
서 론

cyclosporin (CsA)은 11개의 아미노산으로 구성된

hydrophobic cyclic peptide로 곰팡이 Tolypocladium

infratum에서 추출된다(Laupacis 등 1982, Wenger,

1982). CsA는 비교적 안전하고 독성이 낮기 때문에

여러 면역 질환을 치료하는데 이용되고 있으며, T-

cell 활성화를 조절하는 cytokine의 생성을 억제함으

로써 장기 이식시 면역반응을 억제하는 효과를 갖

는다(Epstein 1996). CsA는 대표적인 부작용으로 치

은증식, 콩팥 독성, 간 독성 외에 뼈형성장애인 osteo-

penia 또는 뼈엉성증(osteoporosis)을 유발하는 것으

로 알려져 있어 이식 후 삶의 질을 위하여 안전한

치료가 요망된다(Katz와 Epstein 1992, Withold 등

1996, Bonnin 등 1997).

CsA는 면역계에 영향을 미쳐 cytokine 분비와 형

성을 억제하기 때문에 이차적으로 뼈 대사와 뼈 개

조에 영향을 미칠 수 있다. CsA는 림프구에서 ino-

mycin-induced calcium influx를 억제하나 (Matyus

등 1986) 간세포에서는 calcium influx를 증가시키며

(Nicchitta 등 1985) 심장세포에서는 사립체 속막의
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간추림 : cyclosporin (CsA)은 11개의 아미노산으로 구성된 hydrophobic cyclic peptide로 T-cell 활성화를 조절하는

사이토카인의 생성을 억제하는 기능을 가지고 있어 여러 면역 질환을 치료하는데 이용되고 있다. CsA는 면역계에

영향을 미쳐 cytokine의 분비와 형성을 억제하기 때문에 이차적으로 골 대사와 골 개조에 영향을 미칠 수 있다.

현재까지 CsA의 뼈에 대한 작용에 대하여 대체적으로 일치하는 결과는 CsA가 뼈 흡수와 뼈 형성을 가속화하여

high turnover osteopenia를 유발한다는 것이다. 그러나 이는 결과적 현상을 설명할 뿐, 근간의 기초적 자료는 충분

하지 못하다. 즉, 위의 결과와 달리 CsA는 in vitro에서 자극된 뼈파괴세포에 의한 뼈 흡수를 억제하며, 뼈모세포와

뼈파괴세포 모두를 억제하기도 한다. 이와 같이 CsA 작용 기전에 대한 불일치는 in vitro에서의 연구가 뼈 흡수의

관점에서만 다루어진 결과이며 뼈 형성에 관여하는 세포에 대한 영향이 충분히 구명되지 않았기 때문으로 생각된

다. 본 연구는 CsA가 뼈 형성에 미치는 영향을 구명하기 위하여 MC3T3-E1 뼈모세포주에서의 세포증식 및 유전

자 발현 변화와 흰쥐에서 뼈 형성 변화를 형태계측을 이용하여 측정한 결과 다음과 같은 결과를 얻었다. MC3T3

-E1 세포주를 이용한 MTS 결과 1일과 3일 처리 후 CsA 1,000 ng/ml와 1,500 ng/ml 농도에서 흡광도가 대조군에

비해 감소하여 고농도에서 세포 증식을 억제함을 알 수 있었다. CsA 처리 후 alkaline phosphatase 유전자 발현은

큰 변화가 없었으나 type I collagen 유전자 발현은 농도 의존적으로 감소하였다. 흰쥐에서 CsA 투여 후 형태 계측

결과 투여 기간이 길어짐에 따라 증식연골세포대의 두께, 비대연골세포대의 두께, 이차뼈발생중심의 너비, 뼈끝연

골판 아래쪽 해면뼈의 길이 등이 유의하게 감소하였다. 상기 결과는 CsA는 고농도에서 장기간 투여시 뼈모세포에

직접 영향을 미쳐 뼈 형성 장애를 초래할 수 있음을 시사하였다. 

찾아보기 낱말 : Cyclosporin A, 뼈끝연골판, 뼈성장
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calcium dependant pore를 억제한다 (Crompton 등

1988). 이러한 사실로부터 CsA가 뼈를 생성하는 뼈

모세포에서 calcium의 신호전달과 hydroxyapatite 침

착에 영향을 미칠 수 있으며, 뼈 광화를 조절하는

osteoprogenitor 세포에도 영향을 미쳐 광화에 영향

을 줄 것으로 예견된다. 

현재까지 CsA의 뼈에 대한 작용은 여러 측면에

서 일치하고 있지 않으나 대체적으로 일치하는 결

과는 뼈 흡수와 뼈 형성을 모두 가속화하여 high

turnover osteopenia를 유발한다는 것이다(Orcel 등

1989, Stein 등 1991, Kawana 등 1996, Sass 등 1997).

