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서 론

뼈는 조골세포(osteoblasts)와 파골세포(osteoclasts)
에 의한 골 형성과 흡수를 통해 지속적으로 전환되

는 광물 결합 조직(mineral connective tissue)이다

[1,2]. 일반적으로 파골세포의 골 흡수와 조골세포의 

형성 사이의 균형은 골량의 항상성을 정상 상태로 

유지할 수 있지만, 조골세포의 활성 감소에 따른 파

골세포 활성화에 의한 불균형한 골 회전율은 골량 

감소 및 골절 위험 증가를 특징으로 하는 골다공증
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MC3T3-E1 골아세포에서 발효 다시마 추출물에 의한 조골세포 분화의 촉진
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Abstract The Laminaria japonica Aresch (Sea tangle) belongs to the brown algae and has a 
long history as a food material in Asia, including Korea. Recent studies have found that the 
fermented Sea tangle extract (FST) inhibited the differentiation of osteoclasts and protected osteo-
blasts from oxidative damage. This study aims to explore the possibility that FST can induce 
the differentiation of osteoblasts and identify the responsible mechanism. According to our results, 
FST induced differentiation into osteogenic cells in the presence of osteoblastic MC3T3-E1 cells 
under non-toxic conditions.. This finding was confirmed by phalloidin staining, increased alkaline 
phosphatase activity, and calcium deposition. Additionally, it was found that this process was 
achieved by increasing the expression of key factors involved in osteoblast differentiation, such 
as runt-related transcription factor-2, osterix, β-catenin, and bone morphogenetic protein-2. 
Moreover, FST increased autophagy, which may contribute to the maintenance of the bone for-
mation homeostasis, and is associated with the activation of the phosphatidylinositol 3-kinase/Akt 
and mitogen-activated protein kinase signaling pathways. Although further research about the bio-
active substances contained in FST and the tests of their efficacy are required, the results of 
this study indicate that FST has incredible applicability as a functional material for maintaining 
the bone homeostasis.
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(osteoporosis)과 같은 심각한 장애를 유발할 수 있다

[1,3]. 현재까지 골다공증의 예방 및 치료를 위해서

는 골 흡수를 억제하여 골의 양을 유지하고자 하는 

것을 주요 목표였지만, 이러한 약물의 장기간 사용

은 암과 심장질환의 위험을 증가시킬 수 있다. 따라

서 부작용이 없으면서 골의 흡수를 억제하고 조골세

포의 분화를 유도하여 골 형성을 촉진하는 후보 물

질의 발굴에 의한 골량 증가 및 골 미세구조 결함 

개선에 효과적인 치료법이 절실히 요구된다[3,4].
조골세포의 분화는 다양한 전사 인자들에 의하여 

엄격하게 조절되는 복잡한 과정이며, 그들의 활성에 

의하여 골 형성 세포의 분화 및 골 무기화의 강화가 

이루어진다[5-8]. 동시에 세포 환경을 둘러싼 세포 

내 신호계의 활성과 연계된 조골세포의 생존 전략과

도 밀접한 연관성을 가진다[9-12]. 따라서 이들은 모

두 골 항상성을 유지하여 골다공증과 같은 심각한 

골 흡수를 예방 및 치료하기 위한 전략적 표적이며, 
안전성이 검증된 천연물의 활용에 대한 관심이 최근 

증대하고 있다[13-15]. 최근 본 연구실에서는 조골세

포의 분화를 유도하면서 파골세포의 활성을 억제하

기 위한 전략으로 해양 천연물의 탐색을 수행 중이

며, Lactobacillus brevis를 이용한 발효 다시마

(Laminaria japonica Aresch.) 추출물(fermented extract 
of sea tangle, FST)이 nuclear factor-κB (NF-κB) ligand
로 유도된 파골세포의 분화를 활성산소종(reactive 
oxygen species, ROS)의 생성 차단을 통하여 억제하

였음을 보고한 바 있다[16]. 아울러 FST는 산화적 

손상에 의한 조골세포(MC3T3-E1 cells)의 사멸을 유

의적으로 차단하였으며, 이는 nuclear factor erythroid 
2-related factor 2 의존적 heme oxygenase-1의 활성에 

