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ABSTRACT

 Ficus erecta is a native plant growing at Jeju Island in Korea, and has 

been treated for several diseases such as nephritis, arthritis and contusion as 

a oriental folk medicine. Bone is maintained by a balance between cells 

(osteoclast) which resorb bone and cells (osteoblast) which form bone. 

Osteoporosis is metabolic bone disease associated with unequilibration of bone 

remodeling decreased bone formation or accelerated bone resorption. Lots of 

hormone and local factors can act on osteoblast to inhibit or promote 

osteoclastogenesis. Osteoclastogenesis is inhibited by IL-4, IL-12 and INF-γ 

and is stimulated by TNF-α, PGE2, IL-1 and IL-6. Osteoclast is 

multinucleated cells that formed by fusion of the mononuclear phagocyte cells 

derived from hematopoietic stem cells. TRAP, secreted from mature 

osteoclast, is a biomarker of osteoclast. In this study, we investigated the 

anti-osteoporotic activities of F. erecta in vitro and in vivo. In vitro, MG-63 

cells were stimulated with IL-1β (10 ng/㎖) to induce osteoporotic factors 

(IL-6 and COX-2) and RAW 264.7 cells were stimulated with sRANKL (100 

ng/㎖) to induce differentiation into osteoclast. Hexane and EtOAc fractions of 

F. erecta decreased the mRNA expression of IL-6 and the mRNA expression 

and protein level of COX-2 in a dose-dependent manner. Among the 

sequential solvent fractions, hexane and EtOAc fractions decreased the 

differentiation into osteoclast of RAW 264.7 cell. In vivo, osteoporosis was 

induced by ovariectomy in SD rats, and F. erecta crude (80％ MeOH) extract 

was administered to ovariectomized rats every day for 4 weeks. Femur/body 

weight rate and femur length were increased in F. erecta extract 

administrated rats. Theses results suggest that F. erecta may have 

significant effects on osteoporotic factors and anti-osteoporotic potential.

Key word : Ficus erecta, osteoporosis, IL-1, IL-6, COX-2, sRANKL, TRAP.
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Ⅰ. 서       론

 우리가 일반적으로 알고 있는 것과는 달리, 인간은 성장기뿐만 아니라 살아가면

서도 골의 합성과 분해가 지속적으로 계속 된다 (Mundy et al., 1993). 골의 분해 

현상은 성장기 때에도 계속되는데 그럼에도 지속적으로 성장을 하는 것은 골의 

분해보다 합성이 더욱 활발히 일어나기 때문이다. 그러나 여러 가지 환경적 영

향, 신체의 정신적 또는 육체적인 변화에 의한 호르몬의 불균형이나, 골을 만드

는 것보다 분해하는 것이 더욱 활발한 노년기의 경우 작은 충격으로도 골의 쉽

게 부러지는 현상이 일어나게 된다. 흔히들 갱년기 이후의 여성에게 빈번하게 일

어나는 골다공증 (osteoporosis)은 신체 내에서의 호르몬의 불균형으로 인해 골을 

만드는 일이 어려워지고, 골을 분해하는 것이 더욱 활발하여, 골 사이에 공간이 

생김으로써 발생하는 병이다. 이 외에도 골석화증 (osteopetrosis)으로 골의 분해

가 잘 일어나지 않을 경우 골 내의 공간이 석회화 되면서, 골의 발달이 일어나지 

않거나, 팔, 다리가 짧으며 모든 면역세포의 근간인 골수의 형성이 일어나지 않

는 병이 생기기도 한다. 이러한 골석화증 또한 골이 너무 딱딱하여 골다공증에 

걸린 골처럼 쉽게 부러지기도 한다. 하지만, 국내에서는 골석화증 보다는 골다공

증이 더욱 빈번하게 일어나고, 전 세계적으로도 골다공증이 갱년기 이후의 문제

로 대두되고 있는 추세이다 (Teitelbaum et al., 1996).