이러한 결과는 임상적으로 심장 이식 환자의 28~

35%에서 osteopenia를 유발하는 것으로부터 확인되

고 있다(Shane 등 1993). 그러나 상기 보고는 결과

적 현상을 설명할 뿐 근간이 되는 기초적 자료는

충분하지 못하다. 또한 위의 보고와는 달리 CsA는

in vitro에서 뼈모세포와 뼈파괴세포 모두를 억제하여

뼈 흡수를 억제하며(Chowdhury 등 1991, McCauley

등 1992) 나아가 뼈 파괴보다는 뼈 형성 기능을 갖

는 것으로 보고된 바도 있다(Klaushofer 등 1987,

Orcel 등 1991). 또한 CsA는 이틀뼈에서 뼈파괴세포

수를 증가시키며, 뼈 형성을 감소시킨다(Fu 등 1999).

이와 같이 CsA 작용이 보고자마다 상이한 이유는

CsA 작용이 다양하고, in vitro에서의 연구가 뼈 흡

수의 관점에서만 다루어진 결과이며 뼈 형성에 관

여하는 세포에 대한 영향이 충분히 구명되지 않았

기 때문으로 사료된다. 

뼈모세포에 의한 뼈 형성에는 아교섬유, 뼈기질의

생성과 흡수에 관여하는 여러 효소, 예컨대 metallo-

proteinase, tissue inhibitor of metalloproteinase 등이

관여한다. CsA에 대한 많은 연구는 치은이나 콩팥

등 연조직에서 이루어졌을 뿐 CsA가 성장기 뼈에

미치는 영향에 관한 보고는 많지 않다. 다만 Fu 등

(2001)이 CsA 투여 후 아래턱뼈 발육 장애에 의하

여 비정상적인 얼굴의 발육을 보고한 바 있다. 

긴뼈의 뼈끝연골판은 성장기에 뼈 성장에 중요한

역할을 하며 연골의 광화 과정은 성숙한 연골세포

세포막에 calcium의 축적과 관련이 있다(Wuthier 등

1993). 또한 사립체는 광화 과정에서 calcium의 유

리에 관여하고, CsA가 사립체의 permeability transi-

tion pore를 억제하기 때문에(Petronilli 등 1994) CsA

가 광화 및 뼈 형성에 영향을 미칠 수 있다. 뼈끝연

골판은 성장 과정에서 예비연골세포대, 증식연골세

포대, 비대연골세포대 및 metaphysis 등 여러 층을

형성하기 때문에 뼈의 성장을 연구하는데 좋은 모

델이 된다. 

본 연구에서는 CsA가 in vitro 뼈모세포에서 세포

증식, 뼈 흡수와 형성에 관여하는 유전자 발현 및

궁극적으로 in vivo에서 뼈 성장에 미치는 영향을

구명하고자 한다. 

재료 및 방법

1. In vivo

1) Cyclosporin A 투여

실험동물은 출생 1일된 10마리의 Sprague-Daw-

ley계 흰쥐와 출생 10일된 20마리의 동일 계 흰쥐

를 대상으로 하였다. CsA (종근당, 한국)를 olive oil

에 녹여 10 mg/kg 농도로 매일 목 뒤 피부밑에 주사

하였다. 대조군으로 동일 연령의 흰쥐를 대상으로

olive oil만을 주사하였고, 이때 대조군과 실험군에

이용된 흰쥐는 같은 배에서 태어난 새끼를 이용하

였다. 

2) 광학현미경 관찰

약물투여 후 에테르 마취를 유도하고 주사 3일과

7일, 14일 후 희생하여 정강뼈와 넙다리뼈을 포함한

무릎관절 부분을 절취하여 10% 중성 완충 포르말린

용액에 24시간 동안 침윤 고정하였다. 고정 후

EDTA 용액(pH 7.4, 4�C) 혹은 5% nitric acid에서 약

1주에서 1달간 탈회하고, 알콜 탈수 과정을 거쳐

xylene에 투명한 후 파라핀 내에 포매하였다. 포매

된 조직에서 4 µm 내외의 시상 연속절편으로 부터

무릎관절의 정중시상단면 표본을 얻어 hematoxylin

-eosin 염색을 시행하고 광학현미경으로 관찰하였다. 

