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Bisphosphonate는 생체에 존재하는 inorganic pyro-

phosphate와 유사한 화학적 구조를 갖는 합성유도체

로써, phosphoanhydride 결합을 형성하는 inorganic

pyrophosphate와는 달리 phosphoether 결합에 의하

여 탄소 원자에 연결되어 있기 때문에 pyrophospha-

tase나 산성 조건 하에서도 쉽게 가수분해 되지 않

으며, 생체에서 광물질 침착을 억제하는 작용을 갖

는다(Russel 등 1970). Bisphosphonate의 이와 같은

성질을 응용하여 뼈조직 대사장애, 치과영역에서 치

아 이동, 뼈 대사 장애의 일종인 골다공증이나 뼈조

직 암전이 억제 치료, 과도한 뼈파괴세포 작용에 의

한 질환 치료 등 다양한 영역에서 임상적 적용을

위한 연구가 시도되고 있다(Ralston 등 1989, Bois-

sier 등 2000). 

Bisphosphonate는 뼈파괴세포 형성과 분화 과정

에 관여하여 뼈파괴세포 수를 감소시키며 고농도에

서 뼈파괴세포에 직접 작용하여 세포사멸을 유도하

기도 한다 (Hiroi-Furuya 1999, Halasy-Nagy 등

2001). 최근 bisphosphonate가 연골 흡수를 억제하는

작용을 갖는다는 보고 이후(Lehmann 등 2002) 연골
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간추림 : Bisphosphonate는 뼈 흡수를 억제하는 작용을 가지며 그 기전을 밝히는 연구가 시도되고 있다. 연골 흡

수는 연골파괴세포(chondroclast)에 의하며 연골파괴세포는 뼈파괴세포(osteoclast)와 같은 분화 및 운명을 겪게

되므로 bisphosphonate가 연골 흡수 및 발육 과정에 영향을 미칠 것으로 가정된다. 뼈끝연골판(epiphyseal plate)은

긴 뼈의 길이 성장에 중요한 역할을 하며 뚜렷한 연골세포층을 형성하고 있고, 뼈발생중심이 출현하기 때문에 뼈

의 성장을 연구하는데 좋은 모델이 되고 있다. 본 연구는 성장기 흰쥐 뼈끝연골판에서 bisphosphonate 제제인

alendronate가 연골 흡수 및 골화 과정에 미치는 영향을 구명하고자 시도되었다. 

생후 10일간 약물투여한 군에서 정강뼈 몸쪽뼈끝부위와 넙다리뼈 먼쪽뼈끝부에 출현한 이차뼈발생중심의 크기는

실험군에서 대조군에 비하여 유의하게 작았다(p⁄0.01). 이차뼈발생중심에 출현한 뼈파괴세포 또는 연골파괴세포

수는 정강뼈와 넙다리뼈 모두에서 alendronate 투여군에서 유의하게 감소되어 있었으며(p⁄0.01), 뼈파괴세포의 평

균 크기는 큰 편차로 인하여 유의한 차이를 보이지 않았다(p¤0.05). 뼈끝연골판의 증식연골세포층 두께는 정강뼈

와 넙다리뼈에서 모두 대조군과 유의한 차이가 없었으나(p¤0.05) 비대연골세포층 두께는 정강뼈와 넙다리뼈 모

두 alendronate 투여에 의하여 유의하게 증가되어 있었다(p⁄0.01). 연골이 흡수되어 뼈로 대치되는 부위, 즉 석회

화 경계면에 출현하는 연골파괴세포 수 또한 alendronate 투여에 의하여 유의하게 감소되었다(p⁄0.01). 이상의 결

과는 bisphosphonate는 연골파괴세포 작용 억제를 통하여 연골 흡수를 억제하는 작용을 가짐을 시사하며, 연골기

질에 미치는 작용 등에 대하여 더 많은 연구가 필요할 것으로 사료된다.

찾아보기 낱말 : bisphosphonate, 연골판, 뼈 발생중심
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흡수과정에서 bisphosphonate의 작용 기전을 밝히는

연구가 시도되고 있다. 연골은 뼈와 달리 흡수와 생

성이 활발하지 않다. 그러나 과도한 외상이나 관절

염과 같은 병적인 상태 에서는 흡수가 일어난다. 연

골 흡수는 주로 연골파괴세포에 의하며 연골파괴세

포는 뼈파괴세포와 같은 분화 및 운명을 겪게 되므

로 bisphosphonate가 연골 발육 과정에 영향을 미칠

것으로 가정된다. 