 골은 석회화된 견고한 표면과 골수로 불리는 내부의 세포 성분이 결합된 특수

조직이다. 생리적으로 상이한 이 두 구조의 결합은 일생을 두고 지속되는 골재형

성 (bone remodeling)과정에 기인한 것인데, 이는 골에 가해지는 호르몬이나 물

리적 자극에 의해 골수에 있는 파골세포 (osteoclast)들이 골의 표면으로 모여 골

을 파들어 가면서 파괴하는 골 흡수 (bone resorption)와 흡수가 일어난 자리에 

모여든 조골세포 (osteoblast)에 의한 골기질의 합성 (bone formation)으로 설명 

된다 (Park, 2000). 이 두 세포는 하는 일이 서로 상반된 만큼 그들의 기원도 다

르다. 파골세포는 골에만 존재하는 다핵의 거대 세포이며, 골을 흡수하는 능력을 

가지고 있다. 그들은 CFU-GM (colony-forming unit granulocyte macrophage)

에서 유래되지만, 단핵세포/대식세포 (monocyte/macrophage) 계열과는 다르게 
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분화하는 조혈세포 (hematopoietic cell)이다. 이와는 다르게 조골세포는 중간엽 

(mesenchyma)을 이루는 근간세포 (stem cell)에서 기원 한다 (Takahashi et al., 

1999). 골 표면에 위치하고 있는 조골세포는 세포막에 당 단백 효소인 ALP 

(alkaline phosphatase)를 가지고 있으며 Ⅰ형 콜라겐 (collagen), 오스테오칼신 

(osteocalcin), 오스테오폰틴 (osteopontin), 본 시알로프로테인 (bone sialoprotein)과 같

은 골 기질 물질을 분비하고 석회화시키는 역할을 하는데 (Collier et al., 1998) 

이는 부갑상선 호르몬 (parathyroid hormone), 칼시토닌 (calcitonin), 활성비타민 

D, 성호르몬 (estrogen), 인슐린(insulin)등의 전신적 호르몬과 골 조직에서 분비

되는 IGF-Ⅰ (insulin like growth factor-Ⅰ), TGF-β (transforming growth 

factor-β), IL-1 (interleukin-1), IL-6 (interleukin-6)등의 국소 인자들에 의해 조

절 된다 (Jang et al., 2001). 최근 조골세포, 골수의 기질세포 (stromal cell), 활

성화된 T세포 (activated T cell)와 파골세포들의 분화에 있어서 조골세포, 골수

기질세포 또는 활성화된 T세포가 필요함이 밝혀졌다 (Toshida et al., 1999). 이

들에서 발현되는 ODF (osteoclast differentiation factor)/OPGL (osteoprotegerin 

ligand)/TRANCE (TNF-related activation-induced cytokine)/RANKL (receptor 

activator of NF-kB ligand)는 TNF (tumor necrosis factor) 리간드 계열에 속하

는 typeⅡ의 막전이 단백질 (transmembrane protein)로 파골전구세포 (osteoclast 

precusor)의 RANK (receptor activator of NF-kB)에 결합하여 파골세포의 형성

을 유도한다. 이러한 과정에서 RANKL은 성장인자로서가 아니라 분화인자로서 

작용한다.

 조골세포 계열의 세포 (osteoblast-lineage cells)에 의한 RANKL 분비는 PTH, 

1,25(OH)2D, PGs, 그리고 많은 cytokine등에 의해서 촉진된다. 파골세포는 단핵

세포/대식세포계열의 단핵 원본 (mononuclear progenitor)의 융합에 의해 형성되는 

과정을 파골세포형성 (osteoclastogensis)이라고 한다. 조골세포/골수기질세포 

(osteoblast/stromal cell)에서 만들어지는 OPG은 RANKL와 RANK의 결합을 방해

하여, 파골세포의 형성을 억제 한다 (Lacey et al., 1997). 파골세포는 우선 그 세포

막에 있는 접착분자인 인테그린 (integrin)이 골 매트릭스에 존재하는 오스테오폰

틴 (osteopontin)등 세포접착 부위 (RGD 배열)를 인식해 골 표면에 접착한다. 인

테그린으로 둘러싸인 골 표면에 주름진 막을 형성 한다 (Teitelbaum et al., 
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1996). 파골세포의 세포질은 높은 주석산 저항성산 포스파타아제 