따른 항산화 활성의 증가에 의한 것이었다[17]. 비록 

적정 수준의 ROS는 세포 내 신호 분자로서 중요한 

역할을 하지만, 골의 재흡수를 강화하고 골 형성을 

감소시키는 기여한다[18,19]. 또한, 과도한 수준의 

ROS는 다양한 장기에 산화적 손상을 일으키고 골다

공증을 비롯한 여러 산화적 스트레스 매개 질병의 

병인 및 진행에 관여한다[19,20]. 즉 FST는 조골세포

의 분화 유도제로서의 골 항상성 유지에 기여할 잠

재력이 매우 높지만, 이에 대한 연구는 이루어진 바 

없다. 따라서 본 연구에서는 MC3T3-E1 세포(murine 
osteoblastic MC3T3-E1 cell line)를 이용하여 FST의 

조골세포 분화 가능성을 조사하였으며, 조골세포 분

화 유도에 관여하는 유전자들의 발현 및 이와 연관

된 세포 내 신호 전달계의 역할을 조사하였다. 

재료 및 방법

세포배양 및 FST 처리
MC3T3-E1 세포는 American Type Culture 

Collection (Manassas, VA, USA)에서 구입하여 10% 
fetal bovine serum (FBS) 및 penicillin-streptomycin 용
액을 포함하는 α-MEM (α-Modification of Eagle's 
Minimum Essential Media, WELGENE Inc., 
Gyeongsan, Republic of Korea)에서 배양하였다. FST
는 Marine Bioprocess Co., Ltd. (Busan, Korea)에서 제

공받았으며[21], α-MEM에 적정 농도로 희석하여 처

리하였다. FST의 제조를 위하여 효모 추출물과 포도

당이 1:15 (w/v)의 비율로 포함된 증류수에 건조 다

시마를 첨가하여 121°C에서 30분 동안 멸균하였다. 
멸균 후, L. brevis BJ20 (기탁 번호 KCTC 11377BP)
의 배양액을 1.2% (v/v)의 농도로 혼합물에 첨가하고 

37°C에서 2일 동안 배양하였다. 배양된 발효물을 여

과하여 동결건조한 후, 건조 추출물(FST)을 Milli-Q 
Water에 용해하여 10 mg/mL stock solution으로 제작

하고, 세포배양 배지에 적정 농도로 희석하여 처리

하였다[21].

조골세포 분화 유도
FST에 의한 MC3T3-E1 세포의 분화 유도 효과를 

조사하기 위하여 6-well culture plate에 세포(5x104 
cells/mL)를 분주하고 24시간 후, 분화 유도 배지

(osteogenic medium, OGM; α-MEM containing 10% 
FBS supplemented with 10 mmol/L β

-glycerophosphate and 50 μg/mL ascorbic acid, 
WELGENE Inc.) 또는 FST가 함유된 배지를 이틀간 

교체하면서 7일간 배양하였다. 

세포 생존율 분석
FST의 처리 농도 설정을 위하여 MC3T3-E1 세포

를 96-well culture plates (5x104 cells/mL)에 분주하고 

24시간 배양 후 다양한 농도의 FST가 함유된 배지로 

교체하여 72시간 동안 배양하였다. 세포 생존율은 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
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bromide, MTT) 분석(Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA)을 사용하여 측정하였으며, 제
조사의 지침에 따라 형성된 formazan crystal을 di-
methyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich Co., St. 
Louis, MO, USA)에 녹인 후, microplate reader 
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하

여 540 nm에서 흡광도를 검출하였다. 

Phalloidin 염색
배양이 끝난 MC3T3-E1 세포들의 filamentous actin 

(F-actin) 염색을 위한 형광 probe인 phalloidin (Alexa 
FluorTM 488 Phalloidin)은 Thermo Fisher Scientific 
Inc.에서 구입하였다. 제조사의 지침에 따라 phos-
phate buffered saline (PBS)으로 세포를 수세 후 상온

에서 4%의 formaldehyde로 고정시켰다. 이어서 

blocking solution (1% bovine serum albumin, 0.3% 
Triton-X, 10 mM PBS)을 처리한 다음 phalloidin 용액

(1:200 dilution in PBS)으로 1시간 염색하였다. 
Phalloidin 염색 후, 5분간 4',6-diamidino-2-phenyl-
indole (DAPI, Sigma-Aldrich Co.) 용액으로 핵을 추

가로 염색하였으며 PBS로 세포를 수세 후, 형광 강

도의 차이를 형광현미경(Carl Zeiss, Oberkochen, 
Germany)을 이용하여 관찰하였다. 