3) 형태계측

정중 시상 연속절편 중 최대 단면적을 갖는 표본

을 대상으로 하였다. 정강뼈와 넙다리뼈의 이차뼈발

생중심을 50배 또는 100배 저배율 촬영 후 크기를
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in situ image analysis system (Carl Zeiss Vision Co.,

LTD, Germany)을 이용하여 화상을 얻은 후, KS Lite

프로그램을 이용하여 이차뼈발생중심의 면적을 각

각 측정하였다(Fig. 1). 뼈끝연골판에서 증식연골세

포대와 비대연골세포대 두께를 전방, 중간, 후방으로

구분하여 3곳에서 측정하여 평균치를 구하였으며,

뼈끝연골판 하방의 해면뼈의 길이를 동일한 방법으

로 측정하였다(Fig. 2). 또한 정강뼈 위쪽뼈끝과 넙

다리뼈 아래쪽뼈끝의 뼈끝연골판 직하부와 이차뼈

발생중심의 중앙 부위를 200배 사진 촬영한 후, 뼈

끝연골판 아래에 접하고 있는 연골파괴세포 수를

산정하였다(Fig. 3). 위에서 얻어진 결과는 mean±

SD로 나타내었으며 unpaired t-검정을 시행, 분석하

였다.

2. In vitro

1) 세포배양

MC3T3-E1 뼈모세포주를 10% 소태아혈청을 함

유한 DMEM 배지에 배양하였으며 매 3~4일마다

배지를 교환하였다. 

2) 세포 증식

CsA는 Dimethy sulfoxide (DMSO)에 녹여 사용하

였다. 동일 세대의 세포를 DMSO 대조군, 250 ng/ml,

500 ng/ml, 750 ng/ml, 1000 ng/ml, 1500 ng/ml CsA를

함유한 DMEM 배지에 재분배하여 96-well plate에

20,000 cells/cm2 밀도로 분주한 후 37�C에서 24시간,

3일, 7일간 각각 배양하였다. 이때 배지는 매일 동일

농도의 CsA을 함유한 배지로 교환하였다. 각 well에

살아있는 세포 수의 산정은 Cell Titer 96 AQucous

One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Medi-
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Fig. 1. Measurement of the secondary ossification center (SOC)
in the tibial proximal and femoral distal epiphyses. CC :
cartilage canal.

Fig. 2. Measurements of thickness of the proliferating cartilage
(P) and hypertrophied cartilage layers (H) and trabecular
bone length (TB). Anterior, middle and posterior length
and thickness are measured and averaged in each layer.

Fig. 3. Many chondroclasts are resorbing the hypertrophied car-
tilage.



son WI)를 이용하였다. Cell Titer 96 AQucous One

Solution을 각 well에 추가하고 37�C에서 4시간 배

양 후, ELx 800 UV/Automated Microplate Reader

(ETL TESTING Labroatories INC, Cortland, NY)를

이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 흡광도

는 배양액만의 흡광도를 감하여 비교하였다. 

3) RT-PCR

동일 세대의 세포를 DMSO 대조군, 250 ng/ml,

500 ng/ml, 750 ng/ml, 1000 ng/ml, 1500 ng/ml CsA를

함유한 DMEM 배지에 동량 분주한 후 37�C에서 3

일간 배양하였다. 이때 배지는 매일 동일 농도의

CsA를 함유한 배지로 교환하였다.

TRI REAGENT (Gibco BRL, USA)를 이용하여 지

침에 따라 배지 세포로부터 전체 RNA를 추출하였

다. 세포 추출물을 12,000 g, 10분간 원심분리한 후

전체 RNA를 포함한 수용성 층만을 분리하여 분리

용액의 0.5배 isopropanol과 혼합하였다. 상온에서

10분간 부치 후 12,000 g, 10분간 원심분리하여 전

체 RNA를 수용성 층과 분리하여 75% ethanol을 거

친 후, DEPC로 처리한 증류수에 녹여 -70�C에 보

관하였다. RNA 농도는 optical density 260 nm에서

측정하였다. 2 µg RNA를 oligo (dT)18 primer (Gibco-

BRL)와 Superscript reverse transcriptase (GibcoBRL)

를 이용하여 역전사 반응을 시행하였다. 각 특이

PCR primers는 NIH gene bank을 이용하여 흰쥐

cDNA 염기서열에 의거하여 제작하였다 (Table 1).

역전사 반응 산물을 specific primers, Accupower

PCR PreMix (Bioneer, Daejeon, Korea) 및 물과 혼합

한 후 Thermal Cycler (Perkin Elmer)를 이용하여

PCR을 시행하였다. PCR 반응 산물은 1.5% agarose

gel에 전기영동을 시행하여 UV transilluminator로

관찰 및 사진을 제작하였다. 

유전자의 상대적 발현 정도는 CsA 투여군과 대조

군의 유전자 발현을 GAPDH 유전자 발현을 참고로

비교 평가하였다. 

