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– Abstract –

Study DDesign: In vitro experimental study

Objectives: To examine the effect of a synovial supernatant on the cell viability, osteogenic phenotype, mRNA expression of the

types collagen and various transcriptional factors on osteogenesis in ligamentum flavum (LF) cells stimulated with synovial

fluid from a degenerated facet joint. 

Literature RReview: In degenerative lumbar spinal stenosis, hypertrophied LF or osteoarthritic hypertrophy of a facet joint often

causes neurogenic claudication. The facet joint is a synovial joint with hyaline cartilage on each side. Therefore, osteoarthritis of

a facet joint eventually occurs with aging and other degenerative conditions of the spine. In lumbar spinal degeneration,

inflammatory mediators or cytokines are released from the facet joint tissue, which consequently affects the adjacent LF

because the LF covers posterolateral aspect of the spinal canal near facet joints. However, there are no reports on the relation-

ship between a degenerated facet joint fluid and the LF in the lumbar spine. 

Materials aand MMethods: LF surgical specimens were obtained from patients with a lumbar spine stenosis, and the cells were iso-

lated by enzymatic digestion. Each of the synovium tissues were weighed and recorded. Each tissue was cut into small pieces

with a pair of scissors and then washed 3 times with PBS. The washed tissue pieces were then cultured for 96 hr at 37�C, 5%

CO2 in DMEM/F-12-0.1% FBS with a density of 200 mg/ml medium. The supernatant was collected after 96 hr. In order to



서 론

퇴행성 요추협착증은 중앙의 척추관, 신경근이 주행

하는 후관절의 전내측에 있는 신경관 또는 추간공이 좁

아지면서신경에압박이오고, 물리적화학적변화를일

으켜 요통이나 하지에 여러 가지 복합된 신경증상을 일

으키는 질환이다1). 요추협착증의 주요병인으로는 돌출

된 추간판, 후관절의 염증성 비후, 그리고 황색인대의

섬유화에따른비후를들수있다.

이중요추후관절은초자연골로이루어진활액막관

절로서 개개의 관절 가동범위는 적지만 복합운동을 하

기 때문에 전체적으로 상당한 운동범위을 보인다. 요추

후관절의 관절면은 주로 시상면에서 45도 정도로 이루

어져있으며, 그형태는원형내지타원형으로편평하거

나곡선형태이고, 주로신전과굴곡운동에관여하고있

다. 척추후관절의활막은통증에예민한조직이며, 척추

에가해지는하중의 1/4 정도가후관절로전달된다. 따라

서 요추 후관절의 관절염은 나이가 들면서 점차적으로

진행되고이로인한척추의퇴행현상도나타난다. 퇴행

성요추병변이심해지면염증성 cytokine들이요추후관

절로부터배출됨으로써인접한황색인대의퇴행성변화

에영향을끼칠수도있다2,3,4,5,6). 퇴행된추간판이황색인

대의비후및골화에영향을끼칠수있다는연관성을제

시하는 보고는 있지만7,8,9), 퇴행 비후된 후관절과 황색인

대의비후및골화간의관계에대한연구는없었다.

따라서 본 연구에서는 시험관 내에서 분리 배양한 황

색인대 세포를 척추협착증 환자로부터 퇴행성 척추 후

관절의 활액막을 추출하였고, 그것을 조직 배양하여 추

출한 활액막액을 세포에 자극시켰을 때, 시간이 지남에

따라활액막액이황색인대세포의독성및증식도, 교원

질생성및골형성에어떤영향을끼치는지에대하여알

아보았다.

