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A B S T R A C T

Bone is continuously remodeled by osteoblasts and osteoclasts. Proper balance between bone matrix 
formation by osteoblasts and resorption by osteoclasts is essential for proper bone metabolism and these 
processes are tightly regulated by various hormones and cytokines in local microenvironments. 
Osteoclasts are multinucleated cells that form only in bone and specialize in the resorption of calcified 
matrix. Osteoclasts were derive from hematopoietic cells in the bone marrow and stimulated by receptor 
activator of nuclear factor NF-κB ligand (TRANCE, RANKL). RIP is known as a potent therapeutic 
agent with anti-inflammatory by activation of T cell potential. However, the regulatory effects of RIP on 
osteoclast differentiation are unclear. In this study, We examined the effects of RIP on osteoclast 
differentiation with respect to bone resorption. RIP negatively regulates TRANCE-induced osteoclast 
differentiation. Expression levels of RIP are significantly reduced by TRANCE during osteoclastogenesis. 
Overexpression of RIP in bone marrow-derived monocyte/macrophage lineage cells (BMMs) inhibits the 
formation of TRAP multinuclear osteoclasts. Furthermore, overexpression of RIP in BMMs attenuates the 
gene induction of nuclear factor of activated T cells (NFAT) c1 and osteoclast-associated receptor 
(OSCAR) during TRANCE-mediated osteoclastogenesis. Taken together, our results suggest that RIP can 
act as an important modulator of TRANCE-mediated osteoclastogenesis.
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1. 서 론 

뼈는 신체내에서 계속해서 리모델링이 이루어지
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는 매우 동적인 상태를 유지하고 있는데, 뼈를 만

드는 조골세포(osteoblast)와 뼈를 흡수하는 파골세

포(osteoclast)의 균형 속에서 이루어진다. 그러나 

이들 사이의 균형이 깨지면 골질환을 유발하게 되

는데, 특히 파골세포의 활성화는 뼈를 약화시키며 

이는 많은 대사성 골질환과 밀접한 관계가 있으며

[1], 대표적인 골소실 질환 중의 하나인 골다공증

(osteoporosis)은 폐경 및 노화에 따른 성 호르몬의 

변화로 파골세포의 활성이 높아져 정상적인 뼈의 

리모델링 과정이 깨지게 되어 발병하게 되며, 파골

세포의 활성화에 의해 일어나는 질병이다[2].

파골세포는 골수계(myeloid lineage)의 조혈모

(hematopoietic precursors)로부터 분화되어 골흡수

를 담당하는 중요한 골세포이다. 파골세포의 분화

는 조골세포에서 제공되는 macrophage 

colony-stimulating factor (M-CSF)와 tumor necrosis 

factor (TNF)-related activation-induced cytokine 

(TRANCE/RANKL)에 의해 유도되며 이 물질들은 

파골세포의 분화에 있어서 필수적이며 관련된 신

호전달체계에 대한 연구는 매우 중요하다고 여겨

지고 있다[3]. 또한, osteoprotegerin ligand (OPGL) 

등의 영향에 따라 대식세포에서 파골세포의 활성

을 조절해준다[4]. 

TRANCE(RANKL)는 수용체인 RANK에 지속적인 

결합으로 인해 mitogen-activated

protein kinase(MAPK), NF-κB, micropthalmia 

transcription factor (MITF), PU-1 그리고 nuclear 

factor of activated T cells c1(NFATc1) 등의 세포 

내 다양한 신호전달 단백질의 활성을 촉진하고 발

현시킨다[5, 6]. 

1995년에 처음 발견된 RIP(receptor interacting 

protein)은 세포 내 스트레스 (예; 병원성감염, 염증

반응)에 대한 필수적인 센서 단백질이다. 7개의 

subfamily가 있는데 이들은 모두 N 말단에 kinase 

domain을 갖고 있고 서로 다른 recruitment  

domain을 갖고 있다[7]. 

