을 동시에 처리하여도 세포 생존율에는 차이

를 나타내지 않았다 (Fig. 1). 따라서 d e x a m e t h a s o n e과

TGF-β1 (10 ng/ml)은인간추간판세포에세포독성을나

타내지않음을알수있었다.

2. Dexamethasone에 의한 추간판 세포의 DNA 생성

Dexamethasone(0.1, 1, 10, 100, 1000nM)을처리한실험

군에서의 DNA 생성을분석해보면저농도 (0.1, 1 nM)의

d e x a m e t h a s o n e을 처리한 추간판 세포에서는 대조군과

차이가 없었으나(p=0.09) 고농도 (10, 100, 1000 nM)의

dexamethasone을처리한실험군에서는통계적으로의의
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Table 1. Sequences of the RT-PCR Primers Used

Primer Sequence Length Size (bp)

β-actin
5’-GGC GGA CTA TGA CTT AGT TG-3’ 20
5’-AAA CAA CAA TGT GCA ATC AA-3’ 20

238

Aggrecan
5’-GAA TCT AGC AGT GAG ACG TC-3’ 20
5’-CTG CAG CAG TTG ATT CTG AT-3’ 20

541

Collagen type Ⅰ
5’-CCT GTC TGC TTC CTG TTA AC-3’ 20

5’-AGA GAT GAA TGC AAA GGA AA-3’ 20
182

Collagen type Ⅱ
5’-CAG GAC CAA AGG GAC AGA AA-3’ 20

5’-TTG GTC CTT GCA TTA CTC CC-3’ 20
328

Table 2. PCR Conditions

Primer
Conditions Cycle

Denaturation Annealing Polymerization cycles

β-actin 94°C 5 sec 53°C 5 sec 72°C 30 sec 24
Aggrecan 94°C 5 sec 47°C 5 sec 72°C 30 sec 26
Collagen type Ⅰ 94°C 5 sec 48°C 5 sec 72°C 30 sec 21
Collagen type Ⅱ 94°C 5 sec 48°C 5 sec 72°C 30 sec 40

Fig. 1. Survival of intervertebral disc cells with various con-
centration of dexamethasone(0.1, 1, 10, 100, 1000nM).
There is no significant cytotoxicity of dexamethasone
with dexamethasone compared to control.



있게증가하기시작하여 100 nM에서는 90%, 1000 nM에

서는 약 8 0 %정도 DNA 생성이 증가함을 알 수 있었다

(p<0.05)(Fig. 2). 이는 dexamethasone이단독으로인간추

간판세포의증식을자극할수있음을증명하였다.

3. D e x a m e t h a s o n e과 T G F -β1에 의한 추간판 세포의

DNA 생성

생리 식염수만 처리한 군과 dexamethasone(0.1, 1, 10,

100, 1000 nM)과 TGF-β1 (10 ng/ml)을 동시에 처리한실

험군에서 각각 DNA 생성을 분석해보면 dexamethasone

의 농도가 1 nM에서부터 대조군에 비해 통계적으로 의

의있게 DNA 생성이 105% 증가하여 10 nM 농도에서는

80%, 100 nM 농도에서는 180%, 1000 nM 농도에서는

185%의 DNA 생성 증가가있었다(p<0.05) (Fig. 2). 특히

100, 1000 nM dexamethasone과 1 0 n g / m l의 T G F -β1 동시

처리는무려 180%, 185%의 DNA 생성자극효과가있었

다. Dexamethasone의 농도가 100, 1000 nM에 이르면

DNA 생성효과는어느정도고원화되는경향이있으며,

이러한 dexamethasone 농도에의한고원화 현상은 TGF-

β1의투여로도변화가없었다.

4. D e x a m e t h a s o n e에 의한 추간판 세포의당단백 생성

Dexamethasone(0.1, 1, 10, 100, 1000 nM)을 처리한 실

험군에서 당단백 생성을 분석해보면 0.1, 1 nM 농도의

d e x a m e t h a s o n e을 처리한 실험군이 대조군에 비해 당단

백 생성이 증가하는 경향을 나타내었으나 통계적 의의

는 없었고 10 nM의 dexamethasone을 투여하였을 때 추

간판세포의당단백생성은대조군에비해 약 35% 감소

하였으며 100 nM에서는 40%, 1000 nM에서는 40%의당

단백생성감소가있었다(p<0.05)(Fig. 3).

