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요  약  뼈 조직 재생을 위한 1차 성장 인자인 재조합 인간 뼈 형태 형성 단백질-2(recombinant human bone 
morphogenetic protein-2, rhBMP-2)와 파골세포 전구체 세포를 억제하여 뼈 흡수를 감소시키는 alendronate 
(ALN)를 조합하여 농도에 따른 전조골세포에서 조골세포로의 분화 정도를 비교하고자 하였다. 전조골세포주인 
MC3T3-E1 세포를 3, 7 또는 10일 동안 분화시키면서 rhBMP-2는 50, 75, 100 ng/mL의 농도로, ALN는 1과 5 
μmol/L의 농도로 처리하여 Cell Counting Kit-8 분석 및 alkaline phosphatase activity(ALP)를 확인하였다. 
rhBMP-2와 ALN의 조합에서 적용한 농도에서는 세포독성을 나타내지 않았다. 100 ng/mL의 rhBMP-2 처리 후 5 
μmol/L 또는 1 μmol/L 의 ALN 처리군에서 대조군에 비해 전조골세포에서 조골세포로의 분화 정도를 나타내는 ALP 
활성이 유의하게 증가하였으나, rhBMP-2 처리군에 비해 감소하였다. 75 ng/mL의 rhBMP-2 처리 후 1 μmol/L의 
ALN 처리군에서 ALP의 활성은 대조군에 비해 유의하게 증가하였고, rhBMP-2 처리군에 비해 증가하였다. 50 ng/mL
의 rhBMP-2 처리 후 1 μmol/L의 ALN 처리군에서 ALP의 활성은 대조군에 비해 유의하게 증가하였으나, 50 ng/mL
의 rhBMP-2 처리군에 비해 감소하였다. 이 결과는 rhBMP-2 처리 후 ALN(rhBMP-2/ALN) 처리군 또는 ALN 처리 
후 rhBMP-2(ALN/rhBMP-2) 처리군에서 rhBMP-2가 주요 인자임에도 불구하고 단지 약물의 농도에 의존하기보다 
약물의 특정 농도와 rhBMP-2/ALN 또는 ALN/rhBMP-2 조합의 상호작용에 의해 약물의 효능이 최대화될 수 있다는 
것을 의미한다.

Abstract  This study investigated the effect of incorporating recombinant human bone morphogenetic 
protein-2 (rhBMP-2, bone tissue regeneration growth factor) plus alendronate (ALN), which reduces 
bone resorption by inhibiting osteoclast precursor cells, on MC3T3-E1 cells (a preosteoblast cell line). 
MC3T3-E1 cells were cultured with 50, 75, or 100 ng/mL of rhBMP-2 or 1-5 μmol/L of ALN for three, 
seven, or ten days. Cell Counting Kit-8 assays were performed, and alkaline phosphatase (ALP) activities 
were measured. No evidence of cytotoxicity was observed when cells were treated with rhBMP-2 or 
ALN, regardless of the concentrations used. ALP activity was significantly increased when cells were 
treated with 100 ng/mL of rhBMP-2, and then 5 or 1 μmol/L of ALN versus non-treated controls, but 
these activities were lower than in cells treated with 100 ng/mL of rhBMP-2. ALP activity was 
significantly increased in cells treated with 75 ng/mL of rhBMP-2 followed by 1 μmol/L of ALN than 
in non-treated controls. ALP activity was lower after treating cells with 50 ng/mL of rhBMP-2 followed 
by 1 μmol/L of ALN than in 50 ng/mL rhBMP-2 treated cells but higher after treating cells with 1 μ
mol/L of ALN followed by 50 ng/mL of rhBMP-2. Although rhBMP-2 is the main osteogenic 
differentiation factor, these findings suggest that the specific concentrations used and orders of 
treatment (e.g., ALN followed by rhBMP-2 or rhBMP-2 followed by ALN) markedly influence the rate of 
osteogenic differentiation.