연구 대상 및 방법

1. 세포 배양

요추척추관협착증으로감압술을시행받은 10명의환

자들에게서 수술시 퇴행 비후된 척추 황색인대를 채취

하였다. 황색인대세포배양은이전에보고된방법을이

용하였다7). 자세히기술하면채취된황색인대조직을멸

균된 DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Gibco-

BRL, Grand island, NY)로한차례닦아서환자의혈액성

분을 제거한 후, 5%의 우태아 혈청(Fetal bovine serum,

Gibco-BRL, Grand Island, NY)이 들어 있는 Dulbecco’s

Modified Eagel’s medium (DMEM 배지)에서미세가위를

이용하여조직을잘게잘랐다. 잘게자른황색인대조직

단편을 250 U/ml의제 1A형 collagenase (Sigma, St. Louis,

MO, USA)가 함유된 DMEM 배지에서 2시간 동안 효소

처리하였다. 효소처리한황색인대조직을 5%의우태아

혈청이들어있는배지로두차례씻어낸후, 10% 우태아

혈청과 100 unit/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin (all

antibiotics from Gibco-BRL, Grand Island, NY)이 들어 있

는 DMEM 배지로 교반하여 37�C, 5% CO2 배양기에서

배양하였다. 배지는 3일에 한 번씩 교환하였다. 계대수
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measure quantitatively the proliferation of cells, the AlamarBlue assay was used. The total cellular RNA was extracted from

the cells and amplification reactions specific to the following types of cDNA were performed: the osteogenic master transcrip-

tion factors, Dlx5, Runx2, osterix, and types collagen and osteocalcin. Alkaline phosphatase staining for the biochemical assay

and western blotting for osteocalcin protein expression were performed. 

Results: Human LF cells cultured with the supernatant from the facet synovium showed a slightly stronger AlamarBlue stain-

ing than the intensity of the control culture. RT-PCR revealed the upregulation of the osteogenic master transcription factors,

Dlx5, Runx2, and osterix in the synovium supernatant group  from one hour to 72 hours, and an increase in osteocalcin, types

collagen I, III, V, XI levels from one hour to one week. LF cells cultured with the supernatant from the facet synovium showed

positive staining for alkaline phosphatase. The level of the osteocalcin protein in the LF cells cultured with the supernatant

from the facet synovium was higher than the control group. 

Conclusions: The supernatant of the facet joint from patients with degenerative spinal stenosis affects LF cells by increasing the

level of cellular proliferation, upregulating the mRNA expression of osteocalcin, types of collagen, osteogenic transcription fac-

tors, positive alkaline phosphatase staining, and osteocalcin protein expression. Therefore, degenerated synovial fluid from the

facet joint is an important mechanism of LF hypertrophy and ossification. 

Key WWords: Ligamentum flavum, Facet joint, Synovium, Synovial fluid, Spinal stenosis 



가 2일 때 trypsin/EDTA 효소 처리법으로 인간 황색인대

세포를수집하여액체질소에냉동보관하였다.

2. 조직 배양 및 상층액 처리

요추 척추관 협착증 환자 20명에게서 척추 감압술을

시행시 퇴행된 척추 후관절 활액막을 채취하였다. 채취

된 활액막 조직을 일정량의 DPBS가 들어 있는 Nunc

tube에넣어그수치의차이를이용해무게를확인한후,

200 mg/ml의농도로 0.1% 우태아혈청이함유된 Dulbec-

co’s Modified Eagle Medium and Hams F-12 medium

(DMEM/F-12 배지)을 처리한 후, 37�C, 5% CO2 배양기

에서 3일간배양하였다9). 배지는매일교환하였으며, 각

각의 상층액을 tube에 모아서 centrifuge로 조직의 잔여

물을 걸러낸 후 상층액만 모아서 실험에 사용하기 전까

지 -70�C에 냉동 보관하였다. 실험에 필요한 상층액은

녹여서 0.1% 우태아 혈청과 10 mM Glycerophosphate가

함유된 α-MEM 배지와 1:1의 비율로 혼합한 후, 각각의

well plate에분주된황색인대세포에처리하여 37�C, 5%

CO2배양기에서배양하였다.

3. AlamarBlue assay를 통한 세포 증식 반응 측정

96 well plate에 각각 분주된 황색인대 세포에 세포의

대사 활성을 감지하기 위한 10% AlamarBlue solution

(Serotec Ltd, Oxford, UK)을 처리하여 37�C, 5% CO2 배

양기에서배양하면서시간(6, 12, 24, 48, 72시간)이지남

에 따라 plate reader를 사용하여 570 nm과 600 nm 파장

에서의 흡광도를 측정하여 시간에 따른 세포의 증식 및

활액막상층액의독성여부를분석하였다10).

4. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction

을 이용한 mRNA 발현 검사

RNeasy mini kit (QIAGEN, Maryland, USA)를 이용하여

Total RNA를분리하였다. 황색인대세포의 Total RNA 1 μg

와 oligo (dT) 1 μl (Invitrogen, USA, 0.5 μg/μl)와 3차증류수를

혼합하여 50 μl으로 혼합한 후, AccuPower RT-premix

(Bioneer, 대전, 한국)에 넣어 Reverse Transcription Poly-

merase Chain Reaction (RT-PCR)을하였다. 42�C에서 60분,

94�C에서 5분간 반응하여 cDNA를 합성하였고, 합성한

cDNA를에탄올로정제하여, 최종부피 20 μl를만들었다.

이중각각의 cDNA 1 μl를취하여, sense primer와 antisense

primer 10 pmole, 3차증류수를혼합하여 10 μl의반응용액

을만들어 Sapphire PCR-premix (Sapphire, USA)에넣고, RT

(Real Time)-PCR을시행하였다. PCR 생성물은 2% agarose

젤에서전기영동을통해각유전자의발현을검출하였다

(Table 1, 2)11,12,13,14). RT-PCR에 대한 대조군으로 GAPDH를

사용하였으며 TINA 2.0 program을통해각각의발현정도

를비교분석하였다.
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Table 1. Sequences of primers used for reverse transcription-polymerase chain reaction to amplify various cDNA

Gene Sequence (5’→3’) Length Size (bp)

Dlx5 TGA CAG GAG TGT TTG ACA GA 20
378 bp

TGA TAC TGG TAG GGG TTG AG 20
Runx2 AGA TGG GAC TGT GGT TAC TG 20

321 bp
GTA GCT ACT TGG GGA GGA TT 20

Osterix CCT TTA CAA GCA CTA ATG GG 20
367 bp

CAC CAT GGA GTA GGA GTG TT 20
Osteocalcin CAC TCC TCG CCC TAT TGG CC 20

237 bp
GCC AAC TCG TCA CAG TCC GG 20

Collagen type I CCT GTC TGC TTC CTG TTA AC 20
182 bp

AGA GAT GAA TGC AAA GGA AA 20
Collagen type III CTG CCA TCC TGA ACT CAA GAG TGG 24

447 bp
CCA TCC TCC AGA ACT GTG TAG G 22

Collagen type V GGA TGA GGA GGT GTT TGA 18
345 bp

GCC CCT TCA CTG GTT TCA 18
Collagen type XI GCT GAA AGT GTA ACA GAG GG 20

452 bp
GGT TCT CCT TTC TGT CCT TT 20

Beta actin GGC GGA CTA TGA CTT AGT TG 20
238 bp

AAA CAA CAA TGT GCA ATC AA 20



5. Western Blot analysis를 이용한 osteocalcin 발현

검사

Lysis buffer (0.5% Triton X-100, 10 mM HEPES, 150 mM

NaCl, 0.02% sodium azide, protease inhibitor mixture)

(Sigma)를이용하여 cell lysate를만들고이를 10% tricine-

SDS gel을이용하여분리하고전이하였다. Osteocalcin를

분석하기위해 1×TBST with 5% 탈지유에 block 후 blot-

ted membrane을 rabbit anti-osteocalcin antibody (1:10,000

dilution)(Chemicon international, Temecula, CA)에 1시간

노출시켰다. Membrane은 1×TBST으로 세척 후 sec-

ondary antibody (1:10,000 dilution of goat anti-rabbit IgG,

horseradish perocidase conjugated, Santa Cruz, CA)에 노출

시키고 상온에서 45분간 보관하였다. Immuno-reactive

bands는 1×TBST로 3번세척후 ECL kit (Amersham Phar-

macia, Piscataway, NJ)를이용하여분석하였다.

