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서 론

아연은 우리 신체내에 존재하는 바이오미네랄로서 세

포의 안팎에 존재하면서 수많은 세포 작용에 관여하고

있다. 신체가 필요한 단백질 합성 과정에서 DNA로부터

mRNA가 만들어지는 전사과정에 참여하는 전사인자

(transcription factor)는 세포가 필요로 하는 수많은 단백

질을 만드는데 관여한다. 특히 전사인자 단백질 중 구성 성

분으로 아연을 함유하며 모양이 손가락 같다 하여 zinc-

finger transcription factor라고 불리우는 전사인자가 있는

데 이 전사인자들 구성에서 아연은 중요한 역할을 한다.1,2

생체 아연은 뼈의 형성을 도와준다는 연구 보고들이 있

으며,3,4 그 형성을 도우는 메커니즘은 경조직인 뼈의 칼

슘화를 촉진시킨다는 연구결과들이 보고되고 있다.5,6 보

통 경조직인 뼈 조직의 칼슘화는 조골세포의 세포외 기질

(extracellular matrix)에 Ca과 P이 쌓여서 인산화합물의 일

종인 딱딱한 하이드록시아파타이트 (hydroxyapatite, HA)

를 형성하게 되며, 이 HA 성분이 딱딱한 뼈의 조직을 형성

하게 되는 것이다. 그러나 혈관 같은 연조직에서는 Ca이나

P의 침착 같은 칼슘화는 혈관의 플라그를 형성하게 되고

혈관 경화증을 유발하게 되므로, 연조직에서는 오히려 이

러한 비정상적인 칼슘화가 생기면 이 칼슘화를 저지하기

위한 단백질들이 세포에서 만들어져서 세포 밖으로 분비

하게 되며, 이러한 단백질들이 딱딱해진 칼슘화를 용해하

는 작용을 하면서 정상적인 연조직을 유지하고자 하는 기

전이 있다.7

단백질 osteopontin은 산성을 띠는 인단백질로서 딱딱

해진 부분을 용해시키는 작용이 있다.8,9 즉, 뼈조직에서

는 조직의 빠른 재생을 위해서인데, 연조직에서는 경화를

방지하기 위해서이다. 따라서 보통 연조직에서는 경화를

ABSTRACT

Purpose: Zinc, a biomineral present within and outside cells, manages various cellular mechanisms. In this study, we

examined whether zinc was involved in vascular smooth muscle cell (VSMC) calcification via regulation of calcification

inhibitor protein, osteopontin (OPN). Methods: Rat aorta cell line (A7r5 cells) and primary vascular smooth muscle cells

(pVSMCs) from rat aorta were cultured with phosphate (1-5 mM) and zinc (0-15 µM) as appropriate, along with osteoblasts

(MC3T3-E1) as control. The cells were then stained for Ca and P deposition for calcification examination as well as

osteopontin expression as calcification inhibitor protein was measured. Results: Both Ca and phosphate deposition

increased as the addition of phosphate increased. In the same manner, the expression of osteopontin was upregulated as

the addition of phosphate increased in both cell types. When zinc was added, Ca and P deposition decreased in VSMCs,

while it increased in osteoblasts. Conclusion: The results imply that zinc may prevent VSMC calcification by stimulating cal-

cification inhibitor protein OPN synthesis in VSMCs. 
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방지하고자 할 때는 osteopontin의 분비가 높아지는 것이

다.9 본 연구는 아연이 혈관평활근세포에 칼슘화가 생길

때 osteopontin과 관련성이 있는지에 대해서 알아보고자

하였다.

연구방법

세포배양

혈관평활근세포 (vascular smooth muscle cell, VSMC)

모델로는 두 가지 형태의 모델을 사용하였는데 쥐의 대동

맥 내벽으로부터 채취한 primary vascular smooth muscle

cells (pVSMCs)과 세포 라인에 속하는 A7r5 cells (rat

aortic vascular smooth muscle cell line, ATCC, CRL-

1444)을 사용하였다. pVSMCs 채취에 대한 내용은 기 보

고되어 있는 방법에 근거하였다.5 칼슘화 현상을 보기 위

한 대조군 세포모델로서는 생쥐 유래의 조골세포 라인

(MC3T3-E1 cell line, ATCC, CRL-2593)을 사용하였다.