Keywords : Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2, Alendronate, Alkaline Phosphatase 
Activity, Cell Viability, MC3T3-E1 Cells
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1. 서론

일반적인 뼈의 재형성 과정은 새로운 뼈로 전환되는 
증식, 분화 및 세포외 기질의 석회화 유도 등의 단계로 
주기적으로 진행된다[1]. 이러한 뼈 조직의 완전성과 기
능은 뼈를 형성하는 조골세포와 뼈를 흡수하는 파골세포 
사이의 균형으로 유지된다[1]. 그러나, 외상 또는 종양 
절제 등에 의한 뼈의 손상으로 일어나는 뼈의 회복은 혈
종 형성과 염증 반응, 섬유 연골성 가골 형성, 뼈화 과정 및 
뼈의 재형성의 4단계를 거친다[2]. 뼈 손상으로 인한 뼈화 
과정에서 뼈 형태 형성 단백질(bone morphogenetic 
proteins, BMP)은 세포의 분화 및 증식을 촉진시킨다[3]. 
BMP-2는 BMP의 20개 이상의 하위 그룹 중 최초로 특
성화된 물질로 미국 식품의약국(Food Drug Administration, 
FDA)에서는 재조합 인간 BMP-2(recombinant human 
BMP-2, rhBMP-2)로 승인하여 많은 관련 연구가 보고
되고 있다[4]. BMP-2는 새로운 뼈가 형성될 때 중간엽 
줄기세포(mesenchymal stem cell, MSC)에서 조골세
포로 분화될 때 관여하는 주요 인자이며[5], I 형 및 II형 
세린/트레오닌 키나제 수용체에 결합하여 Smad 및 비
-Smad 신호 경로를 활성화하여 runt-related transcription 
factor 2(Runx2) 및 osterix와 같은 뼈 형성 유전자를 
활성화시킨다[6]. 또한, BMP-2는 파골세포 전구체 세포
를 파골세포로의 분화를 촉진하며, BMP-2를 억제시키
면 파골세포의 분화를 감소시켜 MSC 분화, 뼈 형성 및 
파골세포 형성에 주요 역할을 한다[7,8]. 그러나 rhBMP-2
는 FDA의 승인을 받은 약물로 임상에서 사용되고 있음
에도 불구하고 이소성 뼈화[9], 뼈용해[10], 신경학적 결
손(척수병증, 신경근병증) 증가 또는 암 등의 합병증이 
발생한다고 한다[11]. 알렌드로네이트(alendronate, 
ALN)는 비스포스포네이트(bisphosphonate) 중 가장 
강력한 질소 함유 약물이며, 파골세포의 세포 사멸을 유
도하고 mevalonate 경로의 핵심 효소인 farnesyl 
diphosphate synthase의 억제함으로써 파골세포의 활
성을 감소시켜 과도한 뼈 흡수를 억제하는 약물이다[12]. 
현재 폐경기 후 골다공증 및 악성 종양으로 인한 고칼슘
혈증 등에 사용되고 있을 뿐만 아니라[13], 골다공증
[14], 류마티스성 관절염[15], 골형성 부진[16], 골이형
성증[17], 및 골관절염[18] 등의 치료제로 사용되고 있
다. 그러나, ALN가 안전하게 널리 사용되고 있음에도 불
구하고 ALN는 상부 위장관 장애[19], 확산성 골격근 통
증[20] 및 턱의 골괴사[21] 등과 같은 부작용이 발생한다
고 한다. 이와 같은 연구 결과는 생체 내 약물의 효능 또

는 독성작용은 약물의 흡수, 분포, 대사 및 배설 뿐만 아
니라 투여 용량 및 투여 기간에 영향을 받는다는 보고
[22]와 일치함을 알 수 있었다.

