
I.서론

골은 골흡수과정과 신생골 합성과정이 반복되어
지속적인 재형성이 일어나게 되는데 여기에는 골기
질에 포함되어있거나 골흡수중 방출되는 폴리펩타
이드계 성장인자(polypeptide growth factor)가 부분
적으로 관련하게 된다1,2). 이는 Terranova와
Wikesjo3)가 세포의 성장, 형성 및 기능은 세포와 세
포외기질의 특이한 상호작용과 폴리펩타이드계 성
장인자에 의해 조절되며 폴리펩타이드계 성장인자
가 치주조직 재생에 중요한 역할을 한다고 시사한
바에서도 알 수 있다. 폴리펩타이드계 성장인자는
구조와 기능에서 호르몬과 유사하지만 합성되는 장
소나 특이 표적세포에 이동하는 수단이 더 다양한
것으로 알려져 있다4). 이 중 하나가 혈소판유래성장
인자(platelet-derived growth factor)이며혈소판유래
성장인자 골세포의 활성에 중요한 국소적 조절인자
이고 골육종 배양에서도 발견되어 왔다5). 혈소판유
래성장인자는 30kDa의 분자량을 가지고 있는 조절
성 단백질로서6-8) 단종이량체(혈소판유래성장인자-
AA, BB)와 이종이량체(혈소판유래성장인자-AB)로
존재함이 발견되었으며9) 세포막에는 α, β형 두가지
형태의 혈소판유래성장인자 수용기가 있는 것으로
알려져있다10). 혈소판유래성장인자가 유리되는 근
원은 혈소판의 α과립으로 보고된 바 있고11), 혈소판

유래성장인자-BB는 혈소판유래성장인자-AA나 -AB
에 비해 시험관적 실험에서 골표본의 생물학적활성
을 자극하는데 더 효과적인 것으로 보고되고 있는데
13-16) 그 이유는 혈소판유래성장인자-AA가 α 수용기
에만 결합하는 것에 비해 혈소판유래성장인자-BB는
α, β수용체 모두에 결합하기 때문인 것으로 알려져
있으며16) 혈소판유래성장인자는 골육종세포5), 정상
인의 골아세포17)에서도 역시 형성되고 골기질추출
물2)에서도발견되어왔다. 
초기의 연구에서 쥐의 골아세포나 골아세포전구

세포를 배양시 혈소판유래성장인자가 DNA와 교원
질합성을 촉진하고18)두개골배양시 골기질 축적을
증가시킨다고 밝혀졌으며19) 조 등20)은 개에서 실험
적으로 야기된 치근이개부 병변에 혈소판유래성장
인자를 단독투여시 전체적으로 조직재생의 속도가
빠르고 치유양상도 치주조직 고유형태로 변화진행
됨이 관찰되었다고 보고하였으나, 혈소판유래성장
인자는 두개골배양에서 교원질 분해도 증가시킨다
고 보고되고 있으므로14), 혈소판유래성장인자는 골
형성과 골흡수에 대한 효과를 통해 골의 대사를 조
절하는것이라고알려져있다21).
골기질은 제 I형 교원질 뿐 아니라 여러 종류의 골

기질단백질을 포함하고 있는데 이것이 다른 결체조
직과구별되는특징이라할수있으며22) 골형성은복
잡한 생물학적 과정으로 엄격하게 조정된 몇 가지
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골기질 단백질의 유전자발현양상을 포함하고 있고
생체실험과 시험관적 실험을 통해 골기질 단백질의
표현양상은 시간에 따라 다르다고 보고되고 있다23).
예를 들면 세포주기나 성장에 관련된 유전자(his-
tone, c-fos, c-myc)와 세포외기질유전자(type I colla-
gen, fibronectin, transforming growth factor-β1(TGF-
β1)가 먼저 증가한 후 osteocalcin, osteopontin, bone
sialoprotein과 같은 골형성관련유전자가 증가하는
데, 골아세포의 특징적인 mRNA 양상으로는 높은
osteopontin, alkaline phosphatase, vitamin D
inducible osteocalcin mRNA가 있으며, 이들은 생체
내에서와 시험관적 실험에서 골아세포계열의 세포
에서 나타나기 때문에 alkaline phosphatase, osteo-
pontin, 그리고 osteocalcin은 골아세포 분화의 표지
인자라고 알려지고 있다24). 골기질단백질 중 제 I형
교원질은 MC3T3-E1 세포와 같은 골아세포전구세포
가 골아세포적인 표현형을 발현하는데 반드시 필요
하며 골기질의 골격을 제공하고25) osteopontin,
osteocalcin과 같은 골광화를 나타내는 유전자보다
초기에 발현된다고 보고되고 있으며23), osteopontin
은 골형성초기과정에서 형성중인 세포외기질에 골
아세포를 부착시키고 골흡수시 파골세포를 부착시
키며26) 골의광화에관여하여성장중인결정에결합,
성장을 억제하거나 완화시키는 기능을 가지는 등 결
정의크기를조절하는역할을한다는보고도있다27). 