(tartrate-resistant acid phosphatase) 활성과 양자 (H＋) 생산에 관여하는 탈산 

탈수 효소 활성을 갖는다. 탈산 탈수 효소의 활성에 의해 만들어진 양자 (H＋)가 

양자펌프 (proton pump)에 의해 세포 밖으로 배출된다. 미세 환경 (micro 

environment)안은 pH 4 정도의 산성 조건이 지속적으로 유지되며 골의 미네랄 

용해가 시작된다. 더욱이 카텝신 (cathepsin) K 등 리소좀효소가 분비되면 유기

성 골 매트릭스가 분해된다. 산성 조건에서는 카텝신 K는 콜라겐으로도 분해된

다 (Horton et al., 1995). 파골세포의 기능은 많은 호르몬이나 사이토카인에 의해 

조절되고 있다. 그러나 골 흡수 인자로 알려져 있는 비타민D3, PTH, IL-1, IL-6, 

TNF-α, PGE2등에 대한 수용체는 모두 파골세포에는 존재하지 않는다. 이러한 

인자는 우선 조골세포에 작용한 후, 파골세포 활성화 인자로 불리는 액성 인자가 

조골세포에 의해 생산되고 이 인자를 매개로 파골세포의 활성화가 일어나는 것

으로 추정 된다 (Schinke et al., 2000). 한편 갑상선에서 분비된 칼시토닌 

(calcitonin)에 대한 수용체가 다수 존재하며 이 호르몬이 결합되면 주름막이 작

용이 정지되고 골 흡수 능력은 급격히 저하된다. 한편, 골의 흡수는 파골세포에 

의한 골 흡수 이외에도 조골세포에 의해서도 실행되는데, 조골세포는 골의 내부

에 위치하고 있기 때문에 흡수는 완만하게 일어난다. 조골세포의 일부는 골기질 

속에 퍼져 골세포 (osteocyte)가 되며 다른 것은 골의 표면에 남아 선 세포 

(lining cell)가된다 (Feige et al., 2000). 정상인에게는 골세포에 의한 골 흡수와 

골 형성이 균형을 이루고 있으나 유전적, 생리적, 환경적 요인에 의해 초래된 

전신호르몬과 국소인자들의 변화가 파골세포의 작용을 상대적으로 증가시키며, 

골의 화학적 변화 없이 골 흡수가 증가되어 골 밀도는 낮아지게 되고 골다공증으로 

이어지게 된다. 파골세포형성 (osteoclastogenesis) 자극제 (stimulators)로는 calcitriol, 

PTH, TNF-α, PGE2, IL-1, IL-6등이 있으며, 억제제 (inhibitors)로는 IL-4, 

IL-12, IL-13, IL-18, INF-γ등이 있다.

 골다공증의 본태를 규명하여 골 질량의 감소를 억제시키기 위한 임상적 및 실험

적 연구들이 다수 보고되고 있다. 골다공증의 실험적 연구방법으로써 난소 적출법 

(Canalis, 1986; Stasbeko et al., 1987), 부동법 (Johnson et al., 1989), 저 칼슘 식

이 투여법 (Thomson et al., 1986; Hughes et al., 1995)등이 흔히 이용되고 있
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다. 백서의 난소적출에 의한 골다공증 유발은 난소적출 4 주 후에 발생된다고 하

였다 (Wronski et al., 1991). 폐경기후 골다공증의 모델로는 난소를 적출시킨 백서

가 흔히 사용되고 있는데 백서는 일생에 걸쳐 매우 늦게까지 골 소실이 없기 때

문에 노화와 연관되어서 발생하는 골 상실은 없고 골소실과 침착 면에서 사람과 

같은 기전으로 조절되며 기계적인 영향, 호르몬, 약물 그리고 다른 인자들에 유

사하게 반응 한다 (Tabuchi et al., 1986; Wronski et al., 1993). 백서의 난소를 

적출하면 골 형성보다 골 흡수가 왕성한 골 교체 (bone turnover)의 증가와 해면 

골이 현저히 감소하는 폐경기 후 골다공증 현상이 발생하게 된다. 골다공증은 여

러 원인에 의해 발생하는데 일반적으로 골다공증을 일으킬 수 있는 병력이 있는 

경우 이차성 (속발성) 골다공증이라 하고, 이러한 원인 없이 폐경 후 발생하는 

경우 일차성 (원발성) 골다공증이라 한다 (KIM, 1998). 폐경기 여성에게서 특히 

골다공증의 발생 빈도가 높은 것은 폐경기 이후 여성 호르몬인 에스트로겐의 분비

가 감소하여 골 손실이 급격히 증가하기 때문으로 설명할 수 있다 (Kim, 2000).