5. D e x a m e t h a s o n e과 T G F -β1에 의한 추간판 세포의

당단백 생성

생리 식염수만 처리한 군과 dexamethasone(0.1, 1, 10,

100, 1000 nM)과 TGF-β1 (10 ng/ml)을 동시에 처리한실

험군에서 각각 당단백 생성을 분석해보면 T G F -β1 (10

ng/ml)을처리하였을때약간의당단백생성자극이있었

으나 이러한 효과는 1 n M의 d e x a m e t h a s o n e의 농도에서

소멸되어 당단백 생성이 30% 감소하고 10, 100, 1000

n M의 d e x a m e t h a s o n e에서는 대조군에 비해 각각 1 5 % ,

40%, 50%의당단백생성감소가있었다(p<0.05)(Fig. 3).

6. Dexamethasone에 의한 세포 표현형 발현

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction으로 연

골성 세포 표현형인 aggrecan과 제 Ⅰ형 교원질, 제 II형

교원질의 mRNA 발현을 분석해보면 d e x a m e t h a s o n e을
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Fig. 2. [3H]-thymidine incorporation with various dose of dex-
amethasone and TGF-β1(10 ng/ml). White bar denotes
culture with TGF-β1. Dexamethasone with a concentra-
tion of 10 nM, 100 nM, and 1000 nM renders increased
DNA synthesis compared to control(p<0.05). Culture
with dexamethasone and TGF-β1(10 ng/ml) showed
increased DNA synthesis from the 1nM of dexametha-
sone and also demonstrated synergistic effect in DNA
synthesis. * p<0.05

Fig. 3. [35S]-sulfate incorporation with various dose of dexam-
ethasone and TGF-β1(10 ng/ml). White bar denotes cul-
ture with TGF-β1. Dexamethasone with a concentration
of 10 nM, 100 nM, and 1000 nM renders decreased pro-
teoglycan synthesis compared to control (p<0.05). Cul-
ture with dexamethasone and TGF-β1(10 ng/ml)
showed further decrease in proteoglycan synthesis at
1nM of dexamethasone. * p<0.05



농도별(0.1, 1, 10, 100, 1000 nM)로 다르게 처리하여도

세포 표현형의발현에는 아무런 영향을 주지못함을 알

수있었다(Fig. 4).

7. D e x a m e t h a s o n e과 T G F -β1에 의한 세포 표현형 발현

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction으로 연

골성 세포 표현형인 aggrecan과 제 Ⅰ형 교원질, 제 II형

교원질의 mRNA 발현을 분석해보면 dexamethasone(0.1,

1, 10, 100, 1000 nM)과 TGF-β1(10 ng/ml)을동시에 처리

하였을 때 제 I형, 제 II형 교원질의 mRNA 발현은 대조

군과차이가없었으나 aggrecan mRNA 발현만은대조군

에 비해 50~60% 감소되었다 . TGF-β1에 의한 a g g r e c a n

mRNA 발현 감소는 d e x a m e t h a s o n e의 농도에는 무관하

게일정하게나타났다(Fig. 5).

고 찰

부신피질호르몬은 다양한 생물학적 반응을 일으키며

현대의학에서는합병증을감수하면서도다양한영역에

서필수 불가결하게사용되고 있다2,3). 인체 조직에대한

부신피질호르몬의 생물학적 반응과 세포내 기전은 광

범위하게 연구되었으나 7 , 2 3 , 2 4 , 2 5 , 2 6 , 2 7 , 2 8 , 2 9 , 3 0 ), 척추 추간판에서

의 부신피질호르몬 효과에 대해서는 그리 많은 연구가

진행되지않았다16,17).