백서의MC3T3-E1 세포는골아세포분화의정상적
인 성장과정을 거치게 되는데 쥐의 두개골기원의 골
아세포에서와 유사한 골과 같은 광화된 세포외기질
의 형성을 관찰할 수 있고28-30) 골아세포유사세포인
MC3T3-E1 세포는 골기질침착, 광화, 성장인자의 영
향, 형태의변화와대사에관해서상당히사용되어왔
으며31,32). 교원질, osteocalcin과 다른 골아세포 분화
의 표지인자에 대한 보고33)도 있어 온 한편, Choi 등
30)의 연구에서 MC3T3-E1세포의 골아세포적 분화중
골기질단백질의발현양상에대해밝힌바있다. 
이상의 연구들에서 골아세포의 증식과 분화에 영

향을 미친다고 알려져 있는 성장인자인 혈소판유래
성장인자-BB를 선택하였고, 골아세포유사세포인
MC3T3-E1 세포의성장과분화과정에서골기질단백

질 중 비교적 초기에 발현된다고 알려져 있는 제 I형
교원질과 비교적 후기에 발현된다고 알려져 있는
osteopontin mRNA의 발현양상에 미치는 영향을 관
찰하여 치주조직 재생과정에서 골조직치유의 임상
적용에응용하고자본실험을시행하였다. 

II. 재료및방법

1. 재료(시약)

배양액은minimum essential medium alpha medi-
um(Gibco Co., USA, 이하 α-MEM으로 표기)를 사용
하였고, fetal bovine serum(Gibco Co., USA, 이하
FBS로 표기), trypsin(Sigma Co., USA)과 유전자 재
조합형 혈소판유래성장인자-BB(Genzyme Co.,
USA)을 사용하였고 RNA 추출을 위해 TRI
REAGENT䠶(Molecular Research Center, INC, USA)
를사용하였다. 

2. MC3T3-E1 세포의배양

MC3T3-E1세포를 취득하여 100 mm 배양접시
(Corning Co., USA)에 10% FBS, 10 mM β-glyc-
erophosphate, 100 U/ml penicilline(근화제약, 한국),
100㎍/ml streptomycin(동아제약, 한국), 5㎍/ml
amphotericin B(Sigma Co., USA)를 함유한 α-MEM
배양액에서 초기배양하여 37℃, 5% CO2 공기혼합배
양기(Sanyo Co., Japan)에서 유지하였다. 이틀에 한
번 0.05% trypsin/ 0.02% EDTA를 이용하여 세포를
분리시킨 후 계대배양하고, 사흘에 한 번 배양액을
교체해주었다. 

