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Purpose : The purpose of this study is to identify the effect of zoledronate(Zometa ), which is most common nitrogen

containing bisphosphonate, on survival, proliferation, and differentiation of osteoblast. 

Material & Methods: Twenty four cell culture plates containing essential medium were seeded with UMR-106 cell lines, at

density of 5 x 104 cells per plates. Each plates were incubated with 5% CO2 incubator at 37℃. Starting from 2 days after

incubation, cell culture medias were replaced, and added with osteogenesis induction media and 0, 0.01, 0.1, 0.5, 1, 3μM of

zoledronate(Zometa ), every 2 days, for 12 days. “Control group”was plates not added with zoledronate(0μM), and “experiment

group”were plates added with different concentration of zoledronates(0, 0.01, 0.1, 0.5, 1, 3μM). Mature osteoblasts were

identified with Alizarine Red staining, and protein samples were collected. Optical density was determined at wavelength of

405nm with ELISA reader. For viability analysis, cells were harvested and incubated with propidium iodide, and analysed with

flow cytometry. Western blot technique was used to analyse Runx2 protein of osteoblast.

Results : Secretion of bone matrix decreased as zoledronate concentration increased, and zoledronate did not effect survival

rate of UMR-106 cells when measured with flow cytometer. Expression of Runx2 protein was inhibited as zoledronate

concentration increased. 

Conclusion : From the results, we were able to identify that increase of zoledronate concentration inhibited differentiation of

UMR-106 cell to osteoblast, without effecting quantity or survival rate.
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I. 서 론

Bisphosphonates(BPs)는 무기 피로인산염

(inorganic pyrophosphate)의 유도체로 1865년

Menschutkin1)에의해처음합성되었으며, 1968년

Fleisch등2)이골흡수를억제하고다량투여시생체

내의비정상적인석회화뿐아니라정상적인석회화도

억제 한다는 생물학적 효과에 대해 보고한 이래,

1973년부터는 Russell등3,4)이 Paget’s disease에

투여하기 시작하였고, 초기 약제의 부작용을 줄이면

서골흡수억제효능이개선된여러유도체가개발되

어현재는악성종양과동반된고칼슘혈증, 전이성골

질환, 다발성 골수종 및, 골다공증등과 같이 골 흡수

가증가되는질환에광범위하게사용되고있다5). BPs

는크게아미노기가포함된BPs와아미노기를포함하

지않는BPs로구분되며, 작용강도는아미노기가부

착되는측쇄구조에따라좌우되고아미노기를포함한

경우긴반감기를가짐으로써강한효능을나타내며그

에 따라 부작용의 빈도도 높은 것으로 알려져 있다6).

Zoledronate는아미노기를함유한BPs의일종으로

강력한골흡수억제효과를가지고있으며, 2002년

Reid등7)은 폐경후골다공증의치료에 1년에 1회 주

사하는방법의유용성에대하여보고하였고, 2006년

Paget’s disease치료에서의 유용성에 대하여도 보

고하였다8). 

한편, 최근 들어 BPs로 인한 구강악안면영역의

합병증이보고되고있다. 2003년Marx와 Stern9)

에 의해 Bisphosphonate-related osteonecrosis

of the jaws(BRONJ)가 처음으로 보고된 이래로

BRONJ와 관련한 많은 연구보고가 있으며10~14),

2005년 미국 FDA는 모든 BPs 제제에 대해 악골

괴사의위험성을알리는문구를삽입하도록하는등

치의학 분야에서 새로운 관심영역으로 대두되고 있

으나아직까지이러한문제점들에대한원인에대해

서는 정확하게 알려져 있지 않다15). Mashiba등16)