6. Alkaline phosphatase 염색

황색인대 세포를 citrate buffered acetone (Sigma)이 들

어 있는 고정액을 사용하여 30초 동안 고정시킨 후, 증

류수로 45초동안씻어내고미리준비해둔 alkaline-dye

mixture (Sigma)를 각 well에 적용하였다. 이후 상온에서

빛을차단한채 30분동안반응시켰다. 반응시킨세포를

2분동안증류수로씻어낸후 Mayer’s Hematoxylin 용액

에서 10분간 반응시켰으며, 반응 후 다시 한 번 증류수

로 1분간씻어내어관찰하였다15).

7. 실험군

황색인대 세포에 0.1% 우태아 혈청, 10 mM β-Glyc-

erophosphate이 함유된 α-MEM, 그리고 활액막 조직 상

층액을 1:1로혼합한용액을각각처리하여배양하였다.

각 배양군에서 세포 증식 반응 및 골형성 전사인자

(Runx2, Dlx5, Osterix)와 제 1형, 3형, 5형, 11형 교원질,

그리고 osteocalcin에 대한 mRNA 발현을 측정하였으며,

Alkaline phosphatase 염색 및 Western Blotting을 이용해

서 골형성 표현형 및 osteocalcin 발현 검사를 하였다. 한

편, 활액막 조직 상층액 대신 우태아 혈청이 함유되지

않은 DMEM/F-12를동량처리한황색인대세포를이실

험의대조군으로정하였다.

8. 통계

위와같은실험을 3회에걸쳐서반복하여결과를얻었

으며, 모든 자료는 대조군에 대한 백분율로서 평균±표
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Fig. 1. Alamarblue assay for cytotoxicity and cellular metabo-
lism. Control (white round) denotes ligamentum flavum
cell culture with culture media. Supernatant (black
square) denotes ligamentum flavum cell culture with
supernatant mixture from facet joint synovium culture.

Table 2. Conditions of reverse transcription-polymerase chain reaction 

Primer
Conditions

Denaturation Annealing Polymerization Cycles

Dlx5 94�C 05 sec 58�C 05 sec 72�C 30 sec 35
Runx2 94�C 05 sec 58�C 05 sec 72�C 30 sec 35
Osterix 94�C 05 sec 55�C 05 sec 72�C 30 sec 30
Osteocalcin 94�C 05 sec 60�C 05 sec 72�C 30 sec 30
Collagen type I 94�C 05 sec 48�C 05 sec 72�C 30 sec 25
Collagen type III 94�C 30 sec 54�C 30 sec 72�C 01 min 30
Collagen type V 94�C 30 sec 60�C 30 sec 72�C 01 min 35
Collagen type XI 94�C 30 sec 54�C 30 sec 72�C 01 min 40
Beta-actin 94�C 05 sec 53�C 05 sec 72�C 30 sec 24



준편차로 표시하였으며, SPSS (SPSS Inc. Chicago IL)를

이용하여 처리하였다. One-way Analysis of variance 및

Fisher’s protected LSD post-hoc test, power analysis로 실

험군간 비교하였다. 통계 방법의 유의 수준은 p<0.05로

정하였다.

결 과

1. Alamarblue를 통한 세포 독성 및 세포 증식

Alamarblue solution을 통해 시간에 따른 세포의 독성

및 증식을 알아본 결과, 활액막 조직 상층액을 처리한

황색인대세포는대조군보다약 10% 높은세포대사활

성을 보였다. 또한 세포를 배양한 지 각각 6시간과 12시

간대, 그리고 24시간과 48시간대의 사이에서 세포의 대

사활성이급격하게증가하였다(Fig. 1).
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Fig. 2. Reverse transcription-polymerase chain reaction prod-
ucts of osteogenic transcription factors collagens and
osteocalcin. (A) Dlx5, Runx2, Osterix. (B) Collagen
type I, III, V, XI and osteocalcin. Early osteogenic
(Dlx5, Runx2, Osterix) and late osteogenic marker
(osteocalcin) and various collagens (type I, III, V, XI)
showed increase in expression with treatment of synovi-
um supernatant from degenerated facet joint.