결 과

1. 세포증식분석

CsA 250 ng/ml, 500 ng/ml, 750 ng/ml, 1000 ng/ml,

1500 ng/ml 농도로 각각 1, 3, 7일간 처리 후 490 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 아무런 처치를 하지 않

은 대조군과 DMSO를 처리한 대조군을 비교한 결

과, 통계적 유의성은 없었으나 DMSO 대조군에서

흡광도 평균이 모두 작았다. 따라서 모든 CsA 투여

군은 DMSO 대조군과 비교하였다. CsA 처리 1일과
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Table 1. Primer sequences to amplify each fragment of three genes

Genes Oligonucleotide sequence Size Ref.*

GAPDH
5′ CCA TGG AGA AGG CTG GGG 3′

195 bp M33197
5′ CAA AGT TGT CAT GGA TGA CC 3′

alkaline phosphatase
5′ TCA TGT TCC TGG GAG ATG GTA TG 3′

465 bp NM000478
5′ GCA TTA GCT GAT AGG CGA TGT CC 3′

collagenI (α)1
5′ CAA GGG TGA GAC AGG CGA AC 3′

727 bp NM000088
5′ CTC GAA CTG GAA TCC ATC GGT 3′

*References are from Gene bank accession number of NIH.

Fig. 4. Absorbances of cell proliferation assay. Treatment of
1000 ng and 1500 ng for 1 and 3 days show significant
changes (*, p⁄0.05). 
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3일에서 공히 DMSO 대조군과 750 ng/ml 이하 농도

에서는 유의한 차이가 없었으나, 1000 ng/ml과 1500

ng/ml 농도에서는 유의하게 흡광도가 감소하여 CsA

가 고농도에서 세포증식을 억제함을 알 수 있었다.

반면에 CsA 처리 7일 모든 군에서 대조군과 흡광도

차이를 보이지 않았다. 이러한 결과는 본 실험에서

96 well plate를 사용하였기 때문에 대조군에서 이미

세포 증식에 의하여 confluence에 도달함으로써 더

이상의 세포증식이 없었던 것으로 사료된다(Fig. 4). 

2. 유전자 발현 변화

MC3T3-E1 뼈모세포주에서 시행한 유전자 발현

은 뼈 유기기질의 대부분을 이루고 있는 collagenI

(α)1과 뼈 광화에 관여하는 것으로 알려진 alkaline

phosphatase를 대상으로 하였다. 아무런 처치를 하

지 않은 대조군과 DMSO를 처치한 대조군 간의

CsA 유전자 발현 변화는 없었으며 따라서 DMSO가

collagenI (α)1 유전자 발현에 영향을 미치지 않음을

알 수 있었다. CsA 처리에 의한 collagenI (α)1의 유

전자 발현은 250 ng/ml 투여 농도에서는 대조군과

차이를 보이지 않았으나 500 ng/ml 이상의 농도에서

는 농도 의존적으로 유전자 발현이 감소하여 CsA

가 뼈모세포의 교원섬유 합성을 억제함을 알 수 있

었다. 또한 ALP의 유전자 발현은 전 농도에서 큰

변화를 보이지 않았다(Fig. 5).

3. 형태계측분석

1) 생후 4일, CsA 투여 3일

생후 1일부터 3일간 CsA를 투여한 군에서 뼈끝

연골판 아래 해면뼈 길이를 측정한 결과 넙다리뼈

실험군에서 619±58 µm, 대조군에서 539±37 µm,

정강뼈 실험군에서 850±149 µm, 대조군에서 649±

49 µm로 넙다리뼈에서는 유의한 차이가 없었으나(p

¤0.05) 정강뼈에서는 CsA 투여군에서 유의하게 증

가되어 있었다(p⁄0.05) (Fig. 6). 

2) 생후 17일, CsA 투여 1주

넙다리뼈와 정강뼈의 해면뼈 길이, 비대연골세포
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Fig. 5. Gel image of gene expression of ALP and collagen I (α)1 of MC3T3-E1 cells at 3 days after treatment of CsA at 250 ng/ml, 500
ng/ml, 750 ng/ml, 1000 ng/ml, 1500 ng/ml in concentration. ALP expression was not changed in any concentration, whereas col-
lagen expression was decreased in a dose dependant manner. Con : Control, DM-con : DMSO-control.

ALP

Col I

GAPDH

Con DM-con 250 500 750 1000 1500

465 bp

727 bp

196 bp

Fig. 6. Trabecular bone length (µm) in the femur and the tibia
after 3 days treatment of CsA in postnatal 4 days rat pups.
The data values are represented as mean±SE from n = 4
in each group. * : p⁄0.05.
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층 두께, 증식연골세포층 두께, 넙다리뼈에서 위쪽

연골관, 정강뼈에서 아래쪽 이차뼈형성중심의 너비,

뼈끝연골판에 접촉하고 있는 연골파괴세포 수를 각

각 측정하였다.