긴뼈 발육 과정에서 일차뼈발생중심(primary ossi-

fication center)의 출현에 의하여 뼈몸통이 형성되고

이어 이차뼈발생중심(secondary ossification center)

이 출현하여 뼈끝이 형성된다. 연골관 (cartilage

canal)은 연골 골화 과정에서 혈관 침입에 의하여

형성되며, 뼈모세포를 제공하는 중요한 매개 인자가

된다. 뼈발생중심 상하에서 뼈발생이 진행됨에 따라

일시적으로 남게 되는 연골 부위를 뼈끝연골판(epi-

physeal plate)이라 한다. 뼈끝연골판에는 연골세포가

여러 층으로 출현하고 따라서 뼈끝연골판은 bis-

phosphonate가 연골 흡수 및 골화 과정에 미치는

영향을 구명하는 데 좋은 모델이 될 수 있다. 본 연

구에서는 긴뼈 뼈발생중심의 골성장과 연골 흡수과

정에 bisphosphonate가 미치는 영향을 구명하고자

시도되었다. 

재료 및 방법

1. Bisphosphonate 투여

생후 1일된 15마리의 Sprague-Dawley계 흰쥐를

대상으로 alendronate {(4-amino-hydroxybutyli-

dene)bis-phosphonate} (MK-217�, Merck, USA)를

매일 1회, 1 mg/kg 농도로 10일간 목 뒤 피부밑조직

에 주사하였다. 대조군으로 실험군과 같은 나이의

15마리를 이용하였으며 동일 부위에 생리식염수를

10일간 매일 주사하였다. 

2. 광학현미경 관찰 및 형태 계측

약물투여 10일 후 에테르(ether) 마취를 유도하고

희생하여 정강뼈와 넙다리뼈를 포함한 무릎관절부

를 절취하여 10% 중성 완충 포르말린 용액에 24시

간 동안 고정하였다. 이어 EDTA 용액(pH 7.4, 4�C)

에 탈회하고 알콜 탈수 과정을 거쳐 xylene에 투명

한 후 파라핀 속에 포매하였다. 포매된 조직에서 4

µm 내외의 시상 연속절편을 제작 후 무릎관절부위

의 정중시상단면 표본을 얻어 hematoxylin-eosin 염

색을 시행하고 광학현미경으로 관찰하였다. 

정중 시상 연속절편 중 최대 단면적을 갖는 표본

을 대상으로 정강뼈 몸쪽뼈끝부위와 넙다리뼈 먼쪽

뼈끝부의 뼈끝연골판 바로 밑 부위와 이차뼈발생중

심부 중앙 부위를 200배 사진 촬영한 후, 뼈끝연골

판 밑에 접하고 있는 연골파괴세포 수 및 이차뼈발

생중심에 출현한 뼈파괴세포 수와 크기를 측정하였

다. 또한 정강뼈와 넙다리뼈의 이차뼈발생중심을 50

배 저배율 촬영 후 크기를 in situ image analysis sys-

tem (Carl Zeiss Vision Co., LTD, Germany)을 이용하

여 화상을 얻은 후, KS Lite 프로그램을 이용하여 이

차뼈발생중심 및 뼈끝연골판 크기를 각각 측정하였

다. 뼈끝연골판 크기는 증식연골세포대와 비대연골

세포대의 두께를 전, 중간, 후로 구분하여 3곳에서

측정하였으며 3곳의 평균치를 구하였다. 위에서 얻

어진 결과는 t-검정을 시행, 분석하였다(Fig. 1).
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Fig. 1. Measurements of thickness of the proliferating (P), and
hypertrophied cartilage layers (H) and trabecular bone
length (T) from the proximal tibia at 10 days. Anterior (1),
middle (2) and posterior (3) length and thickness were
measured and averaged in each layer.



결 과

대조군과 실험군에서 체중 차이는 없었다. 

정강뼈 위쪽 뼈끝에 출현한 연골관의 크기는 대조

군에서 1,438,047±280,213 µm2, 실험군에서 737,230

±139,387 µm2로 유의한 차이를 보였다. 또한 넙다

리뼈 아래쪽 뼈끝부위에 출현한 연골관의 크기는

대조군에서 1,054,606±325,473 µm2, 실험군에서

460,694±168,969 µm2로 정강뼈에서와 같이 유의한

차이를 보였다(Fig. 2) (Photo 1a, b).