Fig. 3. Densitometry of osteogenic mRNA expression. (A) Dlx5, (B) Runx2, (C) Osterix, (D) Osteocalcin. Dlx5 and Runx2 mRNA
showed increase in expression in 6 to 12 hours after synovial supernatant treatment. Late osteogenic marker (osteocalcin
mRNA) showed upregulation 1 week after synovium supernatant treatment.



2. 골형성 전사인자인 Dlx5, Runx2, osterix, 그리고

osteocalcin의 mRNA 발현

황색인대 조직의 골화와 관련하여 대표적 골형성 전

사인자인 Dlx5, Runx2, osterix의 초기 mRNA 발현 정도

를 RT-PCR에 대한 전기영동으로 알아보았다. 각각의

mRNA 발현을 densitometry를 통해 분석한 결과, 활액막

조직 상층액을 처리한 황색인대 세포 실험군은 대조군

에 비해 더 높은 발현 증가를 보였다. 특히 배양한 지 6

시간 후의 실험군의 경우, 1시간 후에 비해 Dlx5는

300%, Runx2는 340%, 그리고 osterix는 123%의 발현 증

가율을 보였다. 또한 6시간 이후에 시간이 지날수록 대

조군은 골형성 전사인자들의 발현이 줄어드는 반면에,

실험군은 꾸준한 증가율을 보였다. 역시 골형성 표현인

자인 osteocalcin mRNA 발현의경우도대조군에비해높

은발현증가를하였으며, 1주일째에는초기 1시간배양

에비해 300%의발현증가를보였다(Fig. 2, 3).

3. 제 1형, 3형, 5형, 11형 교원질의 mRNA 발현

황색인대조직의섬유화와관련하여세포의제 1형, 3

형, 5형, 그리고 11형 교원질 mRNA의 발현 정도를 den-

sitometry를 통해 분석한 결과, 활액막 조직 상층액을 처

리한황색인대세포실험군은대조군에비해더높은발

현 증가를 보였다. 제1형, 3형 교원질의 경우 대조군에
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Fig. 4. Densitometry of collagen mRNA expression. (A) Collagen type I, (B) Collagen type III, (C) Collagen type V, (D) Collagen
type XI. Type I, III, V, XI mRNA expressions were upregulated with course of time after treatment of synovium supernatant.

Fig. 5. Expression of osteocalcin protein in supernatant of liga-
mentum flavum cell culture with synovium supernatant
(Sup) for 2 weeks. Expression was detected by Western
blot analysis. Negative control denotes ligamentum
flavum cell with culture media mixture and positive
control denotes ligamentum flavum cell with BMP-2
(100 ng/ml).



비해 꾸준한 발현 증가를 하였으며, 48시간 및 1주일째

에서 활발한 증가를 보였다. 특히 제 5형 교원질은 1주

일째에서 6200%의가장높은증가율을보였으며, 제 11

형 교원질은 배양 초기에 꾸준한 증가율을 보이다가 1

주일째에는 570%의발현증가를하였다(Fig. 2, 4).

4. 활액막액 처리에 의한 인간 황색인대 세포의

Osteocalcin 단백질 발현

Osteocalcin 단백발현을검증하기위해배양한지 2주

일 후에 Western Blot analysis를 시행하여 본 결과, 16

kDa의 osteocalcin이 검출되었다. 인간 황색인대 세포에

배지의 혼합액만 처리한 배양군을 음성대조군으로, 세

포에 활액막액 상층액과 배지의 혼합액에 BMP-2 (100

ng/ml)을 처리한 배양군을 양성대조군으로 설정하였다.

음성대조군에서 osteocalcin 발현이 미미하게 발견되었

으나양성대조군및실험군에서는많은양의 osteocalcin

이검출되었다(Fig. 5).

5. 활액막액 처리에 의한 인간 황색인대 세포의

alkaline phosphatase 염색

황색인대세포에활액막액을처리한후 1주일이지나

초기 골형성 표현인자의 생성 여부를 확인하고자 Alka-

line phosphatase 염색을 실시한 결과, 발현됨을 관찰할

수 있었다. 대조군에서는 골형성 인자가 관찰되지 않았

으나 활액막액을 처리한 세포 배양군에서는 명백한 골

형성표현인자가생성된것을확인할수있었다(Fig. 6).

