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Ⅰ. 서 론

골개조는 일생을 통해 일어나며 병적인 경우를 제외하고는

골흡수와 골형성이 조화를 이루어 골의 항상성을 유지한다. 이

러한 골개조 현상은 다양한 골질환의 치료와 치과 영역에서는

치조골 흡수, implant의 안정성, 외상과 연관된 골흡수 및 재

생, 교정력에 의한 치아이동과 같은 임상적인 관점에서 많은 연

구의 대상이 되어 왔다. 골개조는 osteoprogenitor cell의 증식

과 분화를 동반하는데1), 조골세포는 pluripotent mesenchy-

mal stem cell에서 분화되고 이런 미분화된 세포는 호르몬 혹

은 성장인자등의 자극에 의해 조골세포, 연골세포, 근육세포등

의 특정세포로 분화되어 가며 각각 특이한 분화 표지인자를 합

성하게 된다2-4).

조골세포 배양시 나타나는 조골세포 분화표지 인자들은 세포

의 증식 및 분화의 정도에 따라 달리 발현되며, 일반적으로 증

식기, 기질 성숙기, 석회화의 3단계 과정을 거쳐 골을 형성한

다. 골표지 인자 중 특히 alkaline phosphatase(이하 ALP)는

조골세포의 분화 초기에 나타나는 표지인자로써 기질 성숙기에

나타나기 시작하여 기질 성숙기 후반에 최대로 발현되고 석회

화 단계에서는 감소한다5,6). 골조직에 많이 존재하는 ALP는

tissue- nonspecific ALP로서 phosphate ester를 가수분해하

며 인산의 대사를 조절하고, phosphoryl metabolite의 수준을

일정하게 유지 시키며, phosphoprotein phosphatase의 역할

을 한다. 이들은 골석회화 과정에 있어서 hydroxyapatites성장

을 저해하는 고농도의 inorganic pyrophosphate(PPi)가 존재

시 pyrophosphatase의 역할을 수행하기도 하며, 인산의 plas-

ma membrane transport역할 또는 extracellular calcium

binding protein의 역할을 수행하여 osteoid내로 calcium

phosphate의 침착을 도와주며7,8) 조골세포의 석회화에 선행하

여 나타나서 extracellular matrix가 석회화 할 수 있는 조건을

만드는데 관여한다고 알려져 있다9).

Smad에 의한 alkaline phosphatase 유전자의 발현 조절기전
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본 실험은 탁월한 골유도능으로 관심의 대상이 되고 있는 BMP의 세포내 신호 전달자로 알려진 Smad 1과 Smad 5가 조

골세포 초기 분화표지인자인 ALP 유전자의 발현에 미치는 영향 및 그 조절기전을 알아보고자 하였다. BMP 처리 없이도

Smad에 의해 ALP가 발현되는가를 알아보기 위해 Smad 1과 Smad 5가 각각 stably transfection된 C2C12 세포를 3일간

배양후 histochemical assay를 하였고, Smad 1과 Smad 5의 expression vector와 ALP promoter vector를 transient

co-transfection한 후 ALP promoter activity를 측정하였다. Smad에 의한 BMP의 효과를 알아보기 위해서 100ng/ml의

BMP-2를 처리한 군과 처리하지 않은 군으로 나누어 세포를 배양한후 ALP 유전자의 발현을 northern blot analysis로 확

인 하였다. Smad가 ALP 유전자의 발현을 직접적으로 조절하는가를 알아보기 위해서는 단백질 합성억제제인 cyclohex-

imide를 전처리하여 ALP 유전자의 발현을 northern blot analysis하였다.

이상의 실험결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

∙Smad 1과 Smad 5가 과발현된 세포에서는 BMP 처리없이도 ALP가 발현된다.

∙Smad 1과 Smad 5가 과발현된 세포에서 BMP 처리후 ALP 발현 증가율이 대조군 보다 현저히 높게 나타나 Smad가

BMP 효과를 증가시킨다는 것을 알수있다.