한편, 임상에서 뼈 형성에 관여하는 다양한 약물 또는 
물질을 여러 방식으로 조합하여 뼈 손상 시 뼈 유도 속도
를 높여 뼈 회복 정도를 향상하기 위한 연구가 활발히 진
행되고 있다. In vivo 실험에서 두개골 결손된 쥐 대상 
BMP-2 적용 후 ALN를 처리한 경우 골재생 효과가 향상
되었다[23]. Li 등의 연구[24]에서 쥐의 대퇴골 결손 모
델에 BMP-2와 BMP-7을 순차적으로 투여한 경우 각 단
일 약물에 비해 뼈 형성이 향상되었다. In vitro 실험에
서 BMP-2와 섬유아세포 성장 인자-2(fibroblast 
growth factor-2, FGF-2)의 병행 적용 결과 MSC의 분
화를 촉진하였다[25]. BMP-2 처리 후 혈관 내피 성장 
인자(vascular endothelial growth factor, VEGF)를 
적용한 쥐 MSC에서 조골세포로의 분화가 촉진되었다
[26]. Kim 등의 연구[27]에서도 7일 동안 rhBMP-2 처
리 후 3일 동안 ALN를 적용한 조건에서 전조골세포주인 
MC3T3-E1 세포에서 조골세포로의 분화가 향상되었다. 
임상 연구에서 약물의 투여농도는 최소화하면서 약물의 
효능을 최대화하기 위한 연구 결과는 뼈 손상 시 뼈 회복
의 중요한 과제로서 약물의 조합 방식 및 약물의 농도 변
화를 통해 약물의 효능 또는 독성작용에 따른 다양한 연
구는 필요하다. 이 전의 다양한 약물의 농도로 조합 방식
을 달리하는 연구 결과들을 통해 rhBMP-2 처리 후 
ALN(rhBMP-2/ALN) 처리군 및 ALN 처리 후 
rhBMP-2(ALN/rhBMP-2) 처리군에서 다양한 농도로 
조합을 달리 한 조골세포의 분화 정도에 관한 연구는 미
흡하다고 생각된다. 따라서, 이 논문의 핵심은 뼈 조직 
재생을 위한 1차 성장 인자인 rhBMP-2와 파골세포 전
구체 세포를 억제하여 뼈 흡수를 감소시키는 ALN를 조
합하여 농도에 따른 전조골세포에서 조골세포로의 분화 
정도를 비교하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 Cell culture and differentiation
본 연구에서 사용한 MC3T3-E1은 전조골세포이며, 

American Type Culture Collection(ATCC, Manassas, 
VA, USA)로부터 구입하였다. 배양액은 α-minimum 
essential medium(without ascorbic acid, Gibco, 
Grand Island, USA)에 10% fetal bovine serum(FBS, 



Recombinant Human Bone Morphogenetic Protein-2와 Alendronate 조합에 따른 MC3T3-E1의 세포의 Alkaline Phosphatase 활성도 및 생존력

267

Gibco, Grand Island, USA), 1% penicillin/streptomycin
을 첨가하여 2-3일 간격으로 교환해주며 37℃, 5% CO2 
incubator에서 배양하였다.

전조골세포인 MC3T3-E1 세포에서 조골세포로 분화를 
유도하기 위해 배양액(분화 배지)에 50 μg/mL ascorbic 
acid(Sigma, St. Louis, MO, USA), 10 mmol/L 
b-glycerophosphate(Sigma, USA)를 첨가하였다. 
rhBMP-2(Sigma, USA)는 50, 75, 및 100 ng/mL의 농
도로 처리하였고, ALN(Sigma, USA)는 1-5 μmol/L의 
농도로 처리하였다.

2.2 Cell viability assay
MC3T3-E1 세포는 96 well plate에 5 × 103 

cells/well 분주한 후 24시간 동안 growth media에서 
키웠다. 그후 growth media를 제거하고, MC3T3-E1 
세포는 rhBMP-2 또는 ALN가 첨가된 분화 배지에서 3, 
7 또는 10일 동안 분화시켰다. 분화를 시킨 후 세포 생존력
은 Cell Counting Kit-8(CCK-8, Dojindo, Rockville, 
MD, USA)을 이용하여 평가하였다. 각 well의 흡광도는 
Victor 3 1420 multilabel counter(Perkin Elmer, 
Shelton, CT, USA)를 사용하여 측정하였다.

2.3 ALP assay
MC3T3-E1 세포는 24 well plate에 2 × 104 

cells/well 분주한 후 24시간 동안 growth media에서 
키웠다. 그후 growth media를 제거하고, MC3T3-E1 
세포는 rhBMP-2 또는 ALN가 첨가된 분화 배지에서 3, 
7 또는 10일 동안 분화시켰다. 분화를 시킨 후 ALP 
colorimetric assay kit(BioVision, Milpitas, CA, USA)
를 이용하여 세포의 분화 정도를 평가하였다. 각 well의 
흡광도는 Victor 3 1420 multilabel counter(Perkin 
Elmer, Shelton, CT, USA)를 사용하여 측정하였다. 측
정값을 단백질 농도로 보정하기 위해 bicinchoninic 
acid(BCA) protein assay kit(Thermo Fisher Scientific, 
Rockford, IL, USA)를 사용하였다.