넙다리뼈 해면뼈 길이는 대조군에서 820±118

µm, CsA 투여군에서 683±59 µm로 CsA 투여군에

서 평균 길이는 작았으나 통계적 유의성은 없었다.

대조군과 CsA 투여군에서 경골 해면뼈 길이는 각각

790±100 µm, 699±86 µm로 역시 통계적 유의성은

없었다(Fig. 7).

뼈끝연골판을 구성하고 있는 비대연골세포층 두

께는 넙다리뼈의 CsA 투여 및 대조군에서 각각 289

±40 µm, 395±35 µm로 CsA 투여군에서 유의하게

감소하였으며(p⁄0.01), 정강뼈에서 또한 CsA 투여

군과 대조군에서 각각 322±24 µm, 397±32 µm로

유의한 감소를 보였다(p⁄0.01) (Fig. 8). 

뼈끝연골판을 구성하고 있는 증식연골세포층 두

께는 넙다리뼈의 CsA 투여 및 대조군에서 각각 274

±26 µm, 305±47 µm로 두 군간에 유의한 차이가

없었으며(p¤0.05), 정강뼈에서 또한 CsA 투여군과

대조군에서 각각 302±39 µm, 315±32 µm로 유의

한 차이가 없었다(p¤0.05) (Fig. 9). 

뼈끝연골판 위쪽에 형성된 연골 흡수에 의하여

형성된 이차뼈발생중심 및 연골관의 크기는 넙다리

뼈 CsA 투여군에서 1,552,048±166,984 µm2, 대조군

에서 1,865,683±236,846 µm2로 유의한 차이가 없

었으나(p¤0.05), 정강뼈 CsA 투여군에서 1,106,761

±281,935 µm2, 대조군에서 1,657,156±234,722 µm2

로 CsA 투여 후 정강뼈에서 유의하게 감소된 차이

를 보였다(p⁄0.05) (Fig. 10). 

뼈끝연골판의 뼈 몸통쪽에 출현한 연골파괴세포

의 수는 넙다리뼈 CsA 투여군에서 7.0±2.1개, 대조

군에서 4.8±2.4개, 정강뼈 CsA 투여군에서 6.3±

1.2, 대조군에서 4.3±1.5개로 모두 유의한 차이는

없었으나(p¤0.05), 넙다리뼈와 정강뼈 모두에서 평

균 연골파괴세포 수가 CsA 투여군에서 많았다(Fig.

11).
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Fig. 8. Hypertrophied cartilage layer thickness (µm) in the femur
and the tibia after 7 days treatment of CsA in postnatal 17
days rat pups. The data values are represented as mean±
SE. The thickness were significantly changed (**, p⁄
0.01) from n=4 in each group.

Fig. 9. Proliferating cartilage layer thickness (µm) in the femur
and the tibia after 7 days treatment of CsA in postnatal 17
days rat pups. The data values are represented as mean±
SE from n = 4 in each group.

Fig. 7. Trabecular bone length (µm) in the femur and the tibia
after 7 days treatment of CsA in postnatal 17 days rat
pups. The data values are represented as mean±SE from
n = 4 in each group.
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3) 생후 24일, CsA 투여 2주

CsA 2주 투여군에서 넙다리뼈와 정강뼈의 해면뼈

길이, 비대연골세포층 두께, 증식연골세포층 두께, 넙

다리뼈에서 위쪽 이차뼈발생중심, 정강뼈에서 아래

쪽 이차뼈발생중심의 너비를 각각 측정하였다.

넙다리뼈 해면뼈 길이는 대조군에서 968±140

µm, CsA 투여군에서 726±47 µm였으며, 정강뼈 해

면뼈 길이는 대조군과 CsA 투여군에서 각각 968±

159 µm, 728±109 µm로 CsA 투여군에서 모두 유의

하게 감소하였다(p⁄0.05) (Fig. 12). 

뼈끝연골판을 구성하고 있는 비대연골세포층 두

께는 넙다리뼈의 CsA 투여 및 대조군에서 각각 308

±34 µm, 361±8 µm로 CsA 투여군에서 유의하게

감소하였으며(p<0.05), 정강뼈에서 또한 CsA 투여군

과 대조군에서 각각 347±24 µm, 417±19 µm로 유

의한 감소를 보였다(p⁄0.01) (Fig. 13). 