3. RNA 추출과Northern Blot Hybridization

MC3T3-E1 세포를 5×105개의 세포수가 되도록
100 mm 배양접시에 넣고 위에서 설명한 방법으로
배양한후 각각의해당일인 3, 7, 14, 21, 28일의 48시
간 전에 세포배양액을 제거한 세포층을 인산 완충
식염수(phosphate buffered saline, 이하 PBS로표기)
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로 두 번 씻고 성장인자의 최대의 효과를 위해 배양
액을 FBS가 첨가되지 않은 α-MEM으로 교체하여 24
시간동안 배양한 후 0.1, 1, 10 ng/ml 혈소판유래성
장인자-BB을 첨가한 군을 실험군으로 하고 첨가하
지 않은 군을 대조군으로 하여 24시간동안 배양한
후세포배양액을제거하고세포층을차가운 PBS로 2
회 세척하고 TRI REAGENT䠶(Molecular Research
Center, INC, USA)를 사용하여 Chomczynski33)의 방
법에 따라 다음과 같이 total RNA를 추출하였다. 하
나의 배양접시당 1 ml 씩의 TRI REAGENT䠶를 첨가
하여 세포층을 녹인 후 centrifuge tube에 담고 실온
에 5분간 방치하여 핵단백 복합체가 완전히 풀어지
도록 하고 0.2 ml의 chloroform을 넣고 잘 섞어준 후
4℃, 12,000g에서 15분간 원심분리하여 상층액만 취
해서 다른 centrifuge tube에 담아 0.5 ml의 iso-
propanol을 첨가하고 5-10분간 실온에 방치한 후 4
℃, 12,000g에서 8분간원심분리하였다. 상층액을제
거하고 침전된 RNA를 1 ml의 75% 에탄올로 2회 세
척한 후 실온에서 건조시키고 diethyl pyrocarbon-
ate(DEPC) 처리를 거친 증류수에 녹인 후 RNA의 농
도를 측정하여 10㎍의 total RNA를 2.2 M formalde-
hyde를 함유하고있는 1% agarose gel상에서전기영
동하여 Hybond N plus nylon(Amersham, Arlington
Heights, IL)로전이시킨후 [α-32P] dCTP로 labeling된
type I collagen cDNA인 Hf677, osteopontin cDNA로
hybridization 시켰다. 그 후 filter를 2×SSC, 0.05 %
SDS로 실온에서 20분간 세척하고, 0.1×SSC, 0.1 %
SDS로 20분간 50℃에서 2회 세척한 후 -70℃에서
film에 노출시켰다. autoradiography후 filter를 10분
간 0.5 % SDS에넣어끓임으로써방사능활성을제거
하고다른 cDNA를붙여관찰하였다. 

III. 결과

1. 제 I형교원질mRNA 발현에대한효과

대조군의 경우 시간경과에 따른 발현에서, 3일군
에서발현되고 7일군에서증가하여최대의발현양상

을 보였으며 14일군, 21일군에서 감소하여 거의 발
현되지 않다가 28일군에서는 다시 증가하지만 여전
히 3일군보다는 낮은 발현을 보였다. 실험군에서 혈
소판유래성장인자-BB의 농도변화에 따른 발현양상
은 3일군의 경우 0.1 ng/ml 투여군에서 대조군보다
증가한 양상, 1 ng/ml 투여시 감소, 10 ng/ml 투여시
증가하지만대조군보다감소한양상을보였고 7일군
의 경우 0.1 ng/ml 투여시 대조군보다 증가한 양상,
1, 10 ng/ml 투여시 거의 발현되지 않았고 14일군의
경우 0.1 ng/ml 투여시 대조군과 비슷한 발현, 1, 10
ng/ml 투여군에서 증가하여 농도의존적인 증가양상
을보였으며, 21일군에서 0.1 ng/ml 투여시대조군보
다 증가한 양상을 보였으나 1 ng/ml 투여시 다시 감
소하여 거의 발현되지 않았고, 28일군의 경우 0.1, 1
ng/ml 투여군 모두 대조군에 비해 감소하여 거의 발
현되지않은양상을보였다. 

2. osteopontin mRNA 발현에대한효과

대조군의경우시간경과에따른변화에서 3일군보
다 7일군에서 더 높은 mRNA 발현이 나타나다가 14
일군에서 감소하여 가장 낮은 발현양상을 보였으며
21일군에서는 증가하여 최대증가양상을 보였고 28
일군에서는 감소하지만 21일군을 제외한 다른 군보
다는 여전히 높은 것으로 나타났다. 실험군에서 혈
소판유래성장인자-BB의 농도변화에 따른 발현양상
은 3일군에서 대조군에 비해 실험군 중 0.1, 1 ng/ml
혈소판유래성장인자-BB 투여군에서는 특이한 변화
양상이 보이지 않다가 10 ng/ml 투여군에서는 증가
된 양상을 보였으며 7일군에서 대조군에 비해 0.1
ng/ml 혈소판유래성장인자-BB 투여군에서 감소된
양상을보이다가 1 ng/ml 투여군에서는약간증가된
양상을 보이지만 여전히 대조군보다 낮으며 10
ng/ml 투여군에서 다시 감소된 양상을 나타내었다.
14일군에서 대조군에 비해 실험군에서 mRNA 발현
이 농도의존적으로 증가되는 양상을 보이며 21일,
28일군에서 대조군에 비해 실험군에서 mRNA 발현
이농도의존적으로감소되는양상으로나타났다.
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IV. 고찰