은 BPs의 장기간 투여가정상적인골흡수와골형

성의상호보완적인골대사를억제시켜골조직에작

은 손상이 계속 축적되게 되어 결국에는 골이 약해

지고골절의위험성이증대될가능성이있다고발표

하였으며, Goodship등17)은 BPs를 장기간 사용한

경우골절부위의가골형성이늦어져서치유가지연

되더라도 골의 광화작용이나 기계적인 성질에는 영

향을 미치지 않는다는 반론도 제기되었다. BPs는

주로 석회화를 억제하거나 피로인산염과 결합하여

파골 세포에 의한 골조직 흡수를 억제하는 작용을

갖는 것으로 알려져 있으며, Serrano등18)은 정상

적인 인간 조골세포 배양 시 alendronate의 영향

에 대 해 보 고 하 였 고 , Fischer등 19,20)은

alendronate가 mevalonate pathway에 미치

는 영향에 대하여 보고하였으며, Coxon등21)은

BPs에 의한 파골세포의형성, 기능과 생존이억제

된다고하였다. 또한, Roger등22)은 파골세포의생

성, 생존과기능을효과적으로감소시킨다고보고되

었으며, Coxon등23)은 아미노기를 함유한 BPs가

조골세포의 분화, 기능 생존에도 영향을 미칠 것 같

다고보고하였으나그에대한정확한기전은확실하

지않다. 이와같이BPs가파골세포에미치는영향

에 대하여는 많은 연구가 이루어져 있으나, 조골세

포에 미치는 영향에 대한 연구는 아직 부족한 상태

이다. 

본 연구의 목적은 UMR-106 세포를 아미노기가

포함된BPs 중대표적인약물인zoledronate로처

리할경우조골세포로분화될때세포의생존, 증식및

분화에어떠한영향을미치는지알아보는것으로서이

를 위하여 UMR-106 세포를 다양한 농도의

zoledronate를 첨가한 osteogenesis induction

media에배양하여조골세포의성숙정도와세포수,

생존율을 조사하고 조골세포의 분화에 관여하는

Runx2의발현정도를검사하였다.
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II. 연구재료 및 방법

1. UMR-106 세포 및 세포배양

UMR-106세포는방사선동위원소를주입한쥐에

서 유래된 골육종세포줄기이다. 이들 세포들은 종양

형태로 조골세포로 분화되어 골 기질을 형성시킬 수

있는 능력이 있다 24,25). UMR-106 세포를

Dulbecco’s modified Eagles medium(DMEM,

Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)에

10% fetal bovine serum(FBS, Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA)과 100unit/ml penicillin,

100㎍/ml streptomycin(Invitrogen, Carlsbad,

CA, USA)을첨가한complete media에배양한다. 

DMEM complete media 9.88㎖, ascorbic

acid 2-phosphate 20㎕ , glycerol 2-

phosphate solution 100㎕ 의 비 율 로

osteogenesis media를 제작 한 후, zoledronate

(Zometa䠶, Novartis) 0μM, 0.01μM, 0.1μM, 0.5μ

M, 1μM, 3μM을첨가하여각각의배양액을 24개의

배양접시에담고, 1개의접시당5ⅹ10⁴개의UMR-

106 세포를집어넣은후에 37℃, 5% CO₂가함유된

배양기에서배양시킨다. 

배양접시에 담긴 배양액은 48시간마다 교환하였

으며12일간 배양 후에 70% 에탄올로 세포를 고정

시키고 Alizarin Red 시약으로 염색하여 조골세

포의 성숙 정도를 평가하였다. 염색된 조골세포를

405nm 파장을가진ELISA 판독기로흡광도를측

정하였다.

2. 세포 수 계측

UMR-106세포를 96개의 human IgG Fc와

rCD137-Fc가 포함된 배양접시에 1개의 접시 당

2,000개의 숫자로 배양시킨다. 배양 4일, 6일, 8일

째 에 CellTiter96䠶Non-Radioactive Cell

Proliferation Assay kit(Promega, Madison,

WI)를이용하여세포수를계측하였다.