2.4 Statistical analysis
세포의 생존력 및 ALP 활성도 실험은 3회 반복하여 

시행하였다. 자료는 평균과 표준편차로 표기하였고, 유
의성 검증은 IBM SPSS ver. 18.0 software package 
program을 이용하여 Duncan's multiple range test
를 실시하였다.

3. 결과

3.1 MC3T3-E1 세포에서 100 ng/mL의 rhBMP 
    -2와 5 μmol/L의 ALN의 조합에 따른 영향

MC3T3-E1 세포에 조합 조건 또는 처리 기간에 따른 
100 ng/mL의 rhBMP-2와 5 μmol/L의 ALN가 미치는 
영향을 확인하기 위해 대조군(1)과 실험군은 100 
ng/mL의 rhBMP-2의 10일 처리군(2), 5 μmol/L의 
ALN의 10일 처리군(3), 100 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 
처리 후 5 μmol/L의 ALN의 3일 처리군(4) 및 5 μ
mol/L의 ALN의 3일 처리 후 100 ng/mL의 rhBMP-2
의 7일 처리군(5)으로 비교하였다(Fig. 1). 

MC3T3-E1 세포의 생존력은 대조군에 비해 5 μ
mol/L의 ALN의 3일 처리 후 100 ng/mL의 rhBMP-2의 
7일 처리군에서 19% 유의하게 증가하였다. 나머지 실험
군은 대조군에 비해 MC3T3-E1 세포의 생존력에서 유의
한 차이가 나타나지 않았다. ALP의 활성도는 대조군에 비
해 100 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 5 μmol/L의 
ALN의 3일 처리군은 약 1.9배 유의하게 증가하였으나, 5 
μmol/L의 ALN의 3일 처리 후 100 ng/mL의 rhBMP-2
의 7일 처리군은 약 18.9% 유의하게 감소하였다. 그러나, 
100 ng/mL의 rhBMP-2의 10일 처리군 비해 100 
ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 5 μmol/L의 ALN의 
3일 처리군에서 ALP의 활성도는 19.1% 감소하였고, 5 μ
mol/L의 ALN의 3일 처리 후 100 ng/mL의 rhBMP-2의 
7일 처리군은 유의하게 64.8% 감소하였다.

Fig. 1. Alkaline phosphatase(ALP) activity and viability 
in osteoblast cells(MC3T3-E1) following 
treatment with 100 ng/mL of recombinant 
human bone morphogenetic protein-2(rhBMP-2) 
and 5 μmol/L of alendronate. 1: control, 2: 
100 ng/mL of rhBMP-2 for 10 days, 3: 5 μmol/L 
of alendronate for 10 days, 4: 100 ng/mL of 
rhBMP-2 for 7 days and 5 μmol/L of alendronate 
for the next 3 days, 5: 5 μmol/L alendronate 
for 3 days and 100 ng/mL rhBMP-2 for the 
next 7 days. All experiments were repeated 
three times. Values are mean ± SD, different 
superscripts in the figures indicate a 
significant difference(p<0.05). 
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3.2 MC3T3-E1 세포에서 100 ng/mL의 rhBMP
   -2와 1 μmol/L의 ALN의 조합에 따른 영향

MC3T3-E1 세포에 조합 조건 또는 처리 기간에 따른 
100 ng/mL의 rhBMP-2와 1 μmol/L의 ALN가 미치는 
영향을 확인하기 위해 대조군(1)과 실험군은 100 
ng/mL의 rhBMP-2의 10일 처리군(2), 1 μmol/L의 
ALN의 10일 처리군(3), 100 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 
처리 후 1 μmol/L의 ALN의 3일 처리군(4), 1 μmol/L
의 ALN의 3일 처리 후 100 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 
처리군(5)으로 비교하였다(Fig. 2). 