고 찰

척추 황색인대의 비후의 기전에 대해서 여러 가지 실

험적연구가있었다. 반복적인기계적신연자극에의한

transforming growth factor beta1 발현에 의한 세포 증식

및교원질발현증가16)노화및인대자체의퇴행성변화

에 의한 비후1) 등이 제시되고 있다. 본 연구에서는 척추

후관절과 인접한 황색인대가 척추 후관절의 퇴행성 변

화에의한염증성활액의작용으로비후혹은골화될수

있다는가설하에실험적연구를진행하였다.

본 연구에서 인간 척추 황색인대에 퇴행된 활액막에

서얻어진활액막액을처리한결과, 척추황색인대의골

화및섬유화가되는것을실험적으로증명하였다. 퇴행

된 척추 활액막으로부터 얻은 활액막액을 처리한 황색

인대 세포는 초기 골형성 전사인자인 Dlx5, Runx2,

Osterix 등의 mRNA 발현이 증가하였고, 후기 골형성 인

자인 osteocalcin mRNA 발현도증가하였다. 골형성표현

형인 osteocalcin의단백발현이검출되었으며, 골형성표

현인자인 alkaline phosphatase 염색에서 양성 반응이 있

었음으로 척추 후관절에서 기인한 활액막액이 척추 황

색인대의 골화에 영향을 끼친다는 것을 확인할 수 있었

다. 그리고 섬유화와 관련된 제 1형, 3형, 5형, 그리고 11

형의 교원질의 mRNA 발현이 시간이 지남에 따라 급격

하게 증가함을 보면 역시 척추 후관절 활액막액이 황색

인대의섬유화에도영향을끼친다는것을알수있었다.

골형성의 완전히 증명하기 위해서는 장기 배양 후 골

형성결절을염색하는 von Kossa 염색이필요하나본연

구에서는 장기 배양에서도 의미있는 염색 결과를 보이

지 않았는데 이는 활액막의 골형성능이 bone morpho-

genetic protein-2 같은 강력한 골형성 인자에 비해서는

아주약한골형성능력을보임으로실험기간중에의미

있는골결절은형성하지않았다고추정된다.  

본 연구의 결과로 기존의 반복적 기계적 신연에 의한

transforming grwth factor beta1 발현16), 퇴행된 추간판 조

직에서 발현하는 염증성 cytokine류에 의한 자극, 추간

판간격감소로인한황색인대의겹침(buckling) 현상등

에 추가하여 퇴행된 척추 후관절에서 분비되는 염증성

활액막액도 척추 황색인대의 비후와 골화에 중요한 기

전임을알수있다.

이상의 연구들과 본 연구의 결과를 종합하면 척추 황

색인대 비후 및 골화는 단순히 인대 자체의 변성 퇴화,

일생에 걸친 반복적 신연에 의한 성장인자(transforming

growth factor-beta1) 발현에 의한 비후, 퇴행된 추간판의

추간판 간격 감소로 인한 후방구조물 황색인대의 겹침

현상 , 퇴행된 추간판 조직에서 발현되는 염증성

cytokine들에 의한 비후 및 골화, 그리고 본 연구에서 증

명된 퇴행된 척추 후관절에서 분비되는 염증성 활액막

에의한비후및골화로종합될수있다. 기술된모든기

전이 황색인대의 교원질 형성을 촉진시켜 섬유화를 이

활액막액이 황색인대에 미치는 영향∙이광일 외
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Fig. 6. Alkaline phosphatase stain. Ligamentum flavum cell
culture with synovium supernatant for 1 week showed
positive alkaline phosphatase stain.



루는 최종 과정을 거치게 되어 있으므로 치료적 의미로

국소적으로 교원질화의 방해를 유도할 수 있다면 노화

및 퇴행성 변화로 진행되는 황색인대의 비후를 부분적

으로 막을 수 있을 것이며 이는 침습적 수술을 피할 수

있는 방법이 될 수도 있다. 현재 가장 유망한 항 섬유화

인자는 relaxin17)으로추정되며이와관련한연구가진행

되어야할것이다.