뼈끝연골판을 구성하고 있는 증식연골세포층 두

께는 넙다리뼈의 CsA 투여 및 대조군에서 각각 258

±40 µm, 317±19 µm이었으며, 정강뼈에서는 CsA

투여군과 대조군에서 각각 252±67 µm, 368±33

µm로 CsA 투여군 모두에서 유의하게 감소하였다(p

⁄0.05) (Fig. 14). 
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Fig. 10. Area of secondary ossification center (µm2) in the femur
and the tibia after 7 days treatment of CsA in postnatal
17 days rat pups. The data values are represented as
mean±SE. CsA treatment inhibited trabecular bone
growth in the tibia (*, p⁄0.05) from n = 4 in each group.

Fig. 11. Number of chondroclasts resorbing underneath the epi-
physeal plate in the femur and the tibia after 7 days treat-
ment of CsA in postnatal 17 days rat pups. The data val-
ues are represented as mean±SE. Mean number in both
bones decreased after CsA treatment from n = 4 in each
group.

Fig. 12. Trabecular bone length (µm) in the femur and the tibia
after 14 days treatment of CsA in postnatal 24 days rat
pups. The length significantly decreased after CsA treat-
ment in both bones (*, p⁄0.05). The data values are
represented as mean±SE from n = 4 in each group.
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Fig. 13. Hypertrophied cartilage layer thickness (µm) in the femur
and the tibia after 14 days treatment of CsA in postnatal
24 days rat pups. The thickness significantly decreased
in both bones (*, p⁄0.05; **, p⁄0.01). The data values
are represented as mean±SE from n = 4 in each group.
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뼈끝연골판 위쪽에 연골 흡수에 의하여 형성된

이차뼈발생중심은 출생 17일군에 비하여 훨씬 증가

되어 있었다. 넙다리뼈 CsA 투여군에서 2,523,574±

106,673 µm2, 대조군에서 3,134,481±342,741 µm2이

고 (p⁄0.05) 정강뼈 CsA 투여군에서 1,526,153±

342,741 µm2, 대조군에서 2,069,050±287,618 µm2로

CsA 투여 후 넙다리뼈와 정강뼈에서 유의하게 감소

된 차이를 보였다(p⁄0.01) (Fig. 15). 

고 찰

본 연구의 예비 실험에서 생후 1일 흰쥐를 대상

으로 2주까지 전 기간 CsA를 투여하였으나 CsA 투

여 7일 이후 현저한 몸무게 감소를 보였다. 이는 출

생 직후에는 흰쥐의 면역 체계가 충분히 발달하지

않은 이유로 생각되며, 따라서 생후 10일부터 7일

간, 14일간 CsA를 투여하여 실험군과 대조군의 체

중의 차이가 없도록 하였다. in vivo 실험에서 투여

한 CsA 농도는 10 mg/kg 이었다. 임상적으로 환자에

서 동일 농도로 매일 CsA를 투여하면 대사 과정을

거쳐 혈장에서 확인되는 농도는 1000~750 ng/ml에

이르며, 최고조에 달하면 1 µg/ml에 이르기도 하나

조직액에서는 농도는 알 수 없다(Wassef 등 1985).

본 연구에서는 in vitro CsA 투여 농도를 혈장 농도

에 해당하는 1 µg/ml 내외로 하였다.