 골다공증의 현행 치료제인 에스트로겐, 칼시토닌, 비스포스포네이트 

(bisphosphonate)등의 골 흡수 억제제가 일반적으로 상용되고 있고, 골 형성을 촉

진하는 약물로는 불소와 부갑상선 호르몬이 있으며, 이외에 비타민D 대사물질, 

칼슘이 사용되고 있으나 아직 만족할만한 성과는 없는 실정이다 (Rogers, 1967). 

폐경기 여성의 골다공증 치료에는 기본적으로 에스트로겐을 사용하고 있는데, 골 

량이 유지되거나 골 소실률이 감소되는 정도이다. 그러나 골다공증 발생 위험이 

높은 사람에게 예방의 목적으로 사용한 경우에는 현저한 골 량 증가 및 유지에 

좋은 효과를 나타낸다고 보고되어 골다공증 발병 이후의 치료보다 폐경기 이전

에 에스트로겐 등의 골 흡수 억제제를 이용한 예방이 중요함이 제안되고 있다 

(KIM, 1998). 그러나 장기적인 에스트로겐의 사용은 오심, 두통, 체중증가, 유방

통, 불규칙한 자궁출혈 등의 부작용을 비롯한 자궁 내막암 및 유방암 발생을 초

래함이 보고되고 있어 사용을 기피하는 실정이며 안전하게 장기간 사용할 수 있

는 새로운 치료 수단의 개발이 절실히 요구되고 있다.

 최근에는 에스트로겐 투여에 의한 위험성을 보완하기 위해 한약재 및 식품 등 

천연물의 활성물질을 이용한 대체 요법에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다 

(John et al., 1998). 폐경기 골다공증 예방을 위한 대표적인 대체 요법으로 식물성 
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에스트로겐 (phytoestrogen)의 식이 첨가 또는 이를 다량으로 함유하고 있는 식

품의 섭취가 시도되고 있다 (Kenneth et al., 1999). 식물성 에스트로겐은 알파파, 

완두콩, 오트밀, 팥, 쌀 및 대두 등 곡물에 다량 함유되어 있다. 식물성 에스트로

겐으로는 이소플라본 (isoflavone)에 대한 연구가 활발히 진행 중이다. 이 중 

다이드제인 (daidzein)과 제니스테인 (genistein)은 에스트로겐과 유사구조를 갖는 

천연물로서 세포내에서 에스트로겐보다 ER-α (estrogen receptor-α)에 대한 친

화력은 낮지만 ER-β (estrogen receptor-β)에 결합하여 (Enmark et al., 1996) 

에스트로겐 효과 뿐 아니라 항 에스트로겐 효과를 동시에 나타내기에 에스트로겐 

보충 요법에 의한 여러 가지 부작용을 유발하지 않는 장점이 있어 골다공증 

예방을 위한 에스트로겐 대체물질로 각광을 받고 있다. 천연물에 대한 관심이 

고조되고 있는 가운데 이러한 천연 활성물질이 폐경기 골다공증 예방과 치료에 

대한 효과가 기대된다.

 제주도는 계절에 따라 대륙성과 해양성의 기후가 뚜렷하게 구분되어 나타나며 사

면이 바다로 둘러싸여 있어 해발 1950 m의 한라산을 중심으로 지형조건과 특수한 

기후조건에 의하여 난대식물에서부터 온대식물, 고산지대의 한대림식물이 다양하

게 분포되어 식물의 보고를 이루고 있다 (Yang; Kim et al., 2002). 그 분포도도 

뚜렷이 구분되어 있어 생태 및 식물학적으로 중요한 연구 대상지가 되고 있다.

 좁은잎천선과 (Ficus erecta)는 무화과과에 속하는 식물로서 가는잎천선과라고

도 하며 우리나라에서도 제주도와 남해안 지방 특히 제주도에 주로 자생하는 식

물이다. 바닷가 산기슭에서 자라며 높이 2∼4 m이고, 나무껍질은 잿빛이 섞인 흰

색이며 어두운 갈색 피목이 있고 털이 없다. 잎은 어긋나고 천선과 보다 좁은 바

소꼴이며 길이 10∼20 cm이다. 끝부분이 뾰족하고 가장자리는 밋밋하거나 거친 

톱니가 난다. 곁맥은 5∼6 쌍이고 잎자루는 길이 1∼4 cm이다 (이창복, 1979). 좁

은잎천선과는 민간에서는 오래전부터 보중, 익기, 건비, 화습, 강근장골, 소종, 활

혈, 해독의 효능이 있으며, 류마티스성 관절염, 중기허약, 기혈쇠미, 사디산언, 근

골불리, 타박상, 경폐, 산후유즙결핍을 치료 등에 이용되어져왔다 (Ahn, 1998). 그

러나 그러한 성분의 생리 활성에 대한보고는 거의 없는 실정이다.