3. 유세포 분석법

세포의 생존율을 측정하기 위해 세포를

Propidium Iodide(PI)로 염색하여 20℃ 실온에서

배양하여 유세포 측정기(Cell Lab Quanta(tm)

SC, Beckman Coulter, USA)로 FL2 파장에서

형광을측정하여분석하였다. PI(-) 생존군과PI(+)

사멸군으로구분하였다.

4. Western blot technique

조골세포의 Runx2를 분석하기 위해 Western

blot 테크닉을 사용하였다. Zoledronate 0.5μM을

첨가한배양액에서2일, 4일, 6일, 8일, 10일간배양

한 후 각각의 35-mm dish로부터 분리한 세포의

pellet을 얻고 여기에 세포 용해액(20mM Tris-

HCl(pH7.5), 150mM NaCl, 0.02% sodium

azide, 0.1% SDS, 1% Igapel 630, 0.5%

sodium deoxycholate, 1mM PMSF, 5㎛/ml

aprotinin, 1㎛ leupeptin) 100㎕를 넣고 얼음에

서 40분간둔후 4℃, 15,000 rpm에서 20분간원

심분리하여protein lysate를얻고, 30㎍단백질을

12% SDS-PAGE로 전기영동 시켰다. PVDF

membrane으로 gel을 옮긴 후 5% fat-free dry

milk-TBS-T(Tris buffered saline with

0.05% Tween-20)로 1시간동안비특이적반응을

차단하였다. 동일한 용액에 1차 항체(Runx2,

1:1,000, Santa Cruz Biotechnology, Santa

Cruz, CA, USA; GAPDH, 1:2,000, Sigma)를

희석하여4℃에서하룻밤동안반응시키고세척한후

2차 항체(HRP conjugated rabbit antimouse

IgG, Santa Cruz)는 1:3,000으로 사용하였다.

Band의 확 인 은 ECL kit(Amersham-

Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK)

를사용하였다. 
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III. 연구 결과

1. Alizarin Red staining

골기질의형성정도를관찰하기위하여 12일간배

양한 후 Alizarin Red 염색을 시행하였다. 육안적

소견에서 Zoledronate의 농도가 증가할 수록

Alizarin Red의 염색이 감소되었음이 관찰되었으

며, 0.5μM 이상의농도에서는염색정도가현저히감

소되었다(Fig. 1).

ELISA 판독기로 측정한 흡광도 역시

zoledronate의 농도가 증가 할수록 흡광도 수치가

점점 감소되었으며, 0.5μM 이상의 농도에서 현저히

감소되는것을확인할수있었다(Fig. 2).

세포의생존여부를판독하기위하여현미경으로관

찰하였으며 zoledronate의 농도가 증가할수록

Alizarin Red에의한골기질의염색량은확연한차

이를볼수있었다(Fig. 3). 

2. 세포 수 계측

CellTiter96䠶 Non-Radioactive Cell

Proliferation Assay kit(Promega, Madison,

WI)를이용하여계측된세포수는세포배양4일, 6일,

8일모두큰변화가없는것이관찰되었다(Fig. 4).

3. 유세포 분석법

유세포분석법으로계측된 zoledronate의 농도에

따른세포생존율은2일, 4일, 6일, 8일모두큰변화

Fig 1. Dosage effect of zoledronate on the formation of bone
matrix as indicated by Alizarin Red staining.(12 days
later)

Zol:zoledronate, OM:osteogenic media

Fig 3. Dosage effect of Zoledronate on the maturation of
osteoblastic lineage as indicated by Alizarin Red staining.
(X 40) Zol:Zoledronate

Fig 2. Optical density of Alizarin Red staining. 
OD:Optical Density

Fig 4. Cell number by Non-Radioactive Proliferation
Assay(tm) kit.
OD:Optical Density

Zol(0μM) (0.1μM) (1.0μM)
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가없는것이관찰되었다(Table 1)

4. Western blot for Runx2

배양기간경과에따른 Runx2 단백질의발현량은

zoledronate를첨가한군에서기간이경과함에따

라 점차 감소하였으며 6일째부터 현저히 감소하였다

(Fig. 5). 