Alkaline phosphatase (ALP) 및 Alizarin Red S
염색

ALP의 활성과 칼슘 침착의 정도를 평가하기 위하

여 배양이 끝난 세포를 PBS로 수세하고, 4% form-
aldehyde로 고정시켰다. 이어서 TRACP & ALP 
Double-stain Kit (Takara Bio Inc., Kusatsu, Shiga, 
Japan)를 이용한 ALP 활성을 측정하기 위하여 제조

업체의 지침에 따라 ALP 기질을 첨가하고 37℃에서 

배양하였다. 아울러, 동일 조건에서 배양된 세포를 

2% Alizarin Red S 용액(Sigma-Aldrich Co.)으로 30분 

동안 염색하였다. 그리고 염색된 세포 이미지는 위

상차 현미경(phase-contrast microscopy, Carl Zeiss) 하
에서 획득하였다. 

단백질 발현 분석
배양이 끝난 세포를 모아서 protease inhibitors를 

포함하는 RIPA (radioimmunoprecipitation assay) 용액

(Thermo Fisher Scientific Inc.)을 사용하여 총 단백질

을 추출하였다. Bio-Rad Protein Assay Reagent 
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)로 단백질을 정량한 후, 
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 전기영동으

로 동량의 단백질을 분리하고 polyvinylidene di-
fluoride membrane (Thermo Fisher Scientific)으로 옮

긴 다음 검출 대상 단백질의 1차 항체 및 2차 항체로 

사용하여 순차적으로 반응시켰다. 해당 단백질의 시

각화를 위해 Enhanced Chemiluminescence Plus Kit 
(Thermo Fisher Scientific)를 사용하였고 Fusion FX 
Image System (Vilber Lourmat, Torcy, France)을 사용

하여 이미지를 획득하였다. 

형광 염색
자가포식(autophagy)의 핵심적인 바이오 마크인 

microtubule-associated protein one light chain 3 (LC3)
의 발현에 미치는 FST의 영향을 조사하기 위하여 

정상 배지 및 FST가 함유된 배지에서 배양된 

MC3T3-E1 세포를 대상으로 LC3 Detection Kit 
(Thermo Fisher Scientific Inc.)를 이용하여 제조사의 

지침에 따라 LC3를 염색하였다. 이를 위하여 세포를 

4% formalin으로 고정 후, 실온에서 1시간 동안 LC3 
항체 및 2차 항체(Alexa Fluor 488 goat-anti-rabbit)와 

반응시키고 DAPI 용액을 이용하여 핵을 염색하였

다. 염색이 끝난 세포를 PBS로 수세 후 형광현미경 

하에서 LC3 형광 이미지를 관찰하였다. 

통계 분석
GraphPad Prism Ver. 5.0 (Graphpad Inc., San Diego, 

CA, USA)를 사용하여 실험 결과의 통계 분석을 실

시하였으며, 실험 결과는 평균 ± 표준 편차(standard 
deviation, SD)로 표현하였고, 통계적 유의성의 검정

은 p<0.05 수준으로 하였다. 

결과 및 고찰

MC3T3-E1 세포의 F-actin 발현에 미치는 FST의
영향

FST가 MC3T3-E1 세포의 분화에 미치는 영향을 

평가하기 위한 적정 처리 농도의 선정을 위하여 다

양한 농도의 FST가 함유된 배지에서 72시간 동안 

배양된 세포를 대상으로 MTT 분석을 실시하였다. 
Figure 1A에 나타낸 결과에서 알 수 있듯이, 60 μ
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g/mL 이하의 FST가 포함된 배지에서 배양된 

MC3T3-E1 세포의 생존율은 대조군 대비 유의적인 

차이점이 없었지만, 80 μg/mL 이상의 FST가 처리된 

세포에서는 대조군에 비하여 세포 생존율이 유의적

으로 억제되었다. 따라서, 추후 실험을 위한 FST 처
리 농도는 60 μg/mL으로 설정하였다.