 이에 본 연구에서는, IL-1β (interleukin-1β)로 자극한 조골세포 계열 (human 

osteoblast cell line)인 MG-63 세포에 좁은잎천선과 추출물 및 분획물을 처리하
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여 골다공증성 인자인 IL-6와 PGE2를 합성시키는 COX-2의 생성 억제저해정도

를 확인하였다. 또한, sRANKL (soluble receptor activator of NF-kB ligand)를 

사용하여 대식세포 계열 (murine macrophage cell line)인 RAW 264.7 세포에 좁

은잎천선과 추출물 및 분획물을 처리하여 파골세포 (osteoclast)로 분화시킨 후 

TRAP staining을 이용하여 파골세포형성의 억제저해정도를 확인하였으며, 파골

세포의 생화학적 마커인 TRAP 생성 억제저해정도를 TRAP assay를 이용하여 

확인하였다. 또한 골다공증 유발을 위해 난소적출을 한 S.D. 백서에게 좁은잎천

선과 추출물을 투여 한 후 대퇴골을 분리하여 대퇴골 무게/백서의 무게 비율과 

대퇴골 길이를 측정하여 변화 정도를 확인하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료의 추출

 제주도에 자생하고 있는 좁은잎천선과의 잎을 채집하여 음건한 다음 마쇄기로 

갈아 미세말로 만들었다. 미세말 시료 (50 g)를 80 % methanol (MeOH)로 2 회 

교반 추출 후 여과하여 감압 농축하였다. 여기서 얻은 MeOH 추출물 (5.44 g)을 

계통적 추출 방법 (우원석, 1995)에 의하여 hexane 분획물 (0.5931 g), 

chloroform (CHCl3) 분획물 (0.4586 g), ethylacetate (EtOAc) 분획물 (0.111 g), 

butanol (BuOH) 분획물 (0.4797 g), H2O 분획물 (3.2091 g)을 얻었으며 여기서 

얻은 각각의 분획물 시료를 실험에 이용하였다 (Scheme 1).

2. 세포 배양 및 시약

 조골세포 계열 (human osteoblast cell line)인 MG-63 세포와 대식세포 계열 

(murine macrophage cell line)인 RAW 264.7 세포는 Korean Cell Line Bank 

(KCLB)로부터 분양 받아 penicillin-streptomycin 100 units/㎖과 10 % fetal 

bovine serum (FBS)이 함유된 DMEM 배지를 사용하여 37 ℃, 5 % CO2 항온기

에서 배양하였으며, MG-63 세포는 4 일에 한번씩 RAW 264.7 세포는 3 일에 한

번씩 계대배양을 시행하였다. Interleukin-1β (Biosource, CA USA), sRANKL 

(Biovision, CA 94043 USA)를 각각 구입하여 사용하였다.
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Dried F. erectapowder (50 g) 

1) extraction with 80% MeOH
2) stirring for 24h at room temperature
3) vacuumfiltration

80% MeOH Ext.(5.44 g)

Extraction 
with EtOAc(1:1)

Extraction 
with BuOH(1:1)

hexane fr.
(0.5931 g) 

EtOAc fr.
(0.111 g) 

BuOH fr.
(0.4797 g) 

H2O fr.
(3.2091 g) 

Suspension with water

Extraction 
with CHCl3(1:1)

CHCl3fr.
(0.4586 g) 

Extraction 
with hexane(1:1)

Dried F. erectapowder (50 g) 

1) extraction with 80% MeOH
2) stirring for 24h at room temperature
3) vacuumfiltration

80% MeOH Ext.(5.44 g)

Extraction 
with EtOAc(1:1)

Extraction 
with BuOH(1:1)

hexane fr.
(0.5931 g) 