본 연구에서는 인간의 추간판 세포를 분리 배양하고

d e x a m e t h a s o n e을 농도별로 처리한 후 생물학적 반응을

알아보았으며 T G F -β1을 추가로 처리하여 d e x a m e t h a-

sone의 효과가항진혹은 억제되는지를알아보았다. 본

연구의결과를보면인간의추간판세포에서 dexametha-

sone은 세포 독성을 일으키지는 않았으며 10nM의 농도

부터 DNA 생성 증가가관찰되며 100 nM의농도에서는

무려 100%의 DNA 생성 증가가있었다. 이는 일정농도

이상의 dexamethasone이 인간의 추간판 세포에 세포 증

식 반응을 일으키며 이런 세포 증식 효과는 T G F -β1의

투여로 더욱 항진되었다. 더욱이 TGF-β1 투여군에서는

저농도의 dexamethasone(1 nM) 에서도 세포 증식 반응

이 나타났으며 100 nM의 d e x a m e t h a s o n e에서는 d e x a m-

ethasone 단독 투여보다 2배 높은 세포증식 ( D N A생성)

반응이 있었다. 이는 세포 증식 반응에 있어서 d e x a m-

ethasone과 TGF-β1이상승작용의세포내신호전달기전

에영향을미친것으로유추되며이는향후연구에서밝

혀져야할것이다.

Dexamethasone에 의한추간판 세포의 당단백 생성 효

과는저농도에서는아무런변화가없었으나 10 nM이상

의 농도에서는 대조군에 비해 무려 40%의 생성 감소가

있었다. 이는 dexamethasone이세포증식효과는있지만

개개 세포의 기질 생성에는 오히려 악영향을 미친다고

볼수있다.이러한결과는전신투여된부신피질호르몬

의 추간판 조직에 대한 효과를 예측할 수 있었다. 즉 고

농도의 부신피질 호르몬은 추간판의 기질 생성을 억제

하여 조기 변성을 야기할 가능성도 있다고 생각된다 .

T G F -β1과 동시에 d e x a m e t h a s o n e을 투여하여도 d e x a m-

e t h a s o n e의 기질 생성 억제 반응은 호전되지 않았는데

이는 dexamethasone과 TGF-β1의상호 상승적인세포증

식효과에의한것이라고생각되어진다.즉정상조직은

세포분열시에는기질생성반응이감소되며세포분열

이 끝난 후에야 원래 세포의 표현 형질에 맞는 기질을
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Fig. 4. Expression of aggrecan, type I collagen, and type II col-
lagen mRNA measured by reverse transcriptase poly-
merase chain reaction. Cultures with various dose of
dexamethasone showed no significant changes in the
expression of aggrecan, type I collagen and type II col-
lagen mRNA expression. Densitometric date was nor-
malized by β-actin.

Fig. 5. Expression of aggrecan, type I collagen, and type II col-
lagen mRNA measured by reverse transcriptase poly-
merase chain reaction. Cultures with various dose of
dexamethasone and with TGF-β1(10 ng/ml) showed
down-regulation of aggrecan mRNA expression while
unchanged pattern in type I collagen and type II colla-
gen mRNA expression. Densitometric date was normal-
ized by β-actin.



생산함을고려하면본연구의세포증식효과와기질생

성효과의반비례는설명될수있을것이다.

연골세포에 대한 부신피질 호르몬의 효과 연구를 크

게나누어보면첫째,관절보호효과측면에서의결과로

부신피질호르몬의 투여가 matrix metalloproteinase와 동

통을 감소시키고7), 관절 연골로의 분화를 촉진, 관절 연

골 기질을유지시켜 임상적으로 관절 내 장기주사에도

해부학적 퇴행이나 증상의 악화는 없다는 연구 결과이

며6 , 8 , 7 , 9 ), 두 번째는 이와 대조적으로 부신피질호르몬이

관절 연골 표현형 발현을 억제하고1 0 ) 과도한 부신피질

호르몬의 투여는 원래의 관절염 경과에 상관없이 관절

연골을손상시키며11,12)관절연골의 Safranin O 염색도감

소,연골세포괴사,세포수감소,당단백감소,교원질감

소, 골연골 결손, 재생 지연 등을 가져온다는 결과이다
13,14). 이러한 관절연골에 대한 부신피질호르몬의 상반되

는 생물학적 효과는 부신피질호르몬의 농도, 세포의 분

화상태, 세포의종류, 배양상태등에 영향을받아나타

나게된다15).본연구에서증명된바와같이추간판세포

의 경우 부신피질호르몬은 연골성 표현형을 유지하고

세포 증식은유도하나 기질 생성 자체는 고농도에서억

제시킴을 알 수 있었다. 그리고 이러한 작용은 전술한

부신피질호르몬의세포내신호전달과정의복잡성을고

려하면 분명히 다른 생물학적 조작과 연관하여 다양하

게나타날수있을것이다.