MC3T3-E1 세포의 생존력은 대조군과 각 실험군 간
에 유의한 차이가 나타나지 않았다.  ALP의 활성도는 대
조군에 비해 100 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 1 
μmol/L의 ALN의 3일 처리군에서 4.0배 유의하게 증가
하였고, 1 μmol/L의 ALN의 3일 처리 후 100 ng/mL의 
rhBMP-2의 7일 처리군에서도 4.2배 유의하게 증가하
였다. 그러나 100 ng/mL의 rhBMP-2의 10일 처리군에 
비해 100 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 1 μmol/L
의 ALN의 3일 처리군에서 ALP의 활성도는 25.2% 유의
하게 감소하였고, 1 μmol/L의 ALN의 3일 처리 후 100 
ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리군에서 22.0% 유의하게 
감소하였다.

Fig. 2. Alkaline phosphatase(ALP) activity and viability 
in osteoblast cells(MC3T3-E1) following treatment 
with 100 ng/mL of recombinant human bone 
morphogenetic protein-2(rhBMP-2) and 1 
μmol/L of alendronate. 1: control, 2: 100 
ng/mL of rhBMP-2 for 10 days, 3: 1 μmol/L 
of alendronate for 10 days, 4: 100 ng/mL of 
rhBMP-2 for 7 days and 1 μmol/L of 
alendronate for the next 3 days, 5: 1 μmol/L 
alendronate for 3 days and 100 ng/mL 
rhBMP-2 for the next 7 days. All experiments 
were repeated three times. Values are mean 
± SD, different superscripts in the figures 
indicate a significant difference(p<0.05).

3.3 MC3T3-E1 세포에서 75 ng/mL의 rhBMP
    -2와 1 μmol/L의 ALN의 조합에 따른 영향

MC3T3-E1 세포에 조합 조건 또는 처리 기간에 따른 
75 ng/mL의 rhBMP-2와 1 μmol/L의 ALN가 미치는 
영향을 확인하기 위해 대조군(1)과 실험군은 75 ng/mL
의 rhBMP-2의 10일 처리군(2), 1 μmol/L의 ALN의 
10일 처리군(3), 75 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 
1 μmol/L의 ALN의 3일 처리군(4), 1 μmol/L의 ALN
의 3일 처리 후 75 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리군(5)
으로 비교하였다(Fig. 3). 

MC3T3-E1 세포의 생존력은 Fig. 3의 각 실험군 간
에 유의한 차이가 나타나지 않았다. ALP의 활성도는 대
조군에 비해 75 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 1 μ
mol/L의 ALN의 3일 처리군에서 4.4배 유의하게 증가
하였고, 1 μmol/L의 ALN의 3일 처리 후 75 ng/mL의 
rhBMP-2의 7일 처리군에서도 3.7배 유의하게 증가하
였다. 75 ng/mL의 rhBMP-2의 10일 처리군에 비해 75 
ng/mL의 rhBMP-2의 처리 후 1 μmol/L의 ALN의 처
리군에서 ALP의 활성도는 9.6% 증가하였으나, 1 μ
mol/L의 ALN의 3일 처리 후 75 ng/mL의 rhBMP-2의 
7일 처리군에서 7.9% 감소하였다. 

Fig. 3. Alkaline phosphatase(ALP) activity and viability 
in osteoblast cells(MC3T3-E1) following treatment 
with 75 ng/mL of recombinant human bone 
morphogenetic protein-2(rhBMP-2) and 1 μmol/L 
of alendronate. 1: control, 2: 75 ng/mL of 
rhBMP-2 for 10 days, 3: 1 μmol/L of alendronate 
for 10 days, 4: 75 ng/mL of rhBMP-2 for 7 
days and 1 μmol/L of alendronate for the 
next 3 days, 5: 1 μmol/L alendronate for 3 
days and 75 ng/mL rhBMP-2 for the next 7 
days. All experiments were repeated three 
times. Values are mean ± SD, different 
superscripts in the figures indicate a 
significant difference(p<0.05).
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3.4 MC3T3-E1 세포에서 50 ng/mL의 rhBMP
   -2와 1 μmol/L의 ALN의 조합에 따른 영향

MC3T3-E1 세포에 조합 조건 또는 처리 기간에 따른 
50 ng/mL의 rhBMP-2와 1 μmol/L의 ALN가 미치는 
영향을 확인하기 위해 대조군(1)과 실험군은 50 ng/mL
의 rhBMP-2의 10일  처리군(2), 1 μmol/L의 ALN의 
10일 처리군(3), 50 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 
1 μmol/L의 ALN의 3일 처리군(4), 1 μmol/L의 ALN
의 3일 처리 후 50 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리군(5)
으로 비교하였다(Fig. 4). 