골조직의 유지는 골합성 과정과 골흡수 과정의 지
속적인반복에의해이루어지며, 이과정에골기질에
포함되어있거나 골흡수중 방출되는 폴리펩타이드계
성장인자(polypeptide growth factor)가 부분적으로
관련하게된다1,2). 본 실험은폴리펩타이드계성장인

자 중 하나인 혈소판유래성장인자-BB가 골아세포유
사세포인 MC3T3-E1 세포의 성장, 분화과정에서 골
아세포적인 표현형의 발현에 어떤 영향을 주는가 알
아보기위해MC3T3-E1 세포의분화주기라고알려져
있는30) 약 1개월의기간동안배양한세포에서 0.1, 1,
10 ng/ml 농도의 혈소판유래성장인자-BB를 투여한
후 골기질단백질인 제 I 형 교원질과 osteopontin
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Figure 1. Time- and dose-response effect of 0.1, 1, 10 ng/ml of platelet-derived growth factor-BB on the expression of type I colla-
gen mRNA in MC3T3-E1 cell culture. Cells were seeded at 5×105 cells in 10 ml of minimum essential medium alpha medium con-
taining 10% fetal bovine serum, 10 mM β-glycerophosphate and cultured for 3, 7, 14, 21, 28 days. Before 48 hours of indicated time,
media were changed to serum free media. After incubation for 24 hours, indicated amount of platelet-derived growth factor-BB were
added. Northern blot analysis were performed as described in materials and methods.

Figure 2. Time- and dose-response effect of 0.1, 1, 10 ng/ml of platelet-derived growth factor-BB on the expression of osteopontin
mRNA in MC3T3-E1 cell culture. Cells were seeded at 5×105 cells in 10 ml of minimum essential medium alpha medium containing
10% fetal bovine serum, 10 mM β-glycerophosphate and cultured for 3, 7, 14, 21, 28 days. Before 48 hours of indicated time, media
were changed to serum free media. After incubation for 24 hours, indicated amount of platelet-derived growth factor-BB were
added. Northern blot analysis were performed as described in materials and methods.



cDNA를사용하여 northern blot analysis를 시행하였
다. 
Quarles 등29)은 쥐의 MC3T3-E1 세포가 골아세포

와 비슷한 성장과정을 거치며 1-9일은 성장의 초기
과정으로서 활발한 DNA 복제, 합성, 세포수의 증가
가 나타나는 단계라고 하였고, 9일경에는 세포의 성
장은 중지되고 골아세포적인 기능이 발현되며 ALP
형성, 교원질의 합성이 증가되고, 16일 이후로는 골
의 광화가 시작된다고 보고하였다. 최 등30)은
MC3T3-E1 세포의 성장과 분화과정중 골아세포적인
표현형의 발현에 대해 보고하였으며 골기질 단백질
의 발현양상은 일련의 성장 과정중 4-10일의 성장기
에는 histone H3, H4, ribosomal protein S6과 같은
세포주기관련유전자가 증가하며 10-16일의 골기질
단백질 형성/성숙기에는 제 I형 교원질의 발현과 생
합성, fibronectin, TGF-β1, osteonectin의 발현이 높
으며 16일에 최대치를 나타낸다고 보고하였다. 또한
16-30일의 광화기에는 nodule의 형성과 osteocalcin
의 발현이 높으며 osteocalcin은 28일경까지 그 발현
양상이 증가한다고 보고하였다. 이와 같이 MC3T3-
E1세포는 골과 유사한 광화된 세포외기질을 합성하
면서 정상적인 일련의 골아세포분화과정을 거치게
되며 골기질침착, 광화, 성장인자의 영향, 형태의 변
화와 대사에 관한 연구에서 상당히 많이 사용되어왔
고31) 또한교원질, Osteocalcin과 다른골아세포적지
표에 대해 몇 가지 보고가 있어왔지만29,33), MC3T3-
E1세포의 골아세포적 분화중에 다양한 조건 하에서
골기질단백질의 발현에 대한 더욱 상세한 연구가 필
요하리라고 사료되어 본 실험에서 이 세포를 사용하
였다. 
골의 재형성은 골흡수와 신생골 합성과정이 합쳐