IV. 총괄 및 고찰

Zoledronate는 아 미 노 기 를 포 함 하 는

Bisphosphonate(BPs) 의일종으로정맥주사로사

용할수있으며가장강력한효과를지니고있는BPs

의일종이다. 

BPs는뼈의무기질에잘침착할뿐아니라파골세

포를억제하는효과를가져여러가지골흡수를야기

하는질병에사용되고있다. 이러한효과를이용하여

Paget’s disease3,4,26)의 치료에 이용되었으며,

1995년에처음으로악성종양의골전이환자들에게

BPs의 정맥 주사요법이 소개된 이후 다발성골수염,

유방암, 전립선암에서골전이에의한골흡수와관련

된증상의완화, 암세포에서유래된고칼슘혈증을치

료하는데표준적인치료가되어왔다. 

Major등27)은 경구용BPs는다발성골수종과전립

선암의골전이를방지하는효과가떨어져정맥주사

용 제제의 사용이 필요하다고 하였으며, Berenson

등28 은zoledronate 정맥주사요법이골전이의억

제에효과가있다고하였다. Hillner등29)은유방암에

서 BPs의 보조적 사용에 대하여 언급하였으며,

Fulfaro등30)과 Melisi등31)은 zoledronate의 전립

선암에 의한 골 전이 감소에 대하여 보고하였다.

Reid등7)은폐경후골다공증의치료에zoledronate

의사용에대하여보고하였다.

이와같이, BPs는파골세포와관련된골흡수를억

제할 뿐만 아니라 신생혈관 형성을 억제하는 효과가

있어항암치료의보조적요법으로도사용되어왔다.

Wood등32)은 zoledronate의사용이악성골질환

에서혈관신생억제효과를나타내어항암효과가있을

것이라고하였고, Santini33)는 혈관신생억제외에도

악성종양 세포의 부착, 침윤, 활성도 등에 영향을 미

치며악성종양세포자살가능성도있다고보고하였다. 

한편, BPs의 작용기전에대한많은연구가이루어

져 왔다. Rodan등34)은 아미노기가 포함되지 않은

BPs는 ATP의일부분과교체되어파골세포의 ATP

기능을방해하여세포내대사를억제시켜골흡수를

감소시키게된다고하였다.

또한, Fleisch6)는 아미노기가함유된 BPs는 파골

세포 기능에 중요한 farnesyl pyrophosphate

synsthase(FPPS) 합성효소를 차단시켜 HMG-

CoA reductase pathway(mevalonate

pathway)를 방해하며, 이 기전의 중단으로 세포막

에 필수적으로 부착되는 작은 단백질인 farnesol과

Fig 5. Zoledronate down-regulates Runx2 protein expression

Table 1. Survival rate of UMR-106 cell

2 61.69 63.77

4 67.83 65.06

6 60.01 60.82

8 81.85 85.79

Time(days)        Control(%)      Zoledronate(%)
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geranylgeraniol같은 대사 산물의 형성이 억제되

고, 단백질의 prenylation이 억제되는 동안 세포조

절에필수적인small GTPases 를만들지못해세포

활동력 감소, 세포 효능이 떨어지고, 파골 세포의 세

포자살을 유도하게 된다고 하였으며, BPs의 작용기

전에대한많은연구가이루어져왔다35).

한편, BPs의강력한골흡수억제작용은장기간투

여시골의탄성이떨어져오히려골의강도에좋지않

은 영향을 미칠 것이 우려되어 왔다. etidronate의

장기 투여 후 골무기질화에 결함이 발생하여 골절이

더욱 증가하는 소견이 관찰되었고36), Whyte 등37)은

6년간 pamidronate를 투여한 후 유발된 골화석증

에대하여보고하였으며, 3~8년동안 alendronate

를투여받았던9명의환자들에서자발적인골절이발

생된후골유합이지연되었으며조직검사상골형성

지표가심하게억제되어있는소견이보고되었다. 