MC3T3-E1 세포의 생존력은 Fig. 4의 각 실험군 간
에 유의한 차이가 나타나지 않았다. ALP의 활성도는 대
조군에 비해 50 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 1 μ
mol/L의 ALN의  3일 처리군에서 2.8배 유의하게 증가
하였고, 1 μmol/L의 ALN의 3일 처리 후 50 ng/mL의 
rhBMP-2의 7일 처리군에서도 3.6배 유의하게 증가하
였다. 그러나 50 ng/mL의 rhBMP-2의 10일 처리군에 
비해 rhBMP-2의 7일 처리 후 1 μmol/L의 ALN의 3일 
처리군에서 ALP의 활성도는 15.1% 감소하였고, 1 μ
mol/L의 ALN의 3일 처리 후 50 ng/mL의 rhBMP-2의 
7일 처리군에서 7.6% 증가하였다. 

Fig. 4. Alkaline phosphatase(ALP) activity and viability 
in osteoblast cells(MC3T3-E1) following treatment 
with 50 ng/mL of recombinant human bone 
morphogenetic protein-2(rhBMP-2) and 1 
μmol/L of alendronate. 1: control, 2: 50 
ng/mL of rhBMP-2 for 10 days, 3: 1 μmol/L 
of alendronate for 10 days, 4: 50 ng/mL of 
rhBMP-2 for 7 days and 1 μmol/L of 
alendronate for the next 3 days, 5: 1 μmol/L 
alendronate for 3 days and 50 ng/mL 
rhBMP-2 for the next 7 days. All experiments 
were repeated three times. Values are mean 
± SD, different superscripts in the figures 
indicate significant difference(p<0.05).

4. 고찰

BMP-2는 뼈 형성 유전자를 활성화하여 조골세포를 
분화시키는 물질로, 퇴행성 요추 디스크 환자의 전방 요
추 체간 유합 시술에서 자가 이식 뼈의 대체 물질로 사용
되었다[28]. 그러나, 이들 환자에게 BMP-2 투여시 파골
세포를 활성화하여 골용해 결손[29] 및 이소성 골화와 같
은 부작용이 나타났다는 보고[10]가 있다. ALN는 장·단
기간의 안정성과 효능이 입증된 비스포스네이트의 대표
적인 약물로서 파골세포의 세포 사멸을 유도하고 파골세
포의 활성을 감소시켜 과도한 뼈 흡수를 억제하는 약물
이다. 따라서, ALN 투여 시 척추 압박골절 성형 수술 환
자 대상 척추 재골절의 발생률이 감소하였고[9], 엉덩관
절 골절 수술 후 환자에서 골밀도 감소의 예방 효과가 나
타났다[30] 그러나, ALN를 1년 이상 복용 시 위장관 장
애가 나타났고, 장기간 비스포스네이트를 사용한 환자의 
경우 비정형 대퇴골 골절의 위험률 증가[31] 및 비정상적
인 피로 골절의 환자 경우 뼈 형성 부족 및 뼈 유합의 지
연됨이 확인되었다[32]. 이와 같이 rhBMP-2 또는 ALN
는 처방 약물로 비교적 안정적으로 사용되고 있음에도 
불구하고, rhBMP-2 또는 ALN의 사용으로 인한 이들 
약물의 효능과 부작용은 함께 존재한다. 따라서, rhBMP-2 
또는 ALN을 처방 약물로 좀더 효과적으로 사용하기 위
해 이들 약물의 적절한 조합과 농도를 확인하는 다양한 
연구는 약물의 부작용을 최소화하고 약물의 효능을 최대
화할 수 있는 중요 과제라고 생각된다. 