그림 1. RIP kinases의 도메인 구성 
Figure 1. Domain organization of the RIP kinases 

TNF(tumor necrosis factor)에 의해 발생하는 신

호전달의 중요인자로 알려진 RIP1은 많은 조직에서 

발현되고 있으며 T 세포의 활성, TNF 자극 후에 

발현 유도된다고 보고되었으며, death domain(DD) 

kinase로 TNF 자극에 의해 NF-κB 활성에 관여하

고 세포사멸을 촉진한다고 알려져 있다[8]. RIP2는 

염증반응(TLR, Nod pathway)과 T 세포 성장에 필

요하고 선천성 면역반응과 후천성 면역반응에 관

여한다고 알려져 있다[9]. RIP2를 과발현 시키면 

NF-κB, MAPK 활성이 증가한다고 알려져 있다

[10]. RIP3는 RIP1, TRAF2와 결합한다고 알려져 있

는데 이는 RIP3가 TNFR1 신호전달 복합체의 일부

분이라는 것을 제안하고 있다. RIP3는 RIP1을 인산

화 시키는데 그 결과로 TNF에 의해 유도된 NF-κ

B 활성이 감소된다고 한다. TNFα에 의해 유도된 
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세포사멸에 관여하기도 하며, NF-κB 활성을 증가

시키기도 하고 억제하기도 하여 논의의 여지를 보

이고 있다. TNF 신호전달에서 RIP3의 기능은 아직 

명확히 밝혀지지 않았다[11]. 

이 논문에서는 RIP kinase 발현조절을 통해 파골

세포 분화와 기능에 미치는 영향을 알아보고, 

TRANCE/RANKL과 TNFα에 의해 유도되는 파골세

포 분화에서 RIP의 역할을 알아보고자 한다.

2. 재료 및 방법

2.1 실험재료

파골세포의 분화에 사용되는 배지는 α-MEM(α

-Minimal essential medium, Gibco), penicillin-

streptomycin solution (5000 units/㎖ penicillin; 

50000㎍/㎖ streptomycin). FBS(fetal bovine serum)

이며, 세포의 염색에 이용되는 staining solution은 

Naphthol AS-MX, Fast red violet LB salt 

(SIGMA-Aldrich)을 사용하였다. 

2.2 마우스 골수세포로부터 파골전구

세포의 분리

골수세포는 7주령의 ICR 마우스를 이용하여 경

추탈골법을 진행한 후 femur와 tibia를 각각 분리

하여 얻었다. 분리된 femur와 tibia의 각 끝을 잘라 

1% α-MEM으로 통과시켜 골수세포를 모았다.

파골전구세포를 얻기 위해 골수세포에 10% FBS 

와 1% penicillin/ streptomycin이 첨가된 10% α

-MEM 배지에 40ng/㎖ M-CSF를 분주하여 cell 

culture dish에 72시간 동안 37℃, 5% CO₂ 

incubator에서 배양해준다. 배양된 세포는 파골 전

구세포로서의 BMMs을 사용하였다.

2.3 TRAP　assay and multinucleated 

osteoclast counting

ICR 마우스에서 bone marrow cell을 얻어서 

MEM alpha 배지에서 3일 동안 M-CSF(60ng/ml) 첨

가 후 배양한다. 72시간 동안 culture dish에 부착

하여 배양된 세포를 DPBS buffer로 washing 한 후 

cell dissociation solution으로 세포를 떼어 준다. 얻

어진 bone marrow macrophages(BMM)를cell 

counting 하여 40ng/㎖ M-CSF과 150ng/㎖ TRANCE

를 96-well plate에 well 당 1.5x10⁵ cell/well로 72시

간 동안 37℃, 5% CO₂ incubator에서 배양하였다. 

대조군은(positive control, P.C) M-CSF와 TRANCE

만을 첨가하였고, M-CSF, TRANCE, sample을 첨가

하여 실험군으로 나누어 진행하였다. 72시간 후 파

골세포 분화 시 특이적으로 발현하는 효소인 TRAP

을 이용하여 pNPP(Para-Nitrophenyl phosphate)기

질을 넣어주어 Optical Density(O.D) 450nm에서 측

정하였다.

BMMs(1.5x10⁵cell/well) 배양으로 얻은 다핵형파골

세포를 10% formalin으로 15분 동안 고정한 다음 

washing buffer로 formalin을 깨끗이 세척한 후 

staining용액을 150ul 분주한 후 15∼30분 동안 빛이 

없는 어두운 곳에서 반응시켜준다. 염색이 되면 3차 

증류수로 세척을 한 후 물기를 제거하기 위해 

96well plate 뚜껑을 살짝 열어둔 다음 24시간 후 

붉은색으로 염색된 세포를 현미경 100배율로 촬영

하고 집계하여 다핵형 파골세포의 수를 계수하였다. 