EtOAc fr.
(0.111 g) 

BuOH fr.
(0.4797 g) 

H2O fr.
(3.2091 g) 

Suspension with water
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with CHCl3(1:1)

CHCl3fr.
(0.4586 g) 
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Scheme 1. Systematic purification using solvent partitioning from 

Ficus erecta
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3. Interleukin-6 생성 및 정량

 조골세포 계열인 MG-63 세포 (4.0 × 105 cells/㎖)를 DMEM 배지를 이용하여 

24 well plate 에 접종하고, 5 % CO2 항온기에서 18 시간 전 배양하였다. 이후 

배지를 제거하고 10 배 농도 (1 ㎎/㎖)로 조제된 시험물질 50 ㎕와 IL-1β (10 

ng/㎖) 450 ㎕를 함유한 새로운 배지를 동시에 처리하여 전 배양과 동일 조건에

서 배양하였다. 24 시간 후 배양 배지를 원심분리 (12,000 rpm, 3 분)하여 얻어진 

상층액의 IL-6 함량을 측정하였다 (Tolonen et al., 2002). 모든 시료는 정량 전까

지 -20 ℃ 이하에 보관하였다. IL-6 정량은 human enzyme-linked immnunosorbent 

assay (ELISA) kit (Farmingen system, Inc, USA)를 이용하여 정량하였으며 

standard 에 대한 표준곡선의 r2 값은 0.99 이상이었다.

4. RNA 분리

 MG-63 세포 (4.0 × 105 cells/㎖)를 18 시간 전 배양하고 10 배 농도로 조제된 시

험 약물과 IL-1β (10 ng/㎖)를 동시 처리하여 24 시간 배양한 후 TRI-reagent 

(MRC)를 이용하여 total RNA를 분리하였다. 세포에 TRI-reagent를 첨가하여 균

질화한 후, 클로로포름을 첨가하여 원심 분리 (15000 rpm, 15 분)시켰다. 상층액

에 동량의 이소프로판올을 첨가하여 원심 분리 (12000 rpm, 8 분)시켜 RNA를 

침전시키고 75 %의 DEPC (diethyl pyrocarbonate) 처리된 에탄올을 첨가하여 원

심 분리 (10000 rpm, 5 분)시킨 후, 건조시켜 DEPC가 처리된 증류수에 녹였다. 

260 ㎚에서 흡광도를 측정하여 RNA를 정량하였고, 260 ㎚에서의 흡광도와 280 

㎚에서의 흡광도 비율이 1.7∼1.9 범위 내의 값을 갖는 RNA를 실험에 사용하였

다. 모든 실험은 RNase-free한 조건하에서 이루어졌다.

5. RT-PCR 

 1 ㎍의 total RNA를 oligo(dT)18 primer, dNTP (0.5 μM), 1 unit RNase 

inhibitor 그리고 M-MuLV reverse transcriptase (2 U)로 70 ℃ 5 분, 25 ℃ 5 분, 
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37 ℃ 60 분, 그리고 70 ℃에서 10 분 heating 시킴으로서 반응을 중지시켰다. 

Polymerase chain reaction (PCR)은 합성된 cDNA로부터 IL-6, COX-2, 

β-Actin을 증폭시키기 위하여 2 ㎕ cDNA, 4 μM의 5 과 3 primer, 10x buffer 

(10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCl, 0.1 % Triton X-100), 250 μM dNTP, 

25 mM MgCl2, 1 unit Taq polymerase (Promega, USA)를 섞고 distilled water

로 전체를 25 ㎕로 맞춘 다음 Perkin-Elmer Thermal Cycler를 이용하여 실시하

였다. 이때 PCR 조건은 94 ℃/20 초, 55∼62 ℃/30 초, 72 ℃/40 초, 30 cycle이

며, PCR에 의하여 생성된 산물은 1.2 % agarose gel에서 전기영동을 실시하고 

ethidium bromide로 염색하여 특정 band를 확인하였다 (Table 1).