평활근세포에서 칼슘화에 따른 Ca 및 P 침착 정도와

osteopontin 단백질의 발현을 보기 위해서 세포에 인을

공급하면서 배양하였는데 (beta-glycerophosphate 형태,

0~5 mM P, 12일 동안), 이는 인이 칼슘과 결합하면서

hydroxyapatite를 만들기 위한 핵심물질이기 때문이다. 보

통 조골세포는 인의 농도를 10 mM 이상 처리하는 경우가

있다. 또 다른 실험에서는 인의 공급과 더불어 아연을 수준

별로 처리하면서 배양하였다 (혈관평활근세포에서 아연

수준 0~15 µM, 12일 동안).

칼슘화 (Ca 및 P 침착 정도)
혈관평활근 세포와 조골세포에서 칼슘화의 정도를 나타

내는 Ca 및 P의 침착을 이들 이온들과 결합하는 염색법을

이용하여 측정하였다. Alizarin 염색법은 이 붉은 염색 시

약이 세포내외 기질의 Ca 이온과 결합하는 성격을 이용하

여 염색하였다. Alizarin 염색양은 정량평가를 위해서 10

(w/v) cetylpyridinium chloride (CPC) : 10 mM sodium

phosphate buffer (pH 7.0)로 용해해서 562 nm에서 분광분

석하였다. von Kossa 염색법은 시약 silver nitrate이 인산

(PO4
−) 음이온과 결합하는 성격을 이용하여 P의 침착을 측

정할 수 있으며, silver nitrate과 인산 음이온의 결합 부분

이 짙은 회색으로 염색이 된다.5

Western blot

세포내의 단백질 osteopontin의 발현은 Western blot을

이용하여 측정하였다. 세포라인 A7r5 (혈관평활근세포) 및

MC3T3-E1 (조골세포) 세포들을 파쇄하여 단백질을 채취

Fig. 1. The addition of phosphate induced Ca (A) and P (B) deposition in vascular smooth muscle cells (pVSMCs and A7r5 cells) as well

as in osteoblasts (MC3T3-E1 cells). Cells were cultured with the designated phosphate levels for 12 days and stained for Ca (A, in red)

and P (B, in black) deposition.
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한 뒤, osteopontin 단백질을 1차 및 2차 항체 결합 방식으

로 측정하였다 (osteopontin 1차 항체; OPN (Akm2A1)-SC

21742, Santa Cruz, Europe).

결과
 

및
 

고찰

혈관평활근세포에 인을 첨가하면 세포칼슘화가 일어남.
Fig. 1은 혈관평활근 세포 (pVSMC 및 A7r5) 및 조골세

포 (MC3T3-E1)에 인을 첨가해서 12일 동안 배양 한 후, 세

포기질에 침착 된 Ca 및 P의 양을 염색한 결과이다. Ca 침

착은 인의 첨가가 증가할수록 두 세포 모델 모두에서 증가

하였는데, 세포외기질에 침착된 염색 정도 (붉은색 부분)

뿐만 아니라, 칼슘과 결합된 Alizarin red 시약을 녹여 내서

측정한 정량적 결과 (그래프 부분)에서도 같은 양상을 보였

다 (Fig. 1A). 세포외기질 칼슘화를 유발하는데 핵심 물질

이 되는 무기인산 (inorganic phosphate)의 침착도 두 세포

모델 모두에서 첨가 인의 농도와 비례해서 나타났다 (Fig.

1B). 즉 인의 첨가는 혈관평활근세포 및 조골세포 모두에

서 칼슘의 침착을 유발했으며, 첨가된 인 농도가 높아질수

록 칼슘 침착도 많아졌다. 