∙Smad는 새로운 단백질의 합성을 통해 ALP 유전자를 발현시킨다.
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조골세포의 분화에 관계하는 조절인자 중에서도 탁월한 골유

도능이 있는 것으로 알려진 bone morphogenetic

protein(BMP)는10-13) 최근까지 최소한 15종류가14-16) 발견되었

고 이들 중, BMP 2, 4, 7이 골유도능을 강하게 나타낸다고 보

고되었다. 특히 BMP-2를 mouse premyoblastic cell line인

C2C12 세포에 가하면 근육세포로의 분화는 억제되고, 조골세

포로 분화됨이 보고되었다17). 이러한 BMP의 세포내 신호전달

은 BMP type I 수용체의 serine/threonine kinase가 수용체-

리간드 결합에 의해 활성화 되고, 세포내의 단백질을 인산화시

킴으로써 그 신호를 세포핵 내로 전달하게 되는데 그중 가장 널

리 알려진 signaling molecule은 Smad이다18,19). 

Smad는 receptor regulated Smad인 Smad 1, 2, 3, 5, 8

과 common partner Smad인 Smad 4, inhibitory Smad인

Smad 6, 7로 분류된다18). Dwarfin-A로 명명되기도 하는

Smad1은 BMP 2/4의 세포내 신호 전달체라는 보고가 있어왔

으며, Smad 5는 Smad 1과 구조적으로 95% 동일성이 있어

BMP signal에 관계할 것이란 추측이 있어왔다. 이런 Smad1

과 Smad5에 관하여 Yamamoto(1997)20)등은 C2C12 세포는

Smad 1, 2, 4, 5를 발현 시키며, Smad 1 혹은 Smad 5를

C2C12 세포에 과발현 시키면 BMP-2 없이도 조골세포의 표

지인자인 ALP는 발현되고 myogenin의 발현은 억제 된다고 하

였다. 반면 인산화되는 C-terminal을 제거한 Smad1과 5를 과

발현 시키면 BMP signal이 차단됨을 밝히면서 Smad 1과

Smad 5가 BMP signal에 관여한다는 것을 보고하였다. 

BMP에 의해 Smad 1과 Smad 5가 인산화되면 Smad 4라

는 Co-Smad와 결합하게 됨으로써 핵내로 이동하여 BMP 신

호를 전달하게되는 것으로 알려져 있으나, 현재까지 핵내로 이

동한 Smad 1, 5가 조골세포의 초기분화에 어떻게 영향을 주는

가에 대해서는 잘 알려져 있지 않다. 이에 본 연구에서는 BMP

signal에 관여한다고 밝혀진 Smad 1과 Smad 5가 조골세포의

초기 분화에 미치는 영향을 알고자 Smad 1과 Smad 5가 과발

현된 C2C12세포에서의 ALP의 발현양상 및 조절기전을 관찰

하고자 하였다. 

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. Alkaline phosphatase activity의 histochemical

analysis

Mouse muscle myoblast cell line인 C2C12 cell과 Lee 등
21)의 방법에 의해 Smad 1과 5가 각각 stably transfection된

cell line을 fetal bovine serum(이하 FBS, GibcoBRL,

U.S.A.)과 항생제인 100U/ml penicillin G와 100μg/㎖

streptomycin을 포함하는 Dulbecco modified Eagle medi-

um-high glucose(이하 DMEM, GibcoBRL, U.S.A.) 배지에

37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 2×104cell/cm2의 밀

도로 12 well plate에 seeding 한후, 배양 하루 뒤 5% FBS를

포함하는 DMEM배지로 교환하고 recombinant human

BMP-2(Genetic Institute, U.S.A.)를 농도별(0, 5, 10, 50,

100, 300 ng/ml)로 배지에 첨가한 후 3일간 배양하였다.

배양된 세포의 배지를 제거하고 phosphate buffered

saline(이하 PBS)로 2회 씻은 후 citrate-acetone-formalde-

hyde fixative solution에 30초동안 고정시켜 증류수 45ml에

alkaline phosphatase staining kit(Sigma Diagnotics,

U.S.A.)에 포함된 sodium nitrate, FRV-Alkaline, naph-

thol AS-BI alkaline solution을 각 1ml씩 순서대로 첨가하여

well당 약 1ml 정도 처리하고 빛이 차단되게 15분정도 상온에

서 방치한후 PBS로 씻고 건조시켜 관찰하였다.