6. Western blot analysis

 MG-63 세포 (4.0 × 10
5
 cells/㎖)를 DMEM 배지에서 5 % CO2 배양기에서 18 시

간 전 배양 하였다. 이후 배지를 제거하고 10 배 농도 (1 ㎎/㎖)로 조제된 시험물

질과 IL-1β (10 ng/㎖)를 함유한 새로운 배지를 동시에 처리하여 전 배양과 동일 

조건에서 배양하였다. 세포를 PBS (phosphate buffered saline)로 2∼3 회 세척 

후 200 ㎕의 lysis buffer를 첨가, 30 분에서 1 시간 동안 lysis 시킨 후 원심 분

리 (15,000 rpm, 15 분)하여 세포막 성분 등을 제거하였다. 단백질 농도는 BSA 

(bovine serum albumin)를 표준화하여 Bio-Rad Protein Assay Kit를 사용하여 

정량하였다. 20∼30 ㎍의 lysate를 10 % mini gel SDS-PAGE (Poly 

Acrylamide Gel Electrophoresis)로 변성 분리하여, 이를 PVDF membrane 

(BIO-RAD)에 200 mA로 2 시간 동안 transfer하였다. 그리고 membrane의 

blocking은 5 % skin milk가 함유된 TTBS (TBS + 0.1 % Tween 20) 용액에서 

overnight 시켰다. COX-2의 생성을 검토하기 위한 항체로는 anti-goat COX-2 

(1 : 1000, Santa-Cruz)를 TTBS 용액에서 희석하여 상온에서 2 시간 반응시킨 

후 TTBS로 3 회 세정하였다. 2 차 항체로는 HRP (Horse Radish Peroxidase)가 

결합된 anti-goat IgG (Amersham Co.)를 1 : 5000으로 희석하여 상온에서 40 분 

동안 반응시킨 후, TTBS로 4 회 세척하여 ECL 기질 (Amersham Co.)과 1 분 

동안 반응 후 X-ray 필름에 감광하였다.
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 Table 1. The sequences of primers and fragment sizes of the 

investigated genes in RT-PCR analysis

Gene Primer sequences
Fragment 

size(bp)

IL-6
F 5'-AATTCGGTACATCCTCGACG-3'

421
R 5'-GCGCAGAATGAGATGAGTTG-3'

COX-2
F 5'-TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT-3'

305
R 5'-AGATCATCTCTGGCCTGAGTATCTT-3'

β-Actin
F 5'-ATGGGTCAGAAGGATTCCTATG-3'

588
R 5'-CAGCTCGTAGCTCTTCTCCA-3'
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7. 파골세포형성에 미치는 영향

 1) TRAP staining

 RAW 264.7 세포를 96 well plate에 1.0 × 10
4
 cells/well이 되도록 넣은 후, 

sRANKL (100 ng/㎖)와 좁은잎천선과 추출물 및 분획물을 넣어준 상태에서 37 ℃, 

5 % CO2 incubator에서 7 일간 배양하였으며 3 일에 한 번 신선한 배양액으로 

교환해 주었다. 7 일 후 배지를 모두 제거하고 PBS로 한 번 세척해주고, 고정액

을 50 ㎕/well씩 넣은 후 5 분 동안 세포를 고정시켰다. 증류수로 3 번 세척해주

고 기질물질을 각각 50 ㎕/well씩 넣어준 후, 빛을 차단한 상태에서 37℃에서 1 

시간 동안 방치하였다. 증류수로 2 번 세척하고 건조한 후, 현미경으로 염색된 성

숙한 파골세포의 수를 확인하였다.

 2) TRAP assay

 RAW 264.7 세포를 96 well plate에 1.0 × 104 cells/well이 되도록 넣은 후, 

sRANKL (100 ng/㎖)와 좁은잎천선과 추출물 및 분획물을 넣어준 상태에서 37 ℃, 

5 % CO2 incubator에서 4 일간 배양하였다. 일정양의
  배지를 취한 후 원심 분리

하고, 이로부터 상층액을 취한 후 TRAP assay kit (Kamiya Biomedical 

Company, Thousand Oak, CA USA)를 사용하여 파골세포의 생화학적 마커인 

TRAP의 양을 ELISA (540 ㎚)를 이용하여 측정하였다.

8. 실험동물 및 실험군

 생후 24 주령인 체중 250∼300 g 정도의 백서 (Sprauge-Dawley) 암컷을 사용

하였고, 실험군은 모의수술을 실행한 대조군 (sham)과 양측 난소절제술을 시행

한 실험군 (OVX)으로 나누었으며, 수술 4 주 후부터 vehicle을 처리한 정상대조

군 (sham), vehicle을 처리한 무처리 OVX군, 17β-estradiol 20 ㎍/㎏을 처리한 

OVX군, 좁은잎천선과 추출물을 처리한 OVX군으로 나누었으며, 군당 7 마리씩 

실험에 이용하였다.
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9. 난소적출, 시료투여 및 평가

 생후 24 주령인 체중 250∼300 g 정도의 백서를 ketamine (유한양행, 한국) 50 

㎎/㎏과 rompun (바이엘코리아, 한국)  10 ㎎/㎏을 혼합하여 근육 주사하여 전신

마취한 후, 등 쪽 하방부의 털을 제거하고 중앙에 시상 면으로 3∼4 ㎝정도 절개

하였다. 복벽을 박리, 절개하고, 지방층에 둘러싸인 양측의 난소를 찾아 적출하여 

통법에 따라 봉합한 후 실험에 이용하였다. 수술 4 주후부터 4 주 동안 sham 

vehicle처리군, OVX vehicle 처리군, OVX 좁은잎천선과 추출물을 vehicle에 각

각 100, 200 ㎎/㎏ 의 용량으로 녹여 투여한 처리군, 17β-estradiol를 이틀에 한번

씩 20 ㎍/㎏을 4 주 동안 격일로 근육 내에 주사한 처리군 으로 분리하였다. 수

술 시행 후 8 주후 각 군별로 희생 시킨 후 좌우측 대퇴부를 분리하여 실험에 

이용하였다. 희생 전 각각의 실험군의 무게를 측정하고 적출된 양쪽 대퇴골의 근

육과 골막을 완전히 제거한 후 각각의 실험군의 대퇴골 무게와 길이를 측정한 

후, 24 시간 후 건조된 무게를 측정하여 변화의 증감정도를 비교하였다.
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Ⅲ. 결       과

1. MG-63 세포에서 interleukin-6의 생성 억제 효과

 좁은잎천선과 잎의 용매 분획의 IL-6의 생성 억제정도를 조사하였다. IL-1β가 

조골세포 (osteoblast)에서 IL-6 생성을 증가시키는 것으로 알려져 있으므로 IL-1β 

(10 ng/㎖)를 처리하여 조골세포 계열인 MG-63 세포로부터 IL-6의 생성을 유도

하였다. 좁은잎천선과 시료의 단독 처리 시에는 IL-6의 생성에는 영향을 주지 않

았다 (date not shown). 하지만, IL-1β와 함께 각각 다른 농도의 80% MeOH 추

출물을 처리한 결과 IL-6 생성에서 IL-1β 단독처리에 비해 농도 의존적인 억제 

효과를 보였다. 이러한 결과는 IL-6 억제가 세포 독성에 의하지 않은 것임을 보

여준다. 좁은잎천선과 용매 분획물을 100 ㎍/㎖ 농도로 처리하였을 때 hexane, 

CHCl3, EtOAc 분획물이 IL-6 생성을 강하게 억제 하였다. 하지만 CHCl3 분획물 

100 ㎍/㎖ 농도에서 활성은 있었으나 세포증식을 억제하는 것으로 보아 세포독성

에 의한 것으로 여겨진다. Hexane, EtOAc 분획물은 처리 농도에서 세포증식을 

억제하지 않은 것으로 보아 IL-1β에 의해 발현되는 IL-6 억제에 중요하게 작용함

을 알 수 있었다. 세포 생존률은 MTT 방법을 이용하여 측정하였다 (Figure 1∼4).
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Figure 1. Inhibitory effects of MeOH extract and solvent fractions of 

F. erecta on the IL-6 production in MG-63 cells. The productions of 

IL-6 were assayed by ELISA (450 nm) method from the culture 

supernatant of MG-63 cells (4.0 × 105 cells/㎖) stimulated with IL-1β 

(10 ng/㎖) in the presence of MeOH extract and solvent fractions of F. 

erecta (100 ㎍/㎖). Cell viability was determined by MTT method. Values 

are the mean ± SEM of triplicate experiments. *,P<0.05;**,P<0.01
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Figure 2. Inhibitory effect of hexane fraction of F. erecta on the IL-6 

production in MG-63 cells. The productions of IL-6 were assayed by 

ELISA (450 nm) method from the culture supernatant of MG-63 cells 

(4