200배 사진에서 연골관에 출현한 뼈파괴세포 또

는 연골파괴세포 수는 정강뼈 대조군에서 7.0±1.4

개, alendronate 투여군에서 1.8±1.1개 였으며, 넙다

리뼈의 대조군에서는 4.4±0.5개, alendronate 투여군

에서 0.6±0.5개로 두 군 간에 유의한 차이를 보였

다(p⁄0.01) (Fig. 3) (Photo 2a, b). 

연골관에 출현한 뼈파괴세포의 크기는 정강뼈 대

조군에서 830±54 µm2, 실험군에서 687±104 µm2이

었고, 넙다리뼈 대조군에서 630±68 µm2, 실험군에

서 946±250 µm2으로 유의한 차이가 없었다(Fig. 4). 

넙다리뼈와 정강뼈 뼈끝연골판의 예비연골세포층

은 이차뼈발생중심의 출현에 의하여 대부분 뼈로 대

치됨으로써 비대연골세포층과 증식연골세포층이 대

부분을 형성하고 있었다. 증식연골세포층 두께는 정

강뼈 대조군에서 428.4±87.6 µm, 실험군에서 458.3

±61.3 µm로 유의한 차이가 없었으며(p¤0.05), 또

한 넙다리뼈의 대조군에서 389.3±63.0 µm, 실험군

에서 454.7±75.7 µm로 두 군 간에 유의한 차이가

없었다(p¤0.05) (Fig. 5) (Photo 3a, b). 

비대연골세포층 두께는 정강뼈 대조군에서 325.0

±38.9 µm, 실험군에서 458.3±61.3 µm로 alendro-

nate 투여에 의하여 유의하게 증가되어 있었으며

(p⁄0.01), 또한 넙다리뼈의 대조군에서 328.4±52.2

µm, 실험군에서 517.3±138.0 µm로 정강뼈에서와
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Fig. 2. Cross sectional area of cartilage canal in the proximal
epiphysis of the tibia and distal epiphysis of the femur at
10 days of alendronate administration. The areas of the
control group (C) are significantly larger than those in
alendronate group (A) in both the femur and the tibia (p⁄
0.01). The data represent mean±SD from n = 4 in each
group.

Fig. 3. Number of chondroclasts in the cartilage canal in the
proximal epiphysis of the tibia and the distal epiphysis of
the femur at 10 days of alendronate administration. Chon-
droclasts are significantly decreased by the administration
(P⁄0.01). The data represent mean±SD from n = 4 in
each group. A : alendronate group, C : control group

Fig. 4. Osteoclast size in control and alendronate groups. No sig-
nificant difference is seen in both the femur and the tibia.
The data represent mean±SD from n = 30 in each group.
A : alendronate group, C : control group
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유사한 결과를 보였다(p⁄0.01) (Fig. 6) (Photo 3a,

b). 

비대연골기질이 흡수되고 해면뼈로 대치되는 부

위(mineralizing front)에 출현하는 연골파괴세포 수

는 정강뼈 대조군에서 5.3±1.0개, 실험군에서 1.8±

0.8개로 alendronate 투여에 의하여 유의하게 감소되

었다(p⁄0.01). 또한 넙다리뼈 대조군에서 5.3±1.3

개, alendronate 투여군에서 0.4±0.5개로 정강뼈에서

와 같이 유의하게 감소하였다 (p⁄0.01) (Fig. 7)

(Photo 4a, b).

고 찰

Bisphosphonate가 연골 흡수에 미치는 영향에 대

한 연구 결과는 드물다. 본 연구는 생체 뼈끝연골판

을 대상으로 하여 bisphosphonate 연골흡수 억제작

용을 구명하고자 시도되었다. Bisphosphonate를 이

용한 그간 많은 연구들은 뼈파괴세포를 대상으로

뼈 흡수작용을 억제하는 효과에 초점을 맞추어 왔

다. Shibata 등(1997)은 하악과두연골 흡수 과정에서

뼈파괴세포가 bone collar를 흡수한 후 돌기를 내어

연골기질과 광화기질을 흡수한다고 보고 하였다. 또

한 뼈파괴세포는 생성 과정과 세포 기원의 관점에

서 연골파괴세포와 동일한 성격을 갖는다. 따라서

연골 흡수과정에서 연골파괴세포가 bisphosphonate

의 영향을 받을 것으로 가정된다. 연골 흡수 과정은

관절염 등 질환에서 흔히 볼 수 있고 따라서 bis-

phosphonate가 이 과정 중에 작용하는 양상을 관찰

함은 매우 의미 있는 일이다. 

bisphosphonate의 역가는 OH기를 유지한 상태에

서 NH2를 추가하여 R2 곁사슬 길이를 늘려 뼈에 대

한 친화력을 높임으로써 향상된다. 예컨대, etidronate

는 R1 = OH, R2 = CH3기를 가지나 pamidronate는 R2

= C3H7NH2을 보유하여 etidronate에 비하여 1000배
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Fig. 5. Thickness of proliferating cartilage layer in the epiphy-
seal plate in the proximal epiphysis of the tibia and distal
epiphysis of the femur at 10 days of alendronate adminis-
tration. The thickness was not significantly changed by
alendronate administration (P¤0.05). The data represent
mean±SD from n = 4 in each group.