2. Transient transfection and luciferase assay

Transient transfection

Transfection 하루전 6 well plate에 well당 1×105cell을

seeding하여 50~80% confluent 해질 때 LipoFECTAMINE

PLUS reagent(Life technologies)을 이용하여 transfection

을 시행하였다. Well당 plasmid DNA(ALP promoter-lu-

ciferase reporter vector 및, Smad l, 5의 expression vector,

pcDNA3)는 0.5μg, PLUS reagent 2μg, LipoFECTAMINE

reagent 3μg, serum이 포함되지 않은 DMEM 배지 100ml를

사용하며, 우선 DNA와 PLUS reagent를 serum이 포함 되지

않은 DMEM배지와 혼합하여 15분 둔 뒤 LipoFECTAMINE

과 DMEM 배지를 혼합한 용액을 첨가한 후 다시 15분동안 상

온에 방치하였다. 배양중이던 세포의 배지를 serum 이 포함되

지 않은 DMEM 배지로 교환후, transfection 용액 (DNA-

LipoFECTAMINE)을 각 well에 200ml 첨가하고, transfec-

tion 3시간후 정상 농도로 serum을 첨가하여 48시간 배양한

후 세포를 회수하였다. 이 실험에서의 Smad expression vec-

tor plasmid는 Miyazono 박사 (Cancer Institute of the

Japanese Foundation for Cancer Research, Tokyo,

Japan)로 부터, ALP-luciferase reporter vector는 Harada

박사(Sumimoto Parmaceuticals. Japan)로 부터 받은 것을

사용 하였으며, 각 plasmid의 DNA는 Qiagen Midi Kit을 이

용하여 추출하였다.

3. Luciferase Assay

세포의 배지를 제거하고 luciferase assay system kit

(Promega, WI, U.S.A.)의 reporter lysis buffer를 well당

200ml를 첨가하여 세포의 lysate를 얻은 다음, 1분정도의 원

심분리를 시행하여 상층액 100ml를 luminometer로 lu-

ciferase activity를 측정하여 SigmaPlot program으로 도표화

하였다.
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4. Northern blot analysis

1) 세포배양

C2C12, Smad 1과 Smad 5가 각각 stably transfection된

cell을 100mm2 plate에 1.1×106cell의 밀도로 seeding 한 후

15% FBS가 포함된 DMEM배지에 배양했다. 하루 뒤 각 cell

들을 5% FBS를 포함한 배지에 BMP-2를 100ng/ml 첨가한

군과 첨가하지 않은 군으로 나누어 3일간 배양했다. 

BMP의 ALP 발현 조절기전을 알아보기 위한 cyclohex-

imide 처리 실험은 C2C12 cell을 동일한 방법으로 seeding 한

후, 대조군과 실험군 모두 하루 뒤 5% FBS를 포함한 배지로

교환하였고, 실험군은 BMP-2 (100ng/ml) 첨가 30분전 cy-

cloheximide (10μl/ml)를 처리하여 24시간 배양하였다.

2) RNA 추출 및 전기영동

RNA는 Chomczynski와 Sacchi 방법으로 추출하고 spec-

trophotometer로 정량하였고, 정량된 RNA에서 10μg의 total

RNA를 취해 50% formamide, 40mM MOPS(3-〔morpholi-

no〕propanesulfonic acid), 10mM sodium acetate, 1mM

EDTA, 0.1mg/ml ethidium bromide를 첨가하여, 65℃에서

15분간 방치한 후 얼음에서 냉각하였고 1% agarose, 5.5%

formaldehyde의 gel상에서 전기영동하였다. 이들 RNA를

Hybond-N-membrane(BIO RAD, U.S.A.)으로 transfer 시

켰고, membrane을 UV light에 노출 시켜 RNA를 cross-link

시켰다.

Probe는 Megaprime DNA labelling system kit

(Amersham pharmacia biotech, U.S.A.)을 이용하여〔α-

32P〕dCTP를 부착하였다.

Membrane은 ExpressHyb Hybridization Solution

(Clontech, CA, U.S.A.)으로 prehybridization을 3시간, 1×

106cpm의 32P-labeled cDNA probe로 16시간동안 hy-

bridization을 시켰다. Sol Ⅰ(0.1% SDS, 2XSSC), Sol Ⅱ

(0.5% SDS, 0.1% SSC)로 washing한 후 -70℃에서 Kodak

X-ray film에 autoradiography를 시켰다.