F-actin은 진핵 세포의 단백질 섬유 네트워크

(protein fiber network)를 대별하는 세포골격의 구조

적 및 기능적 구성 요소이며[22], 인간 간질 줄기세

포(stromal stem cells)에서 조골세포의 분화와 뼈 형

성의 향상에 기여한다[23,24]. 따라서 FST가 세포골

격 형성에 미치는 영향을 확인하기 위해 F-actin의 

발현을 phalloidin 형광 염색으로 관찰하였으며, 비록 

분화 유도 배지에서 배양된 세포에 비하여 F-actin의 

형광 강도가 다소 낮게 나타났지만, FST가 함유된 

배지에서 배양된 MC3T3-E1 세포의 세포질 전체에 

F-actin의 발현이 대조군에 비하여 증가하였음을 알 

수 있었다(Figure 1B). 이러한 결과는 FST가 골 형성 

세포의 접착, 퍼짐 및 증식에 유리함을 나타내며

[25], 특히 F-actin에 대한 phalloidin의 친화력은 ALP 
활성 및 광물화(mineralization) 의존적으로 증가되기 

때문에[26] FST가 MC3T3-E1 세포의 뼈 형성 활성을 

촉진할 수 있음을 보여주는 결과이다.

Figure 1. Effects of FST on the cell viability and cytoskeleton 
morphology in MC3T3-E1 preosteoblasts. (A) Cells were 
cultured for 72 h in FST-containing α-MEM. (A) Cell 
viability was assessed by MTT assay. Data were presente

d as mean ± SD and representative of at least three indepe
ndent experiments (*P < 0.01 and ***P < 0.001 relative 
to the α-MEM control). (B) Cells were cultured for 72 
h in FST-containing α-MEM or OGM. After fixation, cell
s were stained with Alexa Fluor™ 488 Phalloidin, and 
nuclei were labeled with DAPI and then observed under 
a fluorescence microscope.

MC3T3-E1 세포에서 FST에 의한 ALP의 활성과 칼
슘 침착의 증가
조골세포 분화 유도 초기에 요구되는 ALP의 활성

과 골의 광물화(mineralization )를 위한 칼슘의 침착

은 조골세포 분화 활성을 평가하기 위한 바이오 마

커로 활용된다[5,6]. 따라서 FST에 의하여 

MC3T3-E1 세포가 조골세포로 분화되었는지를 확

인하기 위하여 FST가 함유된 배지에서 배양된 세포

를 대상으로 ALP 및 Alizarin Red S 염색을 실시하였

다. Figure 2A에 제시된 결과에서 알 수 있듯이, FST
는 대조군 대비 ALP의 활성을 유의적으로 증가시켰

다. 또한, 칼슘 침착을 의미하는 Alizarin Red S 염색

의 강도도 대조군 대비 5배 이상 증가하였다(Figure 
2B). Figure 1B의 phalloidin 염색 강도에서처럼 ALP 
활성 및 칼슘 침착이 분화 유도 배지에서 배양된 

MC3T3-E1 세포에 비하여 다소 낮게 나타났지만, 본 

연구의 결과는 FST가 뼈 형성을 위한 조골세포의 

분화를 유도하였음을 의미한다.

Figure 2. Effects of FST on the ALP activity and calcification 
in MC3T3-E1 preosteoblasts. After culturing the cells in 
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FST-containing medium α-MEM or OGM alone for 7 day
s, the cells were stained for ALP activity using a TRACP 
& ALP Double-stain Kit (A and B) and for calcification 
using Alizarin Red S solution (C and D) according to 
the manufacturer's instructions. (A and C) Representative 
images were captured using a fluorescence microscope. 
(B) For quantification of ALP activity, cell lysates were 
separated from cells, incubated with alkaline phosphatase 
yellow (pNPP) liquid substrate, measured at 405 nm with 
a microplate reader, and presented as fold activity of contr
ol cells. (D) Calcium deposition was quantified based on 
Alizarin Red S staining and the results were calculated 
as fold induction of control cells. Data were presented 
as mean ± SD (***P < 0.001 relative to the α-MEM contro
l).