2.4 RT-PCR assay 

BMMs을 6well plate에 3x10⁵cell/well로 40ng/ml 

M-CSF, 150ng/ml RNAKL과 Sample 농도별로 각각 

분주하여 trizol (invitrogen)이용해 총 RNA를 분리
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프라이머 서열

5-mRIP1 ACC CCA AAT CTA AGC CAA 
ATG 

3-mRIP1 TCA TCA GTC AGA CTA GTG 
GTG 

5-mRIP2 ACC CAT TGT GAG CCA GAT 
GAC 

3-mRIP2 GAA GAG CAG TCT TGA GGT 
GCT 

5-mRIP3 ACC ACA GAA ATG GAT TGC 
CCG 

3-mRIP3 TAA AGT ATG TGG AAT CTG 
AGG 

5-NFATc1 CTC GAA AGA CAG CAC TGG 
AGC

3-NFATc1 CGG CTG CCT TCC GTC TCA 
TAG 

5-OSCAR CTG CTG GTA ACG GAT CAG 
CTC CCC AGA

3-OSCAR CCA AGG AGC CAG AAC CTT 
CGA AAC

5-TRAP CAG TTG GCA GCA GCC AAG 
GAG GAC

3-TRAP GTC CCT CAG GAG TCT AGG 
TAT CAC

5-GAPDH TGA CCA CAG TCC ATG CCA 
TCA CTG

3-GAPDH CAG GAG ACA ACC TGG TCC 
TCA GTG

하였다. 분리한 RNA의 2ug을 이용하여 cDNA 

(RevertAid First Dtrand cDNA Synthesis Kit, 

Thermo)로 합성하였다. 합성된 cDNA를 PCR(Poly

merase chain reaction)을 진행하였으며, PCR 후 증

폭된 cDNA는 1.2% agarose gel 상에서 관찰하였다. 

PCR에 사용된 primer는 housekeeping gene인 

GAPDH를 사용하였고, 파골세포 분화의 지표로 사

용된 OSCAR, TRAP, NFATc1을 비교하여 상대적 

발현을 비교하였다. 

이 실험에 사용된 primer의 서열은 다음과 같다. 

표 1. 프라이머 서열 
Table 1. Primer sequence 

3. 실험결과

3.1 파골세포 분화 시 RIP의 발현패턴분석

BMM에 M-CSF(60ng/ml)과 TRANCE(RANKL 

120ng/ml) 또는 TNF-α 첨가 후 3일 동안 배양한

다.  RIP의 발현패턴을 보기 위해 파골세포 분화유

도 시 24시간 마다 세포 회수하여 trizol(invitrogen)

을 이용하여 total RNA 분리하였다. cDNA를 합성

하여 RT-PCR 결과 RIP1, 2, 3, 파골세포에서 발현

되고, 분화 진행되는 동안 발현이 줄어드는 것을 

확인했다<그림 2>. 이 결과 RIP family 들은 

TRANCE 첨가한 파골세포 배양에서 유전자 발현이 

감소하여 파골세포의 분화를 저해한다고 추측할 

수 있다. RIP은 평상시에 파골세포의 성장에 관여

하지만 TRANCE에 의해 osteoclastgenesis가 유도될 

때 TRANCE에 의해 유도되는 신호전달계중 알려지

지 않은 메카니즘에 의해 RIP의 발현이 저해된다고 

가정할 수 있다. 그러나, 지금까지 알려진 연구 결

과들과 동일하게 TNF-α처리한 파골세포에서는 

RIPs의 발현은 증가하고 있다(그림 1B). 또한, 파골

세포의 분화를 진행시킨다고 알려진 OSCAR, 

NFATc1 gene와 분화 marker인 TRAP은 TRANCE 

유도시에 발현이 증가하고 있으나 파골세포의 분

화를 시작하는데 작용하는 것으로 알려진 TNF-α

를 처리하면 OSCAR와 NFATc1의 발현 양상은 

TRANCE와 다른 양상을 보여주고 있다<그림 1C>. 
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그림 2. 파골세포 분화시 유전자 발현의 관찰
a) TRANCE 유도 파골세포 분화시 RIP 발현 
b) TNF α 유도 파골세포 분화시 RIP 발현 
c) RIP과 파골세포분화 유전자의 발현 

Figure 2. Observation of gene expression during 

osteoclastogenesis.

a) RIP expression during TRANCE-induced osteoclastogenesis

b) RIP expression during TNF α-induced osteoclastogenesis

c) RIP and osteoclastogenic gene expression 

3.2 RIP 발현조절에 따른 파골세포 분화 확인

BMM에서 획득한 RNA로부터 cDNA를 만들어서 

RIP1, 2, 3을 각각 PMX-IRES-EGFP vector에 클로

닝하고, Plat-E cell(retrovial packaging cell line)에 

transfection하여 48시간 후에 바이러스 supernatant

를 회수하여 여과한 후 polybrane 첨가하여 BMM에 

6시간 동안 infection 시킨다. 