추간판의정상적인기능은추간판을구성하는교원질

및당단백의상태에관련이있으며당단백생성감소, 제

I I형 교원질의 감소로 추간판 내 수분 분압이 감소되어

전형적인 척추 추간판의 변성 혹은 퇴행이 일어난다
3 1 , 3 2 , 3 3 , 3 4 ).이러한의미로교원질및당단백등기질생성자

극은추간판퇴행의치료및예방에중요한기전을제공

한다.추간판조직에성장인자투여혹은성장인자유전

자전달등의생물학적조작법은추간판기질생성을증

가시킬 수 있다21,22). 이러한 추간판의 퇴행 과정 및 기질

재생 시도에서 부신피질호르몬이 관여하리라 사료된

다. 본 연구 결과로 유추해보면 전신적인 부신피질호르

몬의농도가추간판의기질생성에영향을미칠수있으

며부신피질 과잉상태를보이는 특수한질환들(Cushing

syndrome, Cushing disease, renal allograft) 에서는추간판

퇴행이 조기 진행될 것이라고도 생각할 수 있다. Dex-

a m e t h a s o n e에 의한 추간판 세포의 증식 효과는 실험실

연구 및추간판 세포 이식 치료에서 유용하리라사료된

다. 즉 추간판 변성 및 퇴행의 치료로서 사용되어 질 수

있는추간판세포이식36,37,38,39)및유전자치료21,22,40,41)의가

능성을고려하면부신피질호르몬의유용성은강조되어

질 수 있다 . 자가 추간판 세포를 분리 배양하고 이 때

dexamethasone 단독 혹은 TGF-β1과 동시에투여하여추

간판 세포의 표현형을 유지하면서 세포 증식을 유도하

여 세포를 시험관에서증폭시킨 후 추간판 내재이식하

는 것이 가능해질 것이다. 유전자 치료를 이용하면 이

과정은 더욱 효율적으로 진행될 수 있을 것이다. 즉 자

가추간판세포를분리하고 dexamethasone 자극하에증

폭 배양하고 이후유전자 전달로 추간판 세포를유전적

으로 조작한 후 추간판에 재이식하면 d e x a m e t h a s o n e에

의한 세포 증식및 표현형 유지능력을 이용하면서유전

자 전달에 의한 조직 내 기질 생성 자극 효과를 극대화

할 수 있으리라고 사료된다. 아직은 괄목할만한 성과는

없지만 조직 공학적 입장에서 추간판 세포를 배양하고

기질 생성을 자극하여 체외에서 추간판 조직을 생산하

고 이를 적절한 영양 공급 환경 하에 재이식 할 수 있다

면 이는 이상적인 조직 대체 혹은 조직 재생이 될 수 있

다. 이러한 의미로 인위적인 지지체를 고안하고 여기에

다추간판세포를이식한후초기단계에는본실험에서

증명된 세포 증식 효과를 띤 dexamethasone를 투여하여

세포 증식을 유도하고 지지체내 충분한 세포수가 달성

되면 dexamethasone를 중단하고 세포 기질 생성을 자극

할만한 다른 생물학적 자극을 가함으로서 효과적인 인

공추간판의조직공학적생산이가능할수도있을것이

다.그러나본연구결과에서와같이 dexamethasone은기

질 생성 자극 효과는 전혀 없고 오히려 당단백 합성을

억제함을 보아서는 추간판기질 재생과 동통 완화를목

적으로 추간판 내 부신피질 호르몬의주사42,43)는지양되

어야할것이다.

본 연구에서는 추간판 세포를 단층 배양하고 여기에

dexamethasone과 TGF-β1을투여한 후생물학적상호작

용을 조사하였는데 이는 추간판 세포의 특수성을 고려

하면 문제점으로 지적될 수 있다. 즉 추간판 세포의 연

골성세포는 3차원배양혹은조직 배양일때원래의표

현형질을 발현하며 외부자극에 대하여도 생체 내와 유

사한반응을일으킨다.그러므로본실험의결과를생체

내의 결과로 유추해석하기보다는 좀더 세련된 실험고

안이필요하리라고사료된다.또한세포증식그리고기

질생성 반응으로 dexamethasone과 TGF-β1의상호작용

을 증명하였지만 이를 세포내 신호 전달과정에서 알아

봐야비로소완전한연구라고사료된다.