져서 일어나는 과정으로 여기에는 골기질에 포함되
어있거나 골흡수중 방출되는 폴리펩타이드계 성장
인자가 부분적으로 관련하게 되는데1,2) 이중 하나가
혈소판유래성장인자이며 30kDa의 분자량을 가지고
있는 조절성 단백질로서6,8) 단종이량체(혈소판유래
성장인자-AA, BB)와 이종이량체(혈소판유래성장인
자-AB)로 존재함이발견되었으며세포막에는 α, β형
두 가지 형태의 혈소판유래성장인자 수용기가 있는

것으로 알려져 있다10). 혈소판유래성장인자는 중성
구, 단핵세포 그리고 섬유아세포에 대해 화학주성이
있으며, fibronectin, 교원질분해효소 그리고 다른 성
장인자들의 합성을 포함하는 창상치유과정에 있어
서 주된 역할을 하는 이들 세포들을 자극시킨다고
보고되었고18) 골아세포유사세포의 증식을 촉진하여
간접적으로 교원질합성의 증가를 야기하지만 직접
적인 교원질 분해를 촉진시키는 효과도 보고되고 있
다21). 
혈소판유래성장인자가 골대사에 중요한 조절인자

라는 가정의 근거로 다섯가지 정도를 제시할 수 있
는데먼저, 골아세포유사세포에서세포의증식, 화학
주성, 골기질축적을촉진시킨다는것이며18,19,34) 골기
질내에 축적되어있고2), 정상적 사람의 골아세포에
의해 합성되고17,35) 또한 생체실험에서 신생골의 합
성을 유도하며36) 기관배양에서 골흡수를 촉진한다
는 보고가 있다37). 배양된 태내백서두개골에서 10,
100 ng/ml의 혈소판유래성장인자-BB 투여시 DNA
합성촉진효과와 교원성단백질 뿐 아니라 비교원성
단백질의 합성이 촉진됨을 보인 Canalis 등14)의 보고
와 골아세포유사세포에 0.01-100 ng/ml 농도의 혈소
판유래성장인자를 투여했을 때 10 ng/ml에서 최대
의DNA 합성, 섬유아세포, MC3T3-E1 세포의유사분
열능의 증가효과를 각각 밝힌 Kasperk 등38)과
Rutherford 등39), 그리고 Davidai등40)의 보고, 또한
골수질의 미분화세포에 5 ng/ml의 혈소판유래성장
인자-BB를 투여시 세포증식을 보고한 Cassiede 등41)

의 보고를 바탕으로 하여 본 실험에서는 혈소판유래
성장인자-BB를선택, 최대투여농도를 10 ng/ml로하
고 농도에 따른 변화를 알아보고자 0.1, 1 ng/ml 농
도를부가적으로선택하였다. 
골조직에는 제 I형 교원질이외에도 많은 비교원성

단백질이 포함되어 있어서 다른 결체조직과 구분된
다42). 골아세포의 특징적인 mRNA 양상은 높은
osteopontin, alkaline phosphatase, vitamin D
inducible osteocalcin mRNA 수치인데 이들이 생체
내에서와 시험관적 실험에서 골아세포계열의 세포
에 나타나기 때문에 골아세포적인 표현형의 분화지
표라고알려져있다24). Marcus 등43)은골형성의지표
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를 제시했는데 골아세포를 배양했을 때 특징적인 일
련의 기능적 활성이 나타난다고 하였고 먼저 fos-Jun
과 같은 유전자가 나타난 후 type I collagen이 출현
하며, alkaline phosphatase의 출현 후, osteopontin
과 같은 여러 골기질 단백질이 나타나는데 그 중
osteocalcin이 가장 늦게 나타나므로 골아세포의 최
종분화를의미한다고보고하였다. 이중 osteopontin
은 hydroxyapatite에 결합하는 44kD의 phosphory-
lated glycoprotein이며 섬유아세포와 골아세포유사
세포의 부착을 촉진한다고 보고되고 있고44) 시험관
적 실험에서 골아세포유사세포에 의해 합성되는 것
으로밝혀졌다45). 
여러 생체실험 결과 정상적인 인간의 골절치유과