최근, 뼈 형성에 관여하는 다양한 인자를 여러 방식으
로 병행 투여 또는 투여 농도를 달리하여 뼈 손상 시 뼈 
유도 속도를 높여 뼈 회복정도를 향상시키기 위한 생체 
내에 약리학적 효능을 확인하는 연구들이 활발히 진행되
고 있다[23-26]. 또한, 약물 대사는 투여 기간이 길어질
수록 생체 내 조직의 손상에 영향을 주는 것으로 알려져 
있으며[31], 동일한 약물을 간격을 달리하여 투여한 경우 
효능 또는 독성이 달리 나타난다는 보고[17]와 약물을 급
성으로 반복 투여시 물질의 대사율이 증가된 경우도 보
고[33]된 바가 있어 약물의 투여조건 또는 조합에 따른 
조직의 회복 또는 손상의 정도 및 양상이 다르게 나타날 수 
있을 것으로 생각된다. 따라서 본 연구에서는 rhBMP-2 
/ALN 처리군 또는 ALN/rhBMP-2 처리군에서 3일, 7
일 또는 10일 동안 전조골세포주인 MC3T3-E1 세포에 
rhBMP-2는 50, 75, 및 100 ng/mL의 농도 및 ALN는 
1 및 5 μmol/L의 농도를 변화시키면서 세포 생존력을 
평가하고 ALP 활성도를 확인하여 MC3T3-E1 세포의 
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분화 정도에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 
rhBMP-2/ALN 또는 ALN/rhBMP-2의 3일 또는 7

일 처리군 그리고 rhBMP-2 또는 ALN의 10일 처리군에
서 MC3T3-E1 세포의 생존력은 각 실험군과 대조군 사
이에 유의한 차이가 나타나지 않았다. ALP의 활성도는 
100 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 5 μmol/L의 
ALN의 3일 처리군은 대조군에 비해 유의하게 증가하였
으나, 100 ng/mL의 rhBMP-2의 10일 처리군에 비해 
감소하였다. 5 μmol/L의 ALN의 3일 처리 후 100 
ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리군은 100 ng/mL의 
rhBMP-2의 10일 처리군에 비해 유의하게 감소하였다. 
100 ng/mL의 rhBMP-2의 10일 처리군에 비해 100 
ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 1 μmol/L의 ALN의 
3일 처리군에서 ALP의 활성도는 유의하게 감소하였고, 
1 μmol/L의 ALN의 3일 처리 후 100 ng/mL의 
rhBMP-2의 7일 처리군은 유의하게 감소하였다. 이러한 
결과는 뼈 형성에 관여하는 주요 인자 또는 약물로서 
rhBMP-2/ALN 처리군 또는 ALN/ rhBMP-2 처리군은 
MC3T3-E1 세포에서 조골세포로의 분화를 가속화할 것
으로 생각되었으나, 100 ng/mL의 rhBMP-2와 5 μ
mol/L의 ALN 농도에서 rhBMP-2/ALN 또는 
ALN/rhBMP-2의 3일 또는 7일 처리군은 rhBMP-2의 
10일 처리군 비해 조골세포 분화 정도가 감소하였다. 
ALP의 활성도는 75 ng/mL의 rhBMP-2의 10일 처리군
에 비해 75 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 1 μ
mol/L의 ALN의 3일 처리군에서 증가하는 경향이 나타
났으나, 1 μmol/L의 ALN의 3일 처리 후 75 ng/mL의 
rhBMP-2의 7일 처리군에서는 감소하는 경향이 나타났
다. 이러한 결과는 75 ng/mL의 rhB- MP-2의 7일 처리 
후 1 μmol/L의 ALN의 3일 처리가 75 ng/mL의 
rhBMP-2의 10일 처리에 비해 조골세포의 분화를 증가
시켰다는 것을 의미하며, rhBMP-2와 ALN 사이에 어떠
한 상호작용에 의한 것인지를 확인하기 위하여 관련 기
전에 대한 연구가 필요하다고 생각된다. 또한, Jung에 
의하면 턱 골괴사 환자의 턱뼈 재생에서 rhBMP-2와 부
갑상샘 호르몬 투여군이 rhBMP-2 단독 투여군에 비해 
골재생비가 유의하게 높았다[34]. 골다공증 여성 환자 대
상 여성호르몬과 ALN의 병합치료가 여성호르몬 단독 치
료군에 비해 허리 골밀도가 증가되었다[35]. 이러한 연구 
결과를 기반으로 뼈 분화 또는 뼈 형성에 관여하는 다양
한 인자, 약물의 병합 또는 조합 조건에 따른 농도를 달
리한 많은 연구가 필요하다고 생각된다. 