이러한 결과는 정상적인 경조직에서 뿐만 아니라, 연조

직인 혈관평활근세포 칼슘화도 인이 있으면 일어날 수 있

음을 제시한다. 즉 혈관평활근세포와 조골세포 모두 칼슘

화에는 인이 필요하다는 뜻이다.10 이는 조직 경화증은 칼

슘화이며, 이 때 가장 잘 만들어지는 물질이 인화합물인 하

이드록시아파타이트 (hydroxyapatite, HA)인데, 이 HA는

무기인산만 공급되면 거기에 Ca이 붙어서 형성될 수 있음

을 의미한다.11 따라서 연조직에서도 인이 주어지면 경화

증이 유발될 수 있음을 의미한다. 

세포칼슘화 저해단백질인 osteopontin의 발현은 혈관

평활근세포에서 인의 첨가가 높아질수록 더 많이 발

현되었음.
Fig. 2는 혈관평활근세포 (A7r5)와 조골세포 (MC3T3-

E1)에 인을 첨가하고, 이에 따른 세포 osteopontin 단백질의

발현 정도를 제시한 그림이다. 두 세포 유형 모두에서 인의

첨가가 증가할수록 (칼슘화 현상이 심해질수록) 이를 저지

Fig. 3. The addition of zinc prevented Ca and P accumulation in vascular smooth muscle cell A7r5 under calcified condition (A. at 3 and

5 mM P addition), while zinc stimulated Ca and P accumulation in osteoblasts. Cells were cultured with the designated Zn and phos-

phate level for 12 days.

Fig. 2. Calcification inhibitor protein, osteopontin, upregulated as

the addition of P in creased in both VSMCs (A, A7r5) and osteo-

blasts (B, MC3T3-E1). Cells were cultured with the designated P

level for 12 days.
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하고자 하는 osteopontin 단백질의 발현이 증가되었다. 이

러한 결과는 위 Fig. 1A의 칼슘화 결과와 일치하는 것으로,

혈관평활근세포 (연조직)이든 조골세포 (경조직)이든 칼슘

화가 진행되면 osteopontin 단백질의 발현 및 합성도 증가

될 수 있음을 의미한다.8,9 이 결과의 의미는 연조직 혈관평

활근세포에서 칼슘화가 진행되면 (P의 첨가수준이 높아지

면), 칼슘화를 저지하기 위해서 osteopontin이 많이 분비되

지만, 뼈같은 경조직에서 칼슘화가 진행되면 osteopontin

는 새로운 뼈 형성 촉진을 위해서, 기 형성된 단단한 칼슘

화 부분을 용해시키기 위해서 발현됨을 유추할 수 있다. 

아연은 혈관평활근세포에서 인 첨가에 의한 칼슘화를

저해하였음.
혈관평활근세포에 칼슘화가 생길 수 있는 상황에서 (3,

5 mM P 첨가) 아연을 첨가하였더니, 아연 농도가 높아질

수록 Ca 및 P의 침착이 낮아졌다 (Fig. 3A). 이는 아연이 혈

관 칼슘화를 지연시킬 수 있음을 의미한다. 조골세포에서

아연은 정상적인 경조직세포 칼슘화를 도와주는 것으로

나타났다 (Fig 3B).

위 칼슘화 저해단백질인 osteopontin 발현 결과와 아연

처리한 뒤의 Ca 및 P의 침착을 나타낸 결과에서 유추해 보

면, 연조직인 혈관에서 아연이 부족하면 칼슘화가 유발될

수 있고 (Fig. 3) 이러한 아연 부족에 의한 칼슘화는 칼슘화

저해단백질인 osteopontin이 적게 만들어져서 생기는 현

상일 수 있음을 암시하고 있다 (Fig. 2). 따라서 아연은 경

조직 뼈와 연조직인 혈관에서의 칼슘화에 차별적으로 조

절하고 있음을 암시한다.
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