정에서 혈소판유래성장인자가 발현되며47) 시험관적
실험에서도 이 과정의 중요한 국소적조절인자임이
밝혀졌고46) 혈소판유래성장인자-BB를 국소투여시
tibial osteotomy의 치유를 촉진시키고 골강도를 증
진시키며 토끼의 골내, 골표면의 골형성을 자극했고
47), beagle dog의 하악치주수술후 인슐린 유사 성장
인자(이하 IGF로 표기)-I과 함께 투여시 치유를 증진
시키고 신생골형성을 촉진시켰다는 보고가 있었으
며48) 혈소판유래성장인자-BB를 전신적으로 투여한
경우 골의 체적을 증가시키고 골격전체의 강도가 증
가되었다는 보고도 있다36). 이 결과는 시험관적실험
의 결과와 대조되는 것인데 Hock 등50)은 혈소판유
래성장인자가 태내두개골표면의 세포에 대해서 저
명한 유사분열촉진효과가 있기는 하지만 교원질이
나 골기질합성에는 거의 증진효과가 없다고 밝혔고
혈소판유래성장인자-BB는 골아세포의 분화 기능에
는 직접적인 효과가 없으며 혈소판유래성장인자-BB
와 AA를 투여시 골아세포의 분화에 실제적으로 억
제효과를보여서골아세포표지인자인 osteocalcin 합
성과 염기성인산효소의 활성이 억제되며 골기질의
합성이 억제되고 고농도의 혈소판유래성장인자-BB
를 투여한 경우 신생기질 합성이 억제됨이 관찰되었
다51). 혈소판유래성장인자의 억제효과는 정상적으
로 골아세포의 기능을 자극하는 골세포성장인자에
대한 효과에 의한 것이라는 보고도 있는데 최근 밝
혀진 것으로 혈소판유래성장인자-BB는 골아세포의

분화 기능에 대한 국소적 자극제로서 가장 풍부한
IGF의 합성을 억제하는 것으로 나타났으며 이로 인
해 골아세포의 분화 기능에 대한 억제효과가 나타나
는 것으로 예측된다고 하였다52). 혈소판유래성장인
자가 IGF-I과-Ⅱ mRNA 수치를 쥐의 골아세포에서
시간, 농도의존적으로 억제하였고 혈소판유래성장
인자-BB와 AB가 골흡수와 교원질 분해를 증진시킨
다는 보고가 있어왔으며53) 혈소판유래성장인자가
두개골 배양에서 파골세포의 수를 증가시키지만 골
흡수 증진에 대한 혈소판유래성장인자의 효과의 기
전은잘밝혀져있지않다.
본실험에서약 1개월간을세포배양기간으로하여

혈소판유래성장인자-BB를 농도별로 투여하여 제 I
형 교원질 mRNA의 발현양상을 살펴본 결과 대조군
에서, 7일군에서 가장 증가한 양상을 보였고 14일,
21일군에서 감소한 양상을 보였으며 이러한 양상은
MC3T3-E1 세포의 성장, 분화과정을 연구한 Quarles
등29)의 보고에서 9일 이후에 교원질 합성증가를, 최
등30)의보고에서 10-16일경교원질발현의증가를보
고한 것보다 더 초기의 발현을 보이는데, 이는 초기
접종 세포수의 차이에 따른 세포의 밀도 등과 같은
실험조건의 차이 때문인 것으로 사료되며 혈소판유
래성장인자-BB의 농도에 따른 제 I형 교원질 mRNA
의발현양상은 3일, 7일, 21일군의경우 0.1 ng/ml 혈
소판유래성장인자-BB 투여군에서 증가된 발현을 보
였고 1, 10 ng/ml 투여군에서 감소된 양상으로 0.1
ng/ml 혈소판유래성장인자-BB 투여군을 제외한 군
에서는 제 I형 교원질 mRNA 발현이 감소하는 양상
을 보여서 비교적 저농도의 혈소판유래성장인자-BB
투여시는 증가, 비교적 고농도의 혈소판유래성장인
자-BB 투여시는 감소된 양상을 나타내었는데 이는
10, 100 ng/ml 농도에서 교원성 단백질 합성촉진효
과를 보고한 Canalis 등14)의 보고나 0, 10, 50, 250,
500 ng/ml의혈소판유래성장인자-BB를투여했을때
제 I형 교원질 mRNA 발현에는 효과가 없었다고 보
고한 Tanaka 등54)의 보고와는 차이가 있는데 각각
태내백서두개골세포와 밀생상태의 골수세포를 사용
하여 적용된 세포의 종류와 배양액의 차이 등 실험
방법의 차이에 의한 것으로 사료되며 14일군에서 대
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조군에 비해 실험군애서 농도의존적인 증가양상, 28
일군에서 모든 실험군에서 대조군에 비해 감소된 양
상을 보이므로 혈소판유래성장인자-BB가 골아세포
유사세포인 MC3T3-E1 세포의 각 성장 및 분화과정
에다양한효과를나타낸다고사료된다.
osteopontin mRNA의 발현양상은 대조군에서 21