본 연구에서 보강되어야할 부분은 향후 연구에서 추

간판의표현형질을잘보전한다는 3차원배양에서 dex-

a m e t h a s o n e의 효과를 검정할 필요가 있으며 또한 실험

동물에서 부신피질호르몬의 전신혹은 국소 투여 후추

간판의 변화를 연구해야 할 것이며 d e x a m e t h a s o n e과

TGF-β1의 DNA 생성 효과 및기질 생성 감소 효과를세

포내 신호전달 과정에서 연구가 필요하다고 생각되어

진다.
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결 론

1. Dexamethasone은 인간의 추간판 세포에서 DNA 생

성을 자극하였으며 이 효과는 TGF-β1을 동시처리 하였

을때더욱증가하였다.

2. 고농도의 d e x a m e t h a s o n e은 인간 추간판 세포에서

당단백 생성 억제 효과가 있었으며 TGF-β1의 투여로도

이효과는역전되지않았다.

3. Dexamethasone에 의한 인간 추간판 세포의 연골성

표현형(aggrecan, 제 I형, 제 II형교원질)에대한 발현증

가는나타나지않았다. 

4. TGF-β1은인간추간판세포의 aggrecan mRNA 발현

을감소시켰으나제 I형,제 II형교원질 mRNA의발현에

는영향을미치지못하였다.

따라서 D e x a m e t h a s o n e이 세포증식에는 뛰어난 효과

가 있으나기질 생성은 자극시키지 못하므로인간 추간

판기질재생을 목적으로사용할경우 Dexamethasone으

로세포증식을유도한후세포기질생성을자극할만한

다른 생물학적 자극을 가함으로서 효과적인 추간판 재

생을기대할수있을것이다.
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연구계획: 실험자연구

연구목적: 부신피질호르몬은표적유전자의발현을 조절함으로써다양한생물학적 반응을일으킨다고알려져 있다.

Methylprednisolone acetate를 직접토끼의 추간판에 주사하면수핵부에서 기질 변성 소견이있으며 부분적으로 석회

화 소견이 관찰된다.쥐에 hydrocortisone을 전신투여하면 척삭세포의 변성이일어나 결국은 추간판의변성 및 조기

퇴행을일으킨다는보고가있다.또한본연구에서사용한 TGF-β1은조직의성장,분화,기질생성,면역반응등다양

한 생물학적 반응을 조절하는 기능을 가진다고 알려져 있다. 따라서 본 연구에서는 부신피질호르몬인 dexametha-

sone과 TGF-β1에의한인간추간판세포의생물학적반응을알아보았다.

대상 및 방법: 10명의 환자로부터인간 추간판세포를분리, 배양하였으며,배양한추간판 세포에다양한 농도별로

d e x a m e t h a s o n e을 처리하고 , 이와 동시에 T G F -β1도 처리해 보았다. 세포 독성은 3 - [ 4 , 5 - D i m e t h y l t h i a z o l - 2 - y l ] - 2 , 5 -

diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) assay로 알아보았으며 DNA생성과 당단백 생성은 각각 [3H]-thymidine incorpora-

tion, [35S]-sulfate incorporation으로 분석하였다. 연골성 표현형인 aggrecan, 제Ⅰ형 교원질, 제Ⅱ형 교원질 mRNA 발

현은 RT-PCR에의한 densitometric assay로분석하였다. 

결과: Dexamethasone은 인간 추간판 세포에서 DNA 생성을 자극하였으며 이 효과는 TGF-β1에 의해 더욱 증가함을

나타내었다. 그러나 당단백의 생성은 감소함을 나타내었고 이는 TGF-β1에 의해 역전되지 않았으며 연골성 표현형

의발현은유지시킴을알수있었다.

결론: Dexamethasone이세포증식에는뛰어난 효과가있으나기질 생성은자극시키지못하므로 인간추간판기질 재

생을 목적으로사용할경우 Dexamethasone으로세포증식을유도한후 세포기질생성을 자극할만한다른 생물학적

자극을가함으로서효과적인추간판재생을기대할수있을것이다.

색인단어: Dexamethasone, 추간판, TGF-β1, 당단백, 기질생성

※ 통신저자 : 이 환 모
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