in vivo에서 CsA가 뼈에 미치는 영향을 밝히는

많은 연구들은 성숙 동물을 대상으로 하거나 성인

을 대상으로 하여 뼈 흡수에 관심을 가져왔기 때문

에 뼈 형성에 미치는 영향은 밝히고자 하는 논문은

많지 않다. 본 연구에서 CsA가 in vivo에서 뼈 성장

에 미치는 영향을 구명하기 위하여 뼈끝연골판을

이용하였다. 뼈끝연골판은 연골 골화 및 성장 과정

을 겪게되므로 뼈 성장과 약물 작용 등을 구명하는

데 이용될 수 있는 좋은 모델이 된다. 긴뼈의 형성

과정을 살펴보면, 미분화중간엽세포가 유리연골 모

델을 형성 후 일차뼈발생중심으로부터 뼈몸통을 형

성되게 되며 이어 이차뼈발생중심에서 뼈끝이 형성

된다. 뼈끝연골판은 긴뼈의 발생 과정에서 일차뼈발

생중심과 이차뼈발생중심 사이에 출현하는 일시적

인 구조로 긴뼈의 길이 성장에 중요하다. 뼈끝연골

판이 정상적으로 성장하는 동안에 연골세포는 뚜렷

한 층 구조를 나타내게 된다. 연골세포가 증식하면

증식연골세포기둥을 형성하게 되며, 증식을 멈추게

되면 비대화를 겪게되어 비대연골세포의 형태를 갖

게 된다. 비대연골세포는 X형 아교질, proteoglycan

및 chondrocalcin 등 연골기질 요소를 생산하고 세

포 주위에서 광화가 시작됨에 따라 죽거나 뼈세포

로 대치된다. 광화연골기질은 뼈파괴세포 또는 연골

파괴세포에 의하여 흡수되고 해면뼈로 변화하게 된
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Fig. 14. Proliferating cartilage layer thickness (µm) in the femur
and the tibia after 14 days treatment of CsA in postnatal
24 days rat pups. The thickness significantly decreased
by CsA treatment (*, p⁄0.05). The data values are rep-
resented as mean±SE from n = 4 in each group.

Fig. 15. Area of secondary ossification center (µm2) in the femur
and the tibia after 14 days treatment of CsA in postnatal
27 days rat pups. The area significantly decreased by
CsA treatment (**, p⁄0.01). The data values are repre-
sented as mean±SE from n = 4 in each group.
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다. 비대연골세포가 죽을 무렵 연골막 부위에 신생

혈관이 연골 중심에 침입하게 되며, 이 과정에서 연

골파괴세포가 출현하여 광화연골기질을 흡수하게

되고 뼈가 형성될 수 있는 공간이 형성되게 된다.

연골내에 침투된 혈관은 미분화중간엽세포인 혈관

주위세포를 동반하게 되며 이 세포는 뼈모세포로

분화하여 뼈를 형성하게 된다(Hunziker 1994, Can-

cedda 등 1995, van der Eerden 등 2000).

In vitro에서 CsA가 뼈모세포에 미치는 영향에 관

한 보고는 많으나 의견의 일치가 이루어지지 않고

있다. 즉, Chowdhury 등(1991)과 McCauley 등(1992)

에 의하면 CsA는 뼈모세포의 증식, 부착, 분열, alka-

line phosphatase의 농도를 감소시키나 in vivo에서는

뼈 대사를 증가시킨다고 하였다. 따라서 in vivo에서

CsA가 실제 뼈 형성을 증가시키는지에 대한 의문

이 있어 왔다. 현재까지 CsA가 대체적으로 뼈 흡수

를 유발한다는 점에서는 일치하고 있으나 뼈 생성

에 대해서는 이견이 많다. 이러한 불일치는 연구 대

상이 되는 뼈의 종류와 나이에 따라 다른 것으로

생각되고 있다. 즉, 뼈에서의 보고는 아니나 CsA에

의한 잇몸증식은 나이에 따라 다르며 (Morisaki

1993), 해면뼈 소실은 어린 나이에 심하다(Katz 등

1994). 즉, 성장기에는 뼈 생성이 뼈 흡수보다 빠르

나 흰쥐에서 CsA 투여 후 생성과 흡수율이 모두 감

소한다. 이유기 흰쥐에서 CsA는 뼈 생성을 억제하

며(Klein 등 1994b) 생후 9주 내지 10주에서는 뼈

대사율이 높아져 뼈 생성과 흡수가 모두 증가한다

(Katz 등 1994, Fu 등 2001). 본 연구에서 CsA 투여

3일 후 뼈끝연골판 아래부분의 해면뼈 길이가 대조

군에 비하여 짧고, 투여 1주 후에는 해면뼈의 길이

와 비대연골세포층의 두께가 모두 작아지는 결과를

초래하였다. 또한 투여 2주 후에는 증식연골세포대,

이차뼈발생중심의 크기, 해면뼈 길이 등 여러 뼈 성

장 지표들의 감소가 초래되었다. 이는 CsA가 뼈 형

성 장애를 초래함을 시사하는 결과로 사료되며 이

는 Klein 등(1994a)의 보고와 일치하는 소견이었다. 

뼈 질환은 뼈 형성과 흡수에 관련된 인자들의 균

형이 파괴됨으로서 유발된다. 뼈 흡수와 생성은 서

로 밀접히 관련되어 있으며, 뼈 성장이 활발한 시기

에는 뼈 형성 인자들의 발현이 뼈 흡수에 관련된

인자들의 발현보다 상대적으로 증가된다. osteopenia

에서는 뼈 형성인자가 뼈 흡수인자에 비하여 적게

발현되고, 역으로 osteopetrosis에서는 뼈흡수인자가

적게 발현됨으로써 유발된다. 뼈형성인자는 서로 다

른 분화시기에 있는 뼈모세포의 활동성을 반영한다

(Kushida 등 1995). 예컨대, procollagen type I과 ALP

는 뼈기질 형성과 중요하며, osteocalcin은 뼈기질

광화에 필요한 요소이다(Stein과 Lian 1993). 교원섬

유는 뼈 유기기질의 대부분을 형성할 뿐 아니라

hydroxyapatite가 침착되는 주요 부분이기도 하다.