그림 3. RIP 과발현은 파골세포 분화를 억제 
a) BMM세포에서 TRAP으로 염색된 파골세포  
b) TRAP으로 염색된 세포의 숫자 

Figure 3. Overexpression of RIPs in BMM inhibits 

osteoclastogenesis

A) Stained osteoclast for TRAP on BMM

B) Numbers of TRAP-positive cells

파골세포 즉 다핵세포를 TRAP 염색하여 RIP의 

과발현으로 파골세포 분화에 미치는 정도를 알아

본다. 그 결과 <그림 3>에서 보는 바와 같이 RIPs

을 파골세포에서 과발현 시키면 파골세포의 분화
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를 저해함을 볼 수 있다. 

파골세포의 분화에 관여하는 중요 유전자들의 

발현을 관찰하기 위하여 RIPs을 파골세포에서 과발

현하여 분화 관련 유전자를 RT-PCR 수행하였다. 

그 결과 TRAP, OSCAR, NFATc1의 발현이 저해되

는 것을 확인하였다 <그림 4>.  

그림 4. BMMs세포에서 RIPs 과발현 
Figure 4. RIPs overexpression in BMMs 

3. 결  론

RIP은 TRANCE에 의해 유도된 파골세포의 분화 

과정중에 발현양이 감소하고 있다. 파골세포 분화 

시 RIP의 발현패턴을 RT-PCR로 분석한 결과 RIP

은 파골세포 분화시에 1일째부터 3일째까지 발현

양이 서서히 감소하고 있다. 이러한 발현 양상은 

TRANCE에 의해 RIP의 발현이 저해 받고 있다는 

증거이며 분화의 초기에 RIP은 파골세포의 분화가 

진행되지 못하도록 잡고 있다고 볼 수 있다. 따라

서, RIP을 파골세포에 과발현 시키면 파골세포의 

분화를 억제한다. 

TRANCE와 TNF-α의 동시 처리에 의해 유도되

는 파골세포 분화시에 RIP의 발현패턴은 TRANCE

에 의해 유도된 파골세포의 분화에서 나타나는 발

현 양상과 동일하다. TRANCE와 TNF-α의 동시 

처리에 의해 유도되는 파골세포에 RIP을 과발현하

여도 TRANCE에 의해 유도된 파골세포의 저해 양

상과 동일하다. 파골세포의 분화에 중요한 전사인

자인 NFATc1 과 OSCAR는 RIP의 과발현에 의해 

발현이 저해됨을 확인하였다. 

최근 골다공증에 의한 골절환자가 증가하는 추

세로 골다공증 그 자체뿐 아니라 고관절, 골절로 

인한 부상, 장애, 사망자 수가 늘어남으로써 골 질

환 치료비가 기하급수적으로 증가할 것으로 예상

되는데 효과적인 치료제 개발이 골 질환 관련 치

료비 및 부대비용의 지출을 줄여줄 수 있을 것으

로 기대하고 있다. RIP의 파골세포 분화조절에 대

한 기작을 밝힘으로써 골 질환(예; 골다공증-폐경 

후 여성 골다공증포함)에 대한 치료제 개발로 응용

가능성 제시하였고 골다공증 치료제뿐만 아니라 

관절염과 같은 자가면역 질환 등의 염증성 질환들

에 대한 치료제 개발에도 중요한 학문적 연구 자

료를 제공하고 있다.  

RIP1 과발현 마우스 모델을 제작하여 TRANCE
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를 주입하고 마우스의 골밀도를 측정하여 파골세

포의 분화와 골다공증의 정확한 발병 원인과 기능
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골 세포의 분화에서 RIP의 저해 효과는 불분명하다. 

본 연구에서는 골 흡수에 대한 파골 세포 분화에서 

RIP의 효과를 조사 하였다. RIP은 TRANCE에 의해 유

도된 파골 세포 분화를 저해하여 조절한다. 파골세포 
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C1 과 OSCAR 유전자의 발현 유도를 저해한다. 이러

한 결과로부터 RIP은 TRANCE 유도 파골 세포의 중

요한 조절유전자의 역할을 할 수 있음을 시사한다.
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