rhBMP-2/ALN 처리군 또는 ALN/rhBMP-2 처리군

에서 50 ng/mL의 rhBMP-2와 1 μmol/L의 ALN의 3
일, 7일 또는 10일 동안 투여한 경우 ALP의 활성도는 
50 ng/mL의 rhBMP-2의 10일 처리군에 비해 50 
ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 1 μmol/L의 ALN의 
3일 처리군에서는 감소하는 경향이 나타났다. Kim 등
[27]은 rhBMP-2를 10일 단독 처리에 비해 50 ng/mL
의 rhBMP-2의 7일 처리 후 5 μmol/L의 ALN의 3일 
동안 처리한 조건에서 유의하게 조골세포로의 분화도가 
높아졌다고 하였으나, 본 실험의 결과와는 상이하게 나
타났다. 이러한 결과는 50ng/mL의 rhBMP-2를 먼저 
처리하는 경우에는 1 μmol/L의 ALN는 약물의 상호작
용에 영향을 끼치기에는 적은 농도임을 확인할 수 있었
다. 또한, 1 μmol/L의 ALN를 3일 처리 후 50 ng/mL
의 rhBMP-2를 7일 처리군에서는 증가하는 경향이 나타
난 결과는 50 ng/mL의 rhBMP-2 10일 처리군에 비해 
5 μmol/L의 ALN의 3일 처리 후 50 ng/mL의 
rhBMP-2의 7일 처리군에서 유의하게 분화도가 높아졌
다는 김 등의 결과[27]와 유사하게 나타났다. 이러한 결
과를 통해 ALN는 장기간 사용해야 하는 약물이므로 추
후 1과 5 μmol/L 사이의 ALN 농도를 변화시켜 조골세
포 분화도를 확인하는 것은 의미가 있을 것으로 생각된
다. 1 μmol/L의 ALN의 3일 처리 후 적용한 rhBMP의 
농도 조건 중 가장 낮은 50 ng/mL에서 조골세포의 분화 
정도가 증가하였다. 즉, 조골세포 분화에서 rhBMP-2는 
주요 인자임에도 불구하고 ALN 처리 후 rhBMP-2 농도 
변화에 따라 조골세포의 분화에 영향을 미칠 수도 있다
는 것은 약물들의 농도 및 조합에 따라 약물의 효능 정도
는 달리 나타날 수 있다는 것을 의미한다. 따라서 뼈 대
사 관련 인자 또는 약물의 투여 조건, 투여 기간 또는 조
합 방식에 따른 추가적인 연구가 필요하다고 생각된다. 
또한, rhBMP-2/ALN 처리군 또는 ALN/rhBMP-2 처
리군에서 75 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 후 또는 
50 ng/mL의 rhBMP-2의 7일 처리 전에 1 μmol/L의 
ALN의 3일 처리가 조골세포의 분화에 영향을 미치는 것
으로 나타났다. 이러한 결과는 ALN를 저농도로 단기간 
처리 시 조골세포의 분화를 유도하지만, 고농도로 장기
간 처리 시 분화를 감소시킨다는 연구[33] 결과와 일치하
였다. 

따라서, 본 연구에서는 전조골세포의 분화에 관여하는 
rhBMP-2와 골 흡수 억제제인 ALN를 다양한 농도로 조
합한 실험군은 대조군에 비해 조골세포의 분화 정도를 
증가시키지만, 일부 다양한 농도로 조합한 실험군에서는 
rhBMP-2 처리군 보다 낮게 나타났다. 이 결과들은 
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rhBMP-2/ALN 처리군 또는 ALN/rhBMP-2 처리군에
서는 rhBMP-2가 주요 인자임에도 불구하고 단지 약물
에 농도에 의존하기보다 특정 농도의 rhBMP-2/ALN 또
는 ALN/rhBMP-2 처리 조건의 상호작용에 의해 약물의 
효능이 최대화될 수 있다는 것을 시사하고 있으며, 앞으
로 다양한 인자를 활용하여 병용 또는 조합 방식을 달리
한 더 많은 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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