Fig. 6. Thickness of hypertrophied cartilage layer in the epiphy-
seal plate in the proximal epiphysis of the tibia and distal
epiphysis of the femur at 10 days of alendronate adminis-
tration. The thickness significantly increased by alendro-
nate administration (P⁄0.01). The data represent mean±
SD from n = 4 in each group.

Fig. 7. Number of chondroclasts in the cartilage canal in the
proximal epiphysis of the tibia and the distal epiphysis of
the femur at 10 days of alendronate administration. The
chondroclasts are significantly decreased by alendronate
administration (P⁄0.01). The data represent mean±SD
from n = 4 in each group. A : alendronate group, C : con-
trol group
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역가를 갖는다(Shinoda 등 1986, Schenk 등 1986).

bisphosphonate는 2가 금속 이온과 결합할 수 있고

금속 이온과 친화력은 두 개의 side chain을 이용함

으로써 더욱 증가된다(Papapoulos 등 1989, Van der

Pluijin 등 1992). 본 연구에 사용한 alendronate는

nitrogen을 함유하고 있는 제2세대 약물로 meval-

onate pathway에 관여하는 farnesyl pyrophosphate

synthase를 억제함으로써 여러 약효를 갖는다. 3H-

alendronate를 사용한 연구에 의하면 alendronate는

뼈 형성면 보다는 뼈 흡수면에서 다량 발견된다

(Sato 등 1991, Azuma 등 1995, Masarachia 등 1996).

이는 alendronate가 뼈파괴세포가 작용하는 부위에

영향을 미치며 뼈파괴세포에 직, 간접적인 영향을

미침을 의미한다. 

본 연구에서는 alendronate가 뼈 성장에 미치는

영향을 구명하기 위하여 뼈끝연골판을 이용하였다.

뼈끝연골판은 연골의 뼈 발생 및 성장 과정을 겪게

되므로 뼈의 성장과 약물 작용 등을 구명하는데 이

용될 수 있는 좋은 모델이 된다 (Hunziker 1994,

Cancedda 등 1995, van der Eerden 등 2000). 본 연구

에서 alendronate에 의한 이차뼈발생중심의 크기와

석회화 경계면에 출현한 뼈파괴세포 수는 대조군에

비하여 크게 감소하였다. Bisphosphonate가 뼈파괴

세포 전구세포에 작용하여 전구세포가 뼈파괴세포

로 전환되는 것을 억제하는지에 대하여는 많은 논

란이 있어 왔다. Boonekamp 등(1986, 1987)은 pami-

dronate가 10-6 M 이하의 낮은 농도에서 전구세포의

분화와 뼈파괴세포 형성을 억제한 반면, clonidro-

nate는 뼈파괴세포 전구세포에 영향을 미치지 않는

다 하였다. Hughes 등(1989)은 사람 골수에서 얻은

세포를 대상으로 한 실험에서 pamidronate가 etidro-

nate 보다 강력하게 뼈파괴세포 형성을 억제한다고

보고한 반면, Flanagen과 Chambers (1991), Owens

등(1997)은 bisphosphonate는 뼈파괴세포 형성에는

영향을 미치지 않는다고 주장하였다. 또한 van Beek

등(1997)은 alendronate가 생쥐의 골수에서 성숙한

뼈파괴세포에 의한 뼈 흡수를 억제하나 뼈파괴세포

가 전구세포로부터 형성되는 것을 억제하지 않는다

고 주장한 바 있다. 이와 같이 여러 보고자들의 의

견이 다름을 고려하면 bisphosphonate가 뼈파괴세포

형성에 미치는 영향은 bisphosphonate의 뼈속 미세

환경에서의 농도에 따라 다른 것으로 사료된다. 본

연구에서는 alendronate를 1 mg/kg 농도로 10일간

매일 주사한 결과이므로 alendronate가 뼈 흡수 부

위에 축적되어 hydroxyapatite를 흡수하는 과정에서

뼈파괴세포에 직접 영향을 미칠 수 있고, 고농도의

alendronate가 뼈파괴세포 전구세포에 영향을 미칠

수 있을 것으로 판단되다. 