일째 최대의 발현양상을 보이는데 이는 Stein 등23)의
보고와 일치하고, 혈소판유래성장인자-BB의 농도에
따른 osteopontin mRNA의 발현양상은 3일째, 대조
군에 비해 실험군중 0.1, 1 ng/ml 혈소판유래성장인
자-BB 투여군에서는 특이한 변화양상이 보이지 않
다가 10 ng/ml 투여군에서는 증가된 양상을 보였으
나 RNA loading 양 역시많았음을고려해야하며, 14
일군에서 대조군에 비해 실험군에서 mRNA 발현이
농도의존적으로 증가되는 양상을 보이며 21일군의
10 ng/ml 투여군, 28일의 0.1 ng/ml 투여군이 RNA
변성으로 빠져 있기는 하지만 전체적인 양상을 고려
할 때, 21일, 28일군에서 대조군에 비해 실험군에서
mRNA 발현이 농도의존적으로 감소되는 양상으로
나타났다. 이는 250 ng/ml에서 최대의 osteopontin
mRNA 발현을 관찰한 Tanaka 등54)의 보고와는 차이
가 있지만 세포의 종류, 사용한 배양액의 차이, 배양
기간의 차이 등 실험조건의 차이에 의한 것으로 사
료된다. 한 가지 특이한 사실은 대조군에서 낮은
osteopontin mRNA 발현을 보인 14일군에서 실험군
의 발현양상은 농도의존적으로 증가하나 대조군에
서 증가된 mRNA 발현을 보인 21일, 28일군에서는
실험군의경우농도의존적으로감소함에따라, 이결
과로 혈소판유래성장인자-BB가 osteopontin mRNA
발현이 낮을 때는 발현을 증가시키는 효과를 보이고
발현이 높을 때는 반대로 감소시키는 효과를 나타내
는 상반되는 조절 기능을 가지는 것이라고 사료된
다. 따라서, 본 실험에서는 0.1 ng/ml 농도를 제외한
혈소판유래성장인자-BB의 투여시 골아세포유사세
포의 초기 성장 과정에서 제 I형 교원질의 mRNA 발
현을 감소시키는 것으로 나타났고, osteopontin
mRNA의발현은분화과정에따라발현을증가, 또는
감소시키는조절기능을관찰할수있었으나, 이에대
한 정확한 기전과 타 성장인자와의 병용에 대해 향

후 더욱 많은 연구가 뒷받침되어야 할 것으로 사료
된다. 

V. 요약

골조직의 재생을 유도하기 위한 방법으로 연구되
고 있는 폴리펩타이드계 성장인자 중 혈소판유래성
장인자-BB를 이용하여 배양된 MC3T3-E1 세포에 농
도별, 시간별로주입하여 northern blot hybridization
을 시행함으로써 혈소판유래성장인자-BB가 이들 세
포의제 I 형교원질, osteopontin mRNA의발현에어
떠한 영향을 미치는지 알아보고자 본 실험을 시행하
였다. 
골아세포유사세포인 MC3T3-E1세포의 분화주기

라고알려져있는약 1개월의기간중 3일, 7일, 14일,
21일, 28일간 배양한 세포에 0.1, 1, 10 ng/ml의 혈소
판유래성장인자-BB를 투여하여 제 I형 교원질
cDNA와 osteopontin cDNA을 사용하여 northern
blot hybridization을 시행하였으며 각각의 기간동안
배양한 세포에서 혈소판유래성장인자-BB를 투여하
지 않은 군을 대조군으로 하고 0.1, 1, 10 ng/ml 혈소
판유래성장인자-BB를 투여한 군을 실험군으로 하여
혈소판유래성장인자-BB의 투여 후 24시간동안 배양
하여아래와같은결과를얻었다. 
제 I형 교원질mRNA의발현은대조군에서시간에