뼈 기능 향상과 연관된 FST를 이용한 선행 연구에 

의하면, FST는 파골세포의 분화를 현저하게 감소시

켰으며, 이는 산화적 스트레스 차단과 연관성이 있

었다[16]. 또한, MC3T3-E1 세포에서 FST는 ROS 생
성 억제를 통해 미토콘드리아 기능을 유지함으로써 

산화적 손상으로부터 세포를 보호할 수 있었다[17]. 
ROS의 과잉 생산으로 대별되는 산화적 스트레스는 

골다공증을 포함한 많은 질병의 발병 원인이며, 특
히 ROS는 조골세포와 골세포의 세포사멸을 유도하

는 반면, 파골세포 형성을 촉진하고 광물화와 골 형

성을 억제한다[19,27]. 따라서 FST에 의한 조골세포

의 분화 유도 활성을 FST의 항산화 활성과 최소한 

연관성이 있을 것으로 추측된다.

MC3T3-E1 세포에서 조골세포 분화 유도 유전자 발
현에 미치는 FST의 영향
조골세포 형성(osteoblastogenesis)인 조골세포의 

분화 과정에는 다양한 유전자들의 발현이 연속적으

로 관여하며, 이들은 전사 수준에서 정교하게 조절

된다. 따라서 FST에 의한 MC3T3-E1 세포의 조골세

포 분화 유도 과정에 이들 핵심 전사 인자인 Runt-re-
lated transcription factor-2 (Runx2) 및 osterix (Osx)의 

발현 변화를 먼저 조사하였다. Immunoblotting 결과

에 의하면 FST가 처리된 MC3T3-E1 세포에서 Runx2
와 Osx의 발현이 대조군에 비하여 모두 증가되었다

(Figure 3). 잘 알려진 바와 같이, Runx2와 Osx는 type 
I collagen, osteocalcin, osteopontin 및 ALP를 포함하

는 골 형성 마커 유전자의 활성을 증가시켜 조골세

포 분화 및 골 무기질화를 유도한다[28,29]. 따라서 

FST에 의한 ALP의 활성과 칼슘 침착의 증가는 최소

한 Runx2와 Osx의 전사 활성 증가와 연관이 있음을 

알 수 있다. 
한편, Wingless-related integration site (Wnt)/β

-catenin 신호 전달계 역시 조골세포 분화 조절에 핵

심적인 역할을 하는데, 이 신호계가 활성화되면 β

-catenin의 분해가 억제되면서 핵으로 전이된다. 핵 

내에서 β-catenin은 Runx2 및 OSX와 같은 골 형성 

분화 관련 전사 인자의 발현을 촉진하며, 이는 Wnt/
β-catenin 신호계의 활성화가 조골세포 분화 초기 단

계 및 골 형성 촉진에 중요한 역할을 함을 의미한다

[7,8]. 아울러 bone morphogenetic protein (BMP) sub-
family 중에서 골 형성에 가장 중요한 역할을 하는 

BMP-2는 Runx2와 Wnt/β-catenin 신호계의 활성과 

근원세포(myogenic cells)로부터 골 형성 세포로의 

분화에도 관여하는 골 특이적 기질 단백질 생산에서 

가장 핵심적인 조절자이다[30,31]. 따라서 FST가 

Runx2와 Osx 뿐만 아니라 이들 신호계에 관여하는 

인자들의 발현도 증대시킬 것으로 추측되며, β

-catenin 및 BMP-2의 발현이 FST 처리 농도 의존적

으로 향상되었음을 immunoblotting 결과로 확인하였

다. 따라서 본 연구의 결과는 FST에 의한 조골세포 

분화에 따른 골 형성 과정에는 이들 유전자의 활성

이 동시에 관여하고 있음을 의미하다. 

Figure 3. Effects of FST on the expression of osteogenic diffe
rentiation-related proteins in MC3T3-E1 preosteoblasts. 
After culturing the cells in FST-containing α-MEM for 
7 days, the levels of Runx2, β-catenin and BMP-2 protein 
expression were detected by Western blot analysis (A) 
and their relative expression was normalized to glyceralde
hyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) as an internal 
control (B). Data were presented as mean ± SD (***P < 
0.001 relative to the α-MEM control).