뼈의 성장 과정에서 뼈파괴세포나 연골파괴세포

작용이 필수적이다 (Hayman 등 1996, Takahi 등

2002). 뼈끝연골판은 긴뼈 성장에 관여하는 성장판

으로 작용하기 때문에 성장판 연골의 지나친 조기

흡수와 만존은 뼈 성장에 바람직하지 않다. 따라서

연골파괴세포의 작용 억제에 의한 성장기 연골의

형태변화를 억제함이 궁극적으로 연골의 성장에 바

람직 한 결과를 초래한다 할 수 없고, 다만 비정상

적으로 연골 흡수를 유발하는 질환에서 임상적으로

이용하는 방향으로 추구되어야 하리라 사료된다

(Muehleman 등 2002). 

본 연구에서 이차뼈발생중심의 크기는 alendro-

nate 투여 후 대조군에 비하여 유의하게 감소되었다.

또한 비대연골세포층의 두께는 대조군에 비하여 증

가되는 소견을 보였다. 이는 alendronate가 연골 흡

수를 방지하는 작용을 갖는 것을 의미한다. 연골의

비대화는 MMP, TIMP 등 기질 흡수 및 생성에 관

여하는 효소에 의하여 아교섬유가 파괴됨으로써 이

루어진다(Dean 등 1989). Lehmann 등(2002)은 bis-

phosphonate가 연골의 2형 아교섬유의 파괴를 감소

시킨다고 보고한 바 있어, 향후 bisphosphonate가 이

들 효소의 분비에 미치는 영향을 구명함은 bisphos-

phonate의 연골 질환을 적용함에 앞서 앞으로 더욱

구명해야 할 과제이다.
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Explanations of Photographs

The developing proximal tibia at postnatal 10 days. a : control, b : alendronate treated

Photo 1a. The developing secondary ossification center of the proximal epiphysis. b : The secondary ossification center is smaller than
that shown in 1a. 

Photo 2a. Chondroclasts and osteoclasts (arrows) in the developing secondary ossification center. b : A few chondroclasts or osteoclasts
are seen in the ossification center (arrows).

Photo 3a. An epiphyseal plate remaining between diaphysis and epiphysis. b : The roughly same thickness of proliferating cartilage
zone and increased thickness of hypertrophied cartilage zone are noted, comparing to those in the control group.

Photo 4a. Many chondroclasts resorbing an epiphyseal cartilage (arrows) are seen. b : Few chondroclasts are seen. 



7744

─ 이은주, 김현진, 이계혁, 김민석, 박하옥, 김원재, 김선헌 ─

1a 1b

2a 2b

3a 3b

4a 4b



Abstract

Effects of Bisphosphonate on the Ossification of Growth Plate 
of the Knee Joint in Rats

Eun-Joo Lee, Hyun-Jin Kim, Gae-Hyuk Lee, Min-Seok Kim, 
Ha-Ok Park, Won-Jae Kim, Sunhun Kim

College of Dentistry, Dental Science Research Institute, Chonnam National University 

Bisphosphonates inhibit bone resorption by affecting osteoclastic function and formation of osteoclasts from their

precursor cells. Chondroclasts have the same origin and differentiation as osteoclasts. Thus, it is hypothesized that bis-

phosphonate can affect on cartilage metabolism. This study was aimed to elucidate effects of alendronate, a nitrogen

containing bisphosphonate, on cartilage development in the tibial proximal and femoral distal epiphyseal plates in rats.

Alendronate (1 mg/kg) was subcutaneously administered in growing rat pups for 10 days. Several parameters such as

the number and size of chondroclasts, involved in cartilage resorption, size of secondary ossification center and thick-

ness of cartilage cell layers were measured and analysed by histomorphometry. 

The size of the secondary ossification centers in the tibial proximal and femoral distal epiphysis was smaller in the

alendronate treated group (p⁄0.01). The number of osteoclasts in the both the ossification centers and chondroclasts

beneath the epiphyseal plates was significantly decreased by alendronate treatment (p⁄0.01). The size of chondroclasts

was not significantly changed (p¤0.05). The thickness of proliferating cartilage layer was not changed, but by contrast,

hypertrophied cartilage layer was increased in thickness by alendronate treatment. 

These findings suggest that bisphosphonates can affect cartilage cell metabolism in a chondroprotective way. 

Key words : Bisphosphonate, Ossification, Growth plate
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