본 연구의 의의는 문헌상 최초로 퇴행된 척추 활액막

으로부터 나온 활액막액이 척추 황색인대의 골화 및 섬

유화에 영향을 끼친다는 사실을 분자생물학적 그리고

조직 면역학적 기법을 동원하여 골성 인자 및 교원질

mRNA의 발현, 골성 표현형의 발현, 그리고 alkaline

phosphatase 발현 등을 통해 증명하였다는 것이다. 그럼

에도 불구하고 본연구의 제한점도 있는데 이는 척추 후

관절 활액막액을 활액막의 조직 배양에서 추출하였음

으로생체내의환경을반영할수없다는점과해부학적

으로 척추 후관절과 황색인대가 인접한 구조이기는 하

나 적접적으로 척추 후관절 활액막액이 황색인대 조직

에 전체적으로 침투하여 세포 증식 및 섬유화를 야기한

다고실제조직에서증명하기가어렵다는점이다.

결 론

이상의결과로퇴행성척추협착증환자로부터추출한

요추 후관절의 활액막 조직의 상층액은 척추 황색인대

세포의 세포 증식 및 골형성 인자(osteocalcin, Dlx5,

Runx2, osterix mRNA 발현, alkaline phosphatase 염색 반

응, osteocalcin 단백질 발현) 발현과 교원질(제 1형, 3형,

5형, 11형교원질 mRNA) 발현의증가에영향을주었다.

따라서 퇴행성 척추 후관절 활액막액은 황색인대의 비

대및골화에중요한영향을발휘한다고사료된다.
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연구계획:인간황색인대세포에퇴행성척추후관절로부터나온활액막액을처리한후배양한다.

연구목적:시간이지남에따라 활액막액이황색인대세포의증식, 교원질생성및골형성에어떤영향을끼치는지에

대하여알아보았다.

대상 및 방법:요추협착증으로수술한환자에게서황색인대조직을채취하여황색인대세포를배양하였으며척추

후관절에서활액막을제거한후조직배양하였다. 활액막조직을 96시간동안조직배양하여모은상층액을황색인

대 세포에 처리하여 배양하였으며, 시간에 따른 세포의 대사 활성 및 생존력을 확인하기 위해 alamarblue assay를 실

시하였고, 전사수준에서의골형성관련유전자및 osteocalcin, 그리고교원질유전자의변화를확인하고자 RT-PCR

을 통한 densitometry를 분석하였다. 또한 골형성 표현형 확인을 위해 alkaline phosphatase staining을 실시하였고,

osteocalcin 단백질발현정도를알아보고자 western blotting을실시하였다.

결과:활액막조직상층액을처리한황색인대세포의실험군에 Alamarblue assay를한결과, 대조군보다활발한대사

활성을 보임으로써 상층액이 무독성인 것을 확인하였으며, 세포들은 일정 시간에서 급격한 대사 활성의 증가를 보

였다. 또한대표적인골형성전사인자인 Dlx5, Runx2, 그리고 osterix들의 1시간에서 72시간간의발현이대조군에비

해 유의하게 증가하였으며, osteocalcin과 교원질 유전자의 1시간에서 1주일간의 발현 역시 후반부에서 급격한 증가

를보였고, alkaline phosphatase staining을통해골형성분화가진행되는것을확인할수있었다. 또한 western blotting

을통해서 osteocalcin 단백질의발현이시간이지남에따라대조군에비해유의하게증가하였다.

결론: 이상의 결과로 퇴행성 척추협착증이 있는 환자로부터 추출된 퇴행성 요추 후관절 내의 활액막액은 황색인대

세포의 증식 및 골형성 인자(osteocalcin, Dlx5, Runx2, osterix mRNA expressions, positive alkaline phsphatase stain,

osteocalcin protein) 발현을증가시켰으며, 제 1형, 3형, 5형, 11형의교원질의발현도증가시켰다. 따라서이전연구에

서밝혀진퇴행된추간판과함께퇴행성요추후관절내의활액막액은황색인대의비후및골화에중요한영향을끼

친다고사료된다.
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