Odvina 등38)은 BPs의장기투여시골치환(bone

turnover)의 과도한 억제에 대하여 언급하였고,

Visekruna 등39)은 BPs에의한과도한골치환의억

제에 의해 비정상적으로 골절이 되기 쉽다고 하였으

며, 이러한골치환의억제정도는개인에따라차이가

있다고하였으며장기간의bisphosphonate 투여의

안전성에의문이제기되었다.

BPs의 사용에 따른 가장 흔한 합병증은 신독성과

위장관독성이며40) 최근악골의골괴사에대하여많은

연구가 이루어져 왔다. 2003년에 처음으로 BPs와

연관한 악골 괴사가 보고된 후9), Ruggiero 등11)은

BPs를 사용한후악골괴사증이발생한 63증례를보

고하였으며, 많은연구에서악성종양의보조적인치

료로BPs를정맥투여하였을때악골괴사증의발생빈

도는 1~10%라고보고하였다41. Migliorati 등 13),

Pazianas 등42), Cafro43), Hoff 등44)은 악골괴사증

이생기기쉬운위험요소로는BPs의정맥투여, 60세

이상의 고령의 여성, 발치 및 침습적인 외과적 치료,

불량한구강위생등이라고언급하였다. Khann 등45)

은 악골괴사증의예방을위하여고용량의 BPs를정

맥투여하기전에침습적인치과치료를완료하도록권

유하였다. 

이와같이BPs는주로파골세포억제효과가골흡

수를차단하고골의치환을억제하여골의강도를높

이는것으로밝혀지고있으나, 골개조는항상파골세

포와 조골세포의 상호작용에 의하여 이루어지므로

BPs가조골세포에미치는영향도있을것으로생각되

었으나이에대한연구는드물었다. 저자는이점에착

안하여방사선동위원소를주입한쥐에서유래된골육

종 세포 줄기인 UMR-106세포를 이용하여

zoledronate 적용 시 조골세포로 분화되는 과정을

관찰하였다. UMR-106 세포는 조골세포로 분화되

면광화가되는골기질을형성하는세포이다25). 저자

의실험에서UMR-106세포를zoledronate가첨가

된 osteogenic media에 12일간 배양한 후

zoledronate의 농도가 0.5μM이상일때 Alizarin

Red의염색도가현저히감소되는것을관찰할수있

었다. 이것은 zoledronate에의해조골세포의골기

질형성이감소되었다는것을의미하며, 골기질감소

는UMR-106세포의사멸과증식억제, 또는조골세

포로의분화억제로생각할수있었다. 이를구분하기

위하여 현미경으로 관찰하였을 때 세포의 분포도는

zoledronate의 농도에 따라 큰 차이가 없었으며

Non-Radioactive Proliferation Assay(tm)

kit를 이용한 세포수의 계측에서도 배양기간에 따른

세포수의변화는zoledronate의농도와무관함을알

수있었다. 유세포분석법을이용한세포생존율에대

한계측에서도 zoledronate의 농도차이에따른변

화는 관찰할 수 없었으며 이러한 소견은

zoledronate가 세포독성을 나타내지는 않으나

UMR-106세포가조골세포로분화되는과정을억제

하는것으로판단할수있는결과로생각되었다. 