Ⅲ. 연구 성적

1. Smad가 과발현된 C2C12세포에서는 BMP 처리없이도

ALP가 발현된다.

BMP에 의해 활성화되는 Smad에 의한 조골세포 분화를 관

찰하기 위해 Smad 1과 Smad 5를 stably transfection한

C2C12 세포에서 조골세포 분화의 초기 표지인자인 ALP의 활

성을 histochemical assay로 확인 하였다. Smad 1, Smad 5

가 stably transfection된 세포들은 histochemical assay 결과

BMP처리 없이도 ALP가 발현되었으며, Smad 1이 과발현된

군에서의 ALP 발현 농도가 Smad 5에 비해서 현저히 높았다

(Fig. 1).

C2C12 세포에 Smad 1, Smad 5와 ALP promoter-lu-

ciferase vector 를 각각 co-transfection 시킨후 ALP pro-

moter activity를 측정한 결과 BMP 처리 없이도 Smad1과

Smad 5가 transfection된 군에서는 대조군 보다 ALP pro-

moter activity가 2배정도 증가하는 것으로 나타났다(Fig. 2). 

2. Smad가 과발현된 C2C12세포에 BMP를 처리하면 ALP

발현이 증가한다.

Smad 1, Smad 5를 각각 stably transfection한 세포에

BMP를 농도별로 처리하여 histochemical assay를 한 결과 5,

10ng BMP/ml농도에서 C2C12와 Smad 5가 과발현된 군 사

Fig. 1. Histochemical assay of ALP in overexpressed Smad 1, Smad 5 cells.

C2C12, Smad 1-C2C12 and Smad 5-C2C12 cells were plated in DMEM containing 15% FBS, media containing 5% FBS were

changed on day 1 and cells cultured for 3 days in the abscence or presence (5, 10, 50, 100, 300 ng/ml) of BMP-2. 

Cells were stained with alkaline phosphatase staining kit (Sigma Diagnotics. U.S.A.). Smad 1-C2C12, Smad 5-C2C12: Cell lines

which were stably transfected with each Smad 1 and Smad 5 expression vectors, respectively.
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이에서는 ALP 발현농도 차이가 유의하지 않았으며, Smad 1

과는 발현의 차이가 있었다. 50, 100ng BMP/ml의 농도에서

는 대조군의 ALP 발현 농도가 낮게 나타났으며 300ng의

BMP 농도에서는 세 군 모두 비슷한 발현양상을 나타내었다

(Fig. 1). BMP 100ng/ml를 처리한 C2C12 세포에서 ALP

promoter activity를 측정한 결과 2배 정도의 ALP activity

증가를 나타내었으며(Fig. 3), C2C12, Smad 1, Smad 5가

과발현된 세포에서의 northern blot analysis를 한 결과 세 군

모두 BMP (100ng/ml) 처리후 ALP의 mRNA 발현이 증가되

었음을 확인 할 수 있었고, 특히 Smad 1과 Smad 5가 과발현

된 군에서 ALP 발현증가가 대조군보다 유의하게 커짐을 확인

할 수 있었다(Fig. 4). 

Fig. 5. ALP expression by BMP-2 in C2C12 cells was

dependent on de novo protein synthesis.

C2C12 cells were cultured for 3 days, and treated for final

24 hours with or without BMP-2 (100ng/ml) alone or in

combination with 10μg/ml cycloheximide(CHX) pre-treat-

ment. Total RNA(10μg) were analyzed by northern blot

hybridization with cDNA for ALP. The amount of rRNA in the

same samples was visualized ethidium bromide staining

Fig. 3. Activation of ALP promoter activity in respose to

BMP-2.

C2C12 cells were plated 1×105 cells/ well at 6 well culture

plate in DMEM containing 15% FBS. Cells were transiently

co-transfected with each pcDNA3-ALP when the cells

reached 50-80% visual confluency. 

After 24 hours, transfected cells were treated with or with-

out BMP-2 (100ng/ml) for 24 hours. Transient transfection

and luciferase assay of ALP were performed as described

previously. 

Fig. 4. The effect of BMP-2 in overexpressed Smad 1,

Smad 5 cells.

C2C12(C), Smad 1-C2C12 (S-1), Smad 5-C2C12(S-5)

cells were plated in DMEM containing 15% FBS. Media

containing 5% FBS were changed on day 1 and cells were

cultured with or without BMP-2 for 3 days. Total RNA(10μg)

were analyzed by northern blot hybridization with cDNA for

ALP. The amount of rRNA in the same samples was visual-

ized ethidium bromide staining 

Fig. 2. Activation of ALP promoter activity in response to

Smad 1 or Samd 5.

C2C12 cells were plated 1×105 cells/ well at 6 well culture

plate in DMEM containing 15% FBS. Cells were transiently

co-transfected with each pcDNA3-ALP (control group),

Smad 1-ALP, Smad 5-ALP when the cells reached 50-

80% visual confluency. Transfected cells were cultured for

48 hours. Transient transfection and luciferase assay of

ALP were performed as described previously.
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3. Smad에 의한 ALP유전자의 발현에는 새로운 단백질의

합성이 필요하다.

BMP-2에 의한 ALP의 발현 증가가 Smad signaling을 통

한 직접적인 현상인지, Smad에 의해 새로이 합성된 단백질에

의한 것인지를 확인하기 위해 C2C12 세포에 단백질 합성 억

제제인 cycloheximide(10μg/ml)를 30분간 전처리한 후

BMP-2를 처리한 세포의 ALP mRNA 발현을 확인 해본 결과

ALP가 발현되지 않았다(Fig. 5). 이 결과를 통해 ALP 유전

자 발현이 Smad에 의해 직접적으로 유도되는 것이 아니라,

어떤 특정한 단백질의 합성을 통해 2차적으로 유도된다는 것

을 알 수 있었다.

Ⅳ. 총괄 및 고찰

Bone morphogenetic protein(BMP)는 이소골 형성의 능력

으로 Urist10)(1965)에 의해 처음 동정되어 현재까지 적어도

15개의 TGF-βsuperfamily16)에 속하는 BMP들이 발견되었

다. 이들중 BMP 2, 4, 7은 골유도능을 강하게 나타내어 정제

된 단백질 자체만으로도 탈회된 골기질이 가지는 골유도능을

보여 주었으며 특히 BMP-2의 경우는 in vitro상 premyoblas-

tic cell line인 C2C12 세포를 조골세포로 변환시키는 능력17)이

있음이 밝혀짐으로써 이 실험모델을 이용하여 BMP에 의한 이

소골 형성의 기전뿐만 아니라 조골세포의 분화기전에 대한 연

구가 진행될 수 있게 되었다.

TGF-βsuperfamily의 신호 전달 체계에서 수용체는 세포막

을 1회 관통하며 그 세포질쪽에 serine/threonine kinase 활

성을 가진다. 리간드인 TGF-βsuperfamily 사이의 유사성과

마찬가지로 이들의 수용체 역시 서로간에 유사성을 가지고 있

다. 이들의 수용체는 type Ⅰ과 type Ⅱ의 두종류로 분류되고

특히 type Ⅰ 수용체에는 L45 부위가 있어 수용체가 리간드에

특이적으로 결합할수 있게 한다22). 리간드와 수용체 사이의 결

합양상은 크게 두가지 방법으로 대별 되는데 첫째는 TGF-β와

activin이 취하는 전달양식으로 먼저 리간드가 type Ⅱ 수용체

에 결합하여 인산화되는 방법이며 이때 type Ⅰ 수용체는 type

Ⅱ 수용체의 매개없이 리간드와 결합하지 않는다23,24). 둘째는

리간드가 각각의 수용체와도 결합을 하기는 하나 그 결합력이

약한 것에 반하여, 두종류의 수용체가 동시에 존재할 경우 아주

높은 결합능을 발휘하는 방법이다. 이것은 전형적인 BMP 수용

체의 신호전달 방법으로 BMP 수용체가 전혀 발현되지 않는 세

포에 각각의 수용체를 발현시킴으로써 확인 되었다25-27).

BMP의 신호전달 체계에서 수용체는 type Ⅰ과 type Ⅱ가

있으며 type Ⅰ 수용체에는 type IA와 type IB 두종류가 있다.

BMPRⅡ에 BMP가 결합하여 수용체-리간드 복합체를 형성하

면 BMPRⅠ의 serine threonine kinase가 활성화되고 세포내

의 단백질을 인산화시킴으로써 BMP의 신호를 세포핵내로 전

달하게 되는데28,29) 그중 가장 널리 알려진 단백질이 Smad이다. 

Smad는 C. elegance에서 발견된 Sma라는 유전자와

drosophil에서 발견된 Mad(Mother aganinst dpp)라는 유전

자가 동일한 유전자임이 밝혀진 후 Sma와 Mad의 합성어로 명

명된 것이다. Smad 1, 2, 3, 5는 TGF-β, BMP와 같은 리간드

에 특이적으로 반응하는 receptor regulated Smad(R

Smad), Smad 4는 R-Smad와 함께 핵막을 통과하는 com-

mon partner Smad(Co Smad)로 명명되며30), Smad 6, 7은

type Ⅰ 수용체에 결합하거나 R Smad와 결합하여 R Smad가

Co Smad와 결합을 하지 못하게 함으로써 TGF-βsignaling을

억제하는 작용을 나타내어 inhibitory smad(Ⅰ Smad)로 분류

된다30,31).

R Smad와 Co Smad의 구조는 linker region으로 연결된

두 개의 잘 보존된 MH1 domain(N-termnal)과 MH2 do-

main(C-terminal)이 있으며, MH1 domain과 MH2 domain

은 상호 억제 작용을 한 상태로 세포질에 존재한다. R Smad의

C-terminal쪽 MH2 domain에는 BMPR I과 접촉하여 인산화

되는 SSXS motif가 있고, Co Smad인 Smad4와 결합하는 부

위가 있어서, BMP signal에 의해 SSXS motif가 인산화되면

MH1 domain에 의한 MH2 domain의 상호 억제 작용이 풀리

면서 R Smad가 Smad 4와 hetero oligomerization을 형성하

여 핵내로 이동 가능하게 됨으로써 BMP signal이 세포내로 전

달되는 것이다22,32,33). 그리고 핵내로 이동한 Smad 복합체는 전

사조절인자로 작용하게된다. 전사인자로서의 Smad의 작용기

전에 관하여 Smad가 FAST-1, AP1, TEF3, CBP/300등 다

른 전사인자와 함께 특정 유전자 발현을 조절한다고34) 생각 되

었으나 최근에는 Smad 3-Smad 4 복합체가 직접 결합할 수

있 는 DNA specific sequence인 Smad binding

element(SBE)35)가 밝혀져서 Smad가 독자적으로도 다른 유

전자의 발현을 조절할 수 있다는 가능성이 알려지게 되었다. 그

러나 현재까지 BMP singnal의 전달자인 Smad 1과 Smad 5

의 binding site에 대한 보고는 없는 실정이다. 

BMP가 조골세포의 분화에 미치는 영향을 살펴보면

Katagiri 등(1994)17)이 premyoblast cell line인 C2C12 세포

에 300ng/㎖의 BMP-2를 처리하여 배양하면 근육세포로 분화

하지 않고 조골세포의 분화표지인자인 ALP, osteocalcin, os-

teopontin 등이 발현되는 것을 보고하였고 Ryoo 등(1998)38)

은 preosteoblast인 MC3T3-E1 세포를 300ng/ml의 BMP-2

하에서 배양하면 조골세포로의 분화를 1주일 이상 앞당기는 효

과를 나타내며, MC3T3-E1세포를 20일간 배양하면서 배양 1

일 부터 3일까지 BMP-2를 처리한 군에서 골결절 형성이 유의

하게 촉진되는 결과를 관찰하면서 BMP-2는 조골세포의 초기

분화 조절에 중요한 역할을 한다는 것을 보고하였다. 

BMP signal의 전달자인 Smad 1, Smad 5와 조골세포의

분화와의 관계에 대하여서는 Yamamoto 등(1997)20)은

C2C12 세포에 Smad 1 혹은 Smad 5를 과발현 시키면 BMP-

2 없이도 C2C12 세포가 ALP activity를 나타내고 myogenin

actitivity는 억제되며, BMPR-IA의 인산화되는 부위를 제거시
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킨 C2C12 세포에 Smad 1과 Smad 5를 과발현 시키면 위와

동일하게 ALP가 발현되고 myogenin은 억제된다고 하였다. 그

리고 C-terminal의 인산화되는 부위를 제거한 Smad 1과

Smad 5를 과발현 시키면 myogenin activity가 증가 하면서

BMP signal이 차단됨을 관찰하면서, C2C12 세포에서는

BMPR-IA를 경유하는 다른인자나 endogenous BMP와 관계

없이 exogenous Smad 1과 Smad 5의 과발현만으로도 ALP

가 발현됨을 보고했다. 

Smad가 조골세포 분화의 초기 표지인자인 ALP 발현에 미

치는 영향을 알아보기 위한 본 실험에서, Smad 1과 Smad 5

를 transient transfection한 세포에서 ALP promoter activi-

ty가 대조군에 비해 2배정도 높게 나타난 것과 histochemical

assay 상 Smad 1, Smad 5가 stably transfection된 세포에

서 BMP 없이도 ALP가 발현된 것을 통해 Smad 1과 Smad 5

가 과발현된 세포에서는 BMP 처리없이도 ALP가 발현됨을 확

인 할 수 있었다, histochemical assay 결과 Smad 5가

transfection된 세포에서의 ALP 발현 농도가 Smad 1의 세포

에 비해 현저히 낮게 나타났는데 이것은 stably transfection시

각 Smad의 expression vector가 세포의 염색체에 들어간 위

치가 다르고 그 위치에 따라 Smad의 발현정도가 달라져서 나

타난 결과라고 사료된다. 

Smad 1, Smad 5가 stably transfection된 세포에 BMP

를 처리했을때의 ALP 발현 증가가 대조군에 비해 현저히 큰

것으로 나타나서, Smad는 BMP의 효과를 증가시킨다는 것을

알 수 있었다. 그러나 BMP가 5, 10ng/ml 정도로 낮은 농도

인 경우 그 증가효과가 ALP staining상으로 확인될 만큼 크

게 나타나지는 않았다. 이상의 결과에서 볼때 일정 농도 이상

의 BMP signal이 있어야만 stably transfection된 Smad의

발현이 증폭되고 이에 의해 ALP 발현이 크게 증가 되는 것이

라고 생각된다.

핵내로 이동한 후의 Smad가 ALP발현에 미치는 작용기전에

대해서는 정확한 자료가 없는 실정이어서 본 실험에서는 핵내

로 이동한 Smad가 ALP를 직접적으로 발현 시키는지 알아보

기 위해 cycloheximide를 전처리 한 결과 cycloheximide전처

리 군에서는 northern blot analysis시 ALP mRNA가 발현되

지 않음을 확인하였다. Smad에 의해 ALP 유전자가 직접적으

로 유도된다면 단백질 합성억제제인 cycloheximide의 처리 후

에도 ALP 유전자의 전사는 영향을 받지 않아야 하지만, cyclo-

heximide 처리후에 ALP 유전자가 유도되지 않은 것은 Smad

에 의해 새로운 단백질이 합성되고 이 단백질이 ALP의 전사를

조절 하는 것으로 사료된다.

이상의 결과에서 Smad 1, Smad 5 모두가 BMP의 신호전

달에 관계한다는 것은 알 수 있었지만 두 Smad간의 기능적 차

이는 확인 할 수 없어서 이에 대한 연구가 더 필요할 것이라 사

료되며, 아울러 Smad가 ALP외에 다른 조골세포의 표지인자

들의 발현에 작용하는 기전을 밝히는 연구도 계속적으로 진행

되어야 할 것이라 생각된다.

Ⅴ. 결 론

Bone morphogenetic proteins(BMPs)는 TGF-βsuper-

family의 일종으로 탁월한 골유도능으로 관심의 대상이 되어

왔다. 특히 BMP-2는 조골세포의 초기 분화조절에 관여한다

는 보고가 있어왔다. BMP-2는 이종이량체의 BMP 수용체와

결합하여 수용체의 세포질쪽의 serine/threonine kinase활성

을 자극하고 이는 다시 세포질에 존재하는 Smad 1과 Smad

5를 활성화하여 이들이 Smad 4와 결합 후 핵속에서 작용하도

록 조절한다. 그러나 BMP에 의해 활성화된 Smad 1, Smad

5가 핵속으로 이동한 후의 작용기전과 조골세포의 초기분화에

미치는 영향에 대해서는 아직 잘 알려진 바가 없다. 이에 본 연

구에서는 Smad 1과 Smad 5가 조골세포 초기 분화표지인자

인 ALP 유전자 발현에 미치는 영향 및 그 조절기전을 알아보

고자 하였다.

BMP 처리 없이도 Smad에 의해 ALP가 발현되는가를 알아

보기 위해 Smad 1과 Smad 5가 각각 stably transfection된

C2C12 세포를 3일간 배양후 histochemical assay를 하였고,

Smad 1과 Smad 5의 expression vector와 ALP promoter

vector를 transient co-transfection한 후 ALP promoter ac-

tivity를 측정하였다. Smad에 의한 BMP의 효과를 알아보기

위해서 100ng/ml의 BMP-2를 처리한 군과 처리하지 않은 군

으로 나누어 세포를 배양한후 ALP 유전자의 발현을 northern

blot analysis로 확인 하였다. Smad가 ALP 유전자의 발현을

직접적으로 조절하는가를 알아보기 위해서는 단백질 합성억제

제인 cycloheximide를 전처리하여 ALP 유전자의 발현을

northern blot analysis하였다.

이상의 실험결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. Smad 1과 Smad 5가 과발현된 세포에서는 BMP 처리없

이도 ALP가 발현된다.

2. Smad 1과 Smad 5가 과발현된 세포에서 BMP 처리후

ALP 발현 증가율이 대조군 보다 현저히 높게 나타나

Smad가 BMP 효과를 증가시킨다는 것을 알 수 있다.

3. Smad는 새로운 단백질의 합성을 통해 ALP 유전자를 발

현시킨다.
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Abstract

THE EFFECT OF BMP REGULATED SMAD PROTEIN 

ON ALKALINE PHOSPHATASE GENE EXPRESSION*

Nan-Jin Kim, Hyun-Mo Ryoo*, Hyun-Jung Kim, Young-Jin Kim, Soon-Hyeun Nam

Department of Pediatric Dentistry and Oral Biochemistry*

College of Dentistry, Kyungpook National University

Bone morphogenetic proteins(BMPs), members of the transforming growth factor β(TGF-β) superfamily were

first identified as the factors that induce ectopic bone formation in vivo, when implanted into muscular tissue.

Especially BMP-2 inhibits terminal differentiation of C2C12 myoblasts and converts them into osteoblast lineage

cells. In the molecular mechanism of the signal transduction of TGF-βand related factors, intracellular signaling

proteins were identified as Smad. In previous study, it has been reported that Smad 1 and Smad 5, which be-

long to the R-Smad family mediate BMP signaling, were involved in the induction of osteoblast differentiation in

C2C12 cells. 

To understnad the role of Smads involved in osteogenic transdifferentiation in C2C12 cell, in present study,

after we stably transfected C2C12 cells with each.

Smad(Smad 1,Smad 5) expression vector, cultured for 3 days and stained for alkaline phophatase activity.

ALP activity positive cells appeared in the Smad 1, Smad 5 stably transfected cell even in the abscence of BMP. 

After transiently co-transfected C2C12 cells with each Smad expression vector and ALP promoter, it was ex-

amined that Smad 1 and Smad 5 expression vector had increased about 2 fold ALP promoter activity in the abs-

cence of BMP. These result suggested that both Smad 1 and Smad 5 were involved in the intracellular BMP sig-

nals which induce osteoblast differentiation in C2C12 cells. 

The effect of BMP on C2C12 cells with Smad 1, Smad 5 transfected were studied by using northern blot

analysis. the treatment of BMP upregulated ALP mRNA level in three groups, especially upregulation of ALP

was larger in Smad 1, Smad 5 transfected cell than control group. 

Pretreatment with cycloheximide(10μg/ml), a protein synthesis inhibitor resulted in blocking the ALP gene ex-

pression even in BMP(100ng/ml) treated cell. These results suggested that Smad increased the level of ALP

mRNA via the synthesis of a certain transcriptional regulatory protein.

Key words : BMP, TGF-βsuperfamily, Osteoblast, Smad, Alkaline phosphatase, Signal transduction