FST에 의한 MC3T3-E1 세포의 조골세포 분화와 자
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가포식의 연관성
자가포식은 리소좀 경로를 통해 손상된 소기관, 

결함 단백질, 침입한 병원체 및 기타 독성 세포질 

구성 요소를 재활용하여 세포 내 환경의 항상성을 

유지하는 기본 메커니즘으로 조골세포 분화 및 광물

화의 조절을 통하여 골 리모델링에 참여한다[9,32]. 
선행 연구에 따르면 골 형성 분화 동안 자가포식이 

활성화되고 자가포식의 억제는 골 형성 분화 과정을 

억제하는 것으로 나타났다[10]. 따라서 FST에 의한 

조골세포의 분화에 자가포식이 관여하는지를 조사

하였으며, Figure 4A의 결과에서 알 수 있듯이 FST 
처리 농도 증가에 따라 LC3의 발현이 증가하였다. 
자가포식의 유도를 위하여 LC3는 LC3-I이 LC3-II로 

전환되면서 자가포식의 핵심적인 과정인 자가포식 

소체(autophagosome)의 막에 결합하기 때문에 

LC3-II의 발현 증가는 자가포식의 지표이다. 이 과정

을 통하여 자가포식의 후기 단계로 이어질 수 있으

며[33,34], immunoblotting의 결과에 의하면, FST가 

존재하는 조건에서 LC3-I과 LC3-II의 발현이 모두 

증가하였다(Figure 4B 및 C). 이는 FST는 LC3의 발

현을 증가시키면서 LC3-II로의 전환을 유도하였음

을 의미한다. 

Figure 4. Effects of FST on the expression of autophagy-relat
ed proteins in MC3T3-E1 preosteoblasts. (A) After culturi
ng the cells in FST-containing α-MEM for 7 days, immun
ofluorescence staining was performed using the LC3 antib
ody and representative images obtained under a fluoresce
nce microscope are presented. (B and C) The levels of 
LC3, p62 and Becline 1 protein expression were detected 
by Western blot analysis (B) and their relative expression 

was normalized to GAPDH as an internal control (C). 
Data were presented as mean ± SD (***P < 0.001 relative 
to the α-MEM control).

LC3-II와 함께 Beclin 1 또한 자가포식 소체의 형

성에 관여하는 바이오 마커이며, ubiquitin 결합 단백

질인 p62/sequestosome 1 (SQSTM1)은 선택적 자가포

식 수용체이다. 자가포식 개시와 자가포식 소체의 

형성 과정 동안 LC3-II와 결합하고 p62와 상호 작용

하여 자가포식을 완성한다[33,35]. 본 연구의 결과에 

의하면, p62와 Beclin 1의 발현 또한 FST 노출 농도

의 증가에 따라 모두 발현이 증가되었다(Figure 4B 
및 C). 비록 자가포식이 세포의 생존과 세포사멸 유

도에서 양면성이 있지만, 높은 포도당 및 산화적 스

트레스 조건에 노출된 MC3T3-E1 세포에서 자가포

식은 세포 생존에 관여하는 것으로 밝혀졌으며, 이
는 소포체의 기능 유지와도 연관성이 있었다[36-38]. 
따라서 FST에 의한 자가포식의 유도는 조골세포 분

화에 동반되는 조직 광물화 및 골 항상성에 기여할 

것으로 추정된다. 

FST에 의한 MC3T3-E1 세포의 조골세포 분화와 세
포 내 신호 전달계의 연관성
조골세포의 분화 과정은 다양한 세포 내 신호전달

에 의한 유전자 발현의 조절을 포함하는 복잡한 과

정에 의해 조절된다. 비록, 골 형성과 흡수 과정에 

관여하는 다양한 세포 내 신호계 중에서 NF-κB와 

함께 phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt 및 mi-
togen-activated protein kinases (MAPKs) 신호계는 파