한편, Garcia-Moreno등18)이정상적인인간조골

세포에 alendronate가 조골세포의 생활력, 세포증
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식, mineral deposit capacity에 영향을 미치지

않는다고보고하였으며, Reinholz 등46)은인간조골

세포를대상으로한실험에서zoledronate가조골세

포의 분화와 골 형성 능력을 증가시킨다고 하였고,

Chaplet 등47)은 zoledronate가조골세포의분화와

조골능력을증가시킨다고보고하였으나, Naidu 등48)

은 조골세포의 생활력과 기능에 alendronate와

zoledronate가 미치는 영향을 연구한 결과 약물의

농도가증가되면세포의활성이현저히감소한다고보

고하여서로상반된결과를보이고있다. 저자의실험

결과는 Naidu등의 실험결과와 유사한 소견으로 볼

수있으며, 각실험에따른이러한차이는실험재료로

사용된배양세포의차이및, 약물의농도와도관련이

있는 것으로 생각되었다. 또한, 저자의 실험에서

Non-Radioactive Proliferation Assay(tm)

kit를이용한세포수측정과유세포분석법을이용한

세포생존율의측정시 zoledronate의 농도에따른

차이는큰변화가없는것으로관찰되었으며, 이러한

결과는저농도BPs를이용한실험에서는세포독성이

나타나지않는다는 Naidu등의 연구결과와일치하는

것으로생각되었다.

저자의실험에서세포기질의형성을확인하기위하

여 조골세포의 분화 조절에 필수적인 Runx2발현을

Western blot 테크닉으로검증하였으며Runx2 단

백질수치는 zoledronate로 처리된조절군에서확

연히감소되었다. 

Runx2 단백질은 중간엽 세포로부터 조골세포로

분화하는데 관여되는 주요한 전사인자로 Komori49)

에 의해서골의석회화에중요한인자라는것이밝혀

졌다. Runx2는 조골세포에서 특이하게 표현되는

osteocalcin의 promoter 부위에 결합하는핵기질

단백질로첫분화단계에결정적으로관여하는전사인

자인동시에, 일부분화가끝난조골세포의활성화과

정에도관여하는것으로도알려져있다.

이와같이저자의실험에서UMR-106세포를 6일

이상배양하였을때Runx2 발현이현저히감소한것

은zoledronate가조골세포로분화되는과정을억제

하는것을확인시켜주는결과라고생각되었다.

이러한 저자의 실험결과는 zoledronate가

UMR-106 세포의 증식과생존율에는큰영향을미

치지는 않으나, 조골세포로 분화되는 과정을 차단하

여골기질형성이감소되는소견을나타낸것으로판

단되었으며 zoledronate로인한골괴사증과의관련

성여부에대하여는향후다양한세포를이용한추가

적인연구가필요할것으로사료된다. 

V. 결 론

아미노기가 포함된 bisphosphonate(Zol

edronate)가 골 형성에 미치는 영향을 관찰하기 위

하여 다양한 농도의 zoledronate를 첨가한

osteogenic media에 UMR-106세포를 배양하여

Alizarin Red staining을 이용한 골 형성 정도를

평가하고, Non-Radioactive Proliferation

Assay(tm) kit를 이용하여세포수, 유세포분석기

를이용하여세포생존율을측정하였으며, Western

blot테크닉을 이용하여 조골세포의 분화에 결정적인

기능을하는Runx2의발현을관찰하여다음과같은

결과를얻었다.

1. Zoledronate의 농도가 높아질수록 Alizarin

Red에의한염색정도는감소되었다.

2. Zoledronate의 농도는 Non-Radioactive

Proliferation Assay(tm) kit를 이용하여계

측된세포수에는영향을미치지않았다.

3. Zoledronate의 농도는 유세포 분석기로 측정

한 UMR-106의 생존율에는 영향을 미치지 않

았다.

4. Zoledronate의농도가높아질수록Runx2 단
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백질의발현이억제되었다. 

이상의 실험결과로 볼 때, Zoledronate는

UMR-106 세포의 개수나 생존율에는 영향을 미치

지 않았으나, Zoledronate의 농도가 높아질수록

UMR-106이조골세포로분화되는과정을억제하는

것으로판단되었다.
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