따라서 교원섬유의 형성억제는 뼈 형성 장애를 초

래할 뿐 아니라 광화에도 영향을 미치게 된다. ALP

의 경조직 광화 과정에서의 역할은 뚜렷이 구명되

어 있지 않으나, 뼈모세포 세포막과 경조직의 유기

기질 및 기질소포 내에서 발견되며 혈액 내로 유리

된다. 세포막에 위치한 ALP는 광화가 진행되는 부

위로 phosphate ion을 공급하며, hydroxyapatite crys-

tal이 성장하는 부위에서는 pyrophosphate를 분해하

는 역할을 갖는다. MC3T3-E1 세포는 유전형질이

변환되지 않은 생쥐 뼈모세포주로써 성숙과 분화의

관점에서 일차뼈모세포의 특성을 가지고 있다(Schi-

ller 등 1999). 본 연구에서 CsA 처리 후 ALP는 전

농도에서 일정하였으나 교원섬유의 발현은 농도의

존적으로 감소하였다. 이와 같은 결과는 CsA가 뼈

생성에 교원섬유의 발현을 억제함으로써 뼈 형성에

영향을 미침을 시사하는 소견이었다. 또한 CsA 처리

3일 후 처리 1일에 비하여 세포수가 증가하였으나

대조군에 비하여 농도 의존적으로 세포 수가 감소하

는 경향을 보였다. 이는 본 연구에서 사용한 농도에

서 CsA는 세포사를 초래하기 보다는 세포증식억제

를 유도함을 의미한다. 이러한 결과는 흰쥐 osteosar-

coma 세포를 이용한 McCauley 등(1992)과 MC3T3

-E1 세포주를 이용한 Fornoni 등(2001)의 연구 결

과와 일치하였다. 

보고에 의하면 CsA-induced osteopenia는 뼈 개

조 과정에서 뼈 생성보다도 뼈 흡수가 활발하기 때

문이다. 이와 같은 결과는 CsA를 투여 받는 환자에

서 bone marker로써 사용되는 osteocalcin과 alkaline

phosphatase의 혈장내 농도가 높다는 사실로부터도

확인되고 있다(Withhold 1996, Bonnin 등 1997). 그
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러나 CsA는 interleukin-1, 1, 25-dihydroxy-vitamin

D3, parathyroid 호르몬 및 prostaglandin E2 등에 의

해 유도된 뼈 흡수를 억제한다고 보고도 있어(Russel

등 1993) 그 작용 기전은 명확치 않다. CsA 작용 기

전에 관하여는 면역억제재가 Osteoprotegerin (OPG)

의 발현을 억제한다는 보고(Hofbauer 등 2001)를

감안하면 뼈모세포와 뼈파괴세포의 관계를 통하여

향후 더 추구되어야 할 과제로 생각된다. 
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Abstract

Effects of Cyclosporin A on the Epiphyseal Plate Growth in Rats 

HJ Kim, OJ Kim, YC Hoang, JH Shin, HO Park, MS Kim, EJ Lee, SH Kim

Dental Science Research Institute, College of Dentistry

Cyclosporin A (CsA), hydrophobic cyclic peptide composed of 11 amino acids has been currently used in immuno-

suppression by its ability to inhibit cytokine release. The inhibition of cytokine release can secondarily affect on bone

metabolism, modelling and remodelling. Current concept suggests that CsA can induce osteopenia by stimulating both

bone formation and resorption. But many reports have not been coincident each other in respect of its action mechanism

in vivo and in vitro. 

The present study was performed to clarify CsA effects on bone growth using cell proliferation assay, gene expres-

sion in vitro using MC3T3 cell line. Histomorphomertical data were obtained from knee joint in vivo after 3, 7 and 14

days of each CsA treatment. 

MC3T3-E1 cell proliferation was inhibited by the treatment of CsA 1,000 ng/ml and 1,500 ng/ml in concentration

for 1 and 3 days. CollagenI (α)1 gene expression was decreased by the treatment in a dose dependant manner, whereas

ALP expression was stable in every concentration of treatment. Histomorphometrical data analysis such as length of

hypertrophied and proliferating cartilage layer, area of secondary ossification center, trabecular bone length underneath

the epiphyseal plate and finally chondroclast number and size showed that most of the measurements were decreased

especially after 2 weeks of CsA treatment. 

These results suggested that CsA treatment can directly affect on osteoblasts, inhibiting normal bone growing pro-

cesses. 

Key words : Cyclosporin A, Rat, Endochondral ossification
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