따른발현양상이 3일군, 7일군에서높은발현을나타
냈으며 전체 배양기간 중 7일군에서 최대의 발현을
보였고 14일, 21일군에서 감소하여 가장 낮은 발현
을보였으며 28일군에서증가하지만 3일군보다는낮
았다. 실험군에서 농도에 따른 발현양상은 3일군, 7
일군의 0.1 ng/ml 투여군에서 증가된 발현양상, 1,
10 ng/ml 투여군에서 감소한 발현양상을 보였고 14
일군에서는 농도의존적인 증가양상을 보였으며 21
일군에서 0.1 ng/ml 투여시증가한양상, 1, 10 ng/ml
투여군에서 감소하여 거의 발현되지 않았고 28일군
에서 0.1, 1, 10 ng/ml 투여군 모두에서 대조군에 비
해감소된발현양상을보였다. 
Osteopontin mRNA의 발현은 대조군에서 시간에

따른 발현양상이 3일군보다 7일군에서 높은 mRNA
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발현이 나타나다가 14일군에서는 3일군보다 감소하
여 가장 낮은 발현을 보였으며 21일군에서는 증가하
여 최대의 증가양상을 보였고 28일군에서는 다시 감
소하지만 21일군을 제외한 다른 군보다는 여전히 높
은 것으로 나타났다. 실험군에서 농도에 따른 발현
양상은 14일군에서 대조군에 비해 실험군에서
mRNA의 발현이 농도의존적인 증가양상을 보였고
21일, 28일째대조군에비해실험군에서mRNA의발
현이 농도의존적인 감소양상을 보였다. 이상의 결과
에서 0.1 ng/ml 농도를 제외한 혈소판유래성장인자-
BB의 투여시 골아세포유사세포의 초기 성장 과정에
서 제 I형 교원질의 mRNA 발현을 감소시키는 것으
로나타났고, osteopontin의 발현에대해서는분화과
정에 따라 mRNA 발현을 증가, 또는 감소시키는 조
절기능을관찰할수있었다. 
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-Abstract-

The Effects of Platelet-Derived Growth Factor-BB
on the Expression of Bone Matrix Protein

in the MC3T3-E1 Cells

Myo-Sun Kim, Jae-Mok Lee, Jo-Young Suh

Department of Periodontology Kyungpook National University School of Dentistry

Bone remodeling results from the combined process of bone resorption and new bone formation which is
regulated in part by some of the polypeptide growth factors such as platelet derived growth factor(PDGF),
which has been known to be an important local regulator of bone cell activity and participate in normal bone
remodeling. This process includes strictly regulated gene expression of several bone matrix proteins such as
type I collagen and osteopontin, a 44 kDa phosphorylated glycoprotein, which has important roles in bone for-
mation. The purpose of this study is to evaluate the effecs of PDGF-BB on the mRNA expression of bone
matrix protein, type I collagen and osteopontin, in MC3T3-E1 cell culture. 
Cells were seeded at 5×105 cells in 10 ml of minimum essential medium 
alpha(α-MEM) containig 10% fetal bovine serum, 10 mM beta glycerophosphate. 0.1, 1, 10 ng/ml PDGF-BB

were added to the cells for the day 3, 7, 14, 21, 28 and cultured for 24 hours. Type I collagen cDNA, Hf677,
and osteopontin cDNA were used as probes for northern blot analysis. Total cellular RNA was purified at indi-
cated day and northern blot analysis was performed. 
The results were as follows :
Type I collagen mRNA expressions were higher at the day 3 and 7, and lower in the day 14, 21 in the control

groups. In the experimental groups, mRNA expressions were increased when 0.1 ng/ml PDGF-BB were added
on the day 3, 7, 21, and decreased in dose-dependent manner on the day 14, decreased at all added dose on
the day 28. 
Osteopontin mRNA expressions were highest in the day 21 groups and lowest in the day 14 groups in the

control groups. Interesting results were shown in the day 14 and 21 groups. We found that osteopontin mRNA
level was increased in dose dependent manner in the day 14 groups, and decreased dose dependent manner
in the day 21 groups. In conclusion, PDGF-BB may have various control effects on type I mRNA expression in
the growth and differentiation process of MC3T3-E1 cells and may have contrary regulatory effects on osteo-
pontin mRNA expression. For examples, when the baseline level of osteopontin mRNA was low, as in the day
14, PDGF-BB up-regulated osteopontin mRNA expression in dose dependent manner, and when the baseline
level was high as in the day 21, PDGF-BB down-regulated dose dependent manner. Thus, it may be useful for
clinical application in periodontal regeneration procedure if further study were performed.
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