골세포의 분화에도 관여하지만, 조골세포 분화와 골 

성장을 위한 표적 유전자의 발현을 위해서도 그들의 

활성화가 요구된다[11,12]. FST에 의한 MC3T3-E1 
세포의 분화 과정에서 이들 신호계의 활성이 관여하

는지를 조사하기 위하여 두 신호계 구성 단백질의 

인산화 정도를 조사하였다. Figure 5A 및 B의 결과에

서 알 수 있듯이, PI3K 및 Akt의 총단백질 발현은 

큰 변화가 없었지만, 그들이 활성화되었음을 의미하

는 인산화형인 phosphorylated (p)-PI3K 및 p-Akt의 

발현은 FST 처리 농도 증가에 따라 유의적으로 증가

하였다. 이와 유사하게 MAPKs에 속하는 3가지 kin-
ase인 extracellular signal-regulated kinase (ERK), 
c-Jun N-terminal kinase (JNK) 및 p38 MAPK의 인산
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화 형도 그들의 총 단백질 발현 변화 없이 FST 처리 

농도 의존적으로 증가되어(Figure 5C 및 D), FST 존
재 하에서 두 신호가 모두 활성화되었음을 알 수 있

다.

Figure 5. Effects of FST on the expression of PI3K/Akt and 
MAPKs-related proteins in MC3T3-E1 preosteoblasts. Af
ter culturing the cells in FST-containing α-MEM for 7 
days, Western blot analysis was used to detect levels of 
total and phosphorylated proteins using antibodies against 
the indicated proteins (A and C) and the relative expressio
n of the phosphorylated form to total protein of the presen
ted proteins was quantified (B and C). Data were presente
d as mean ± SD (***P < 0.001 relative to the α-MEM 
control).

선행 연구들에 의하면, PI3K/Akt 신호계의 활성화

는 Smad의 핵 전이 통하여 Runx2와 Osx의 전사 활성

을 증가시키며, BMP-2 유도 골아세포 형성에 관여

함이 밝혀졌다[39,40]. 이와 동시에 다양한 조골세포

의 분화 유도제에 의한 골 형성의 촉진에는 

PI3K/Akt 경로 활성이 동반됨이 보고된 바 있다

[41,42]. 또한, MAPKs 중에서, ERK와 p38 MAPK은 

조골세포 분화에서 Runx2 경로 활성과 BMP-2의 발

현에 상위조절자로 작용하는 것으로 밝혀졌다

[11,12]. 아울러 JNK를 포함한 이들 kinase는 c-fos 및 

AP-1 경로를 통한 골아세포 특이적인 유전자 발현 

조절자로 작용한다[41,43]. 이러한 결과들은 FST에 

의한 조골세포의 분화 유도 유전자 발현과 골 형성 

과정에 이들 신호계의 활성이 최소한 관여하고 있음

을 의미한다. 특히, 발효 전과 비교하여 FST에는 γ

-aminobutyric acid (GABA)의 함량이 증가되었음이 

보고된 바 있으며[44], GABA는 조골세포의 분화 유

도에 핵심적인 작용을 할 수 있음이 최근 밝혀진 바 

있다[45,46]. 따라서 FST에 풍부하게 함유된 GABA
가 조골세포 분화에 핵심적인 역할을 하였을 가능성

이 매우 높다. 그러나 FST의 상위 신호계 탐색을 위

해 각 신호계의 제어에 따른 구체적인 기전 연구가 

추가로 수행되어야 할 것이다.

결 론

본 연구에서는 MC3T3-E1 세포에서 FST가 독성이 

없는 조건에서 조골세포 분화에 요구되는 주요 유전

자의 발현을 증가시켜 골 형성 세포로의 유도를 촉

진시켰음을 phalloidin 염색과 ALP의 활성 및 칼슘 

침착의 증가로 확인하였다. 이는 조골세포 분화에 

관여하는 주요 인자인 Runx2, Osx, β-catenin 및 

BMP-2의 발현을 증가에 의하여 이루어졌음을 제시

하였다. 아울러 FST에 의한 자가포식의 활성화는 골 

형성 항상성 유지에 기여할 것이라 추측되며, FST의 

이러한 과정에는 PI3K/Akt와 MAPKs 신호계의 활성

이 관여하고 있었다. 비록 본 연구에서는 MC3T3-E1 
세포에서 FST 처리에 따른 조골세포 분화 및 골 형

성 과정에서 나타나는 단편적인 현상 만을 제시하였

지만, FST는 향후 골 항상성 유지를 위한 기능성 소

재로서의 적용 가능성이 우수함을 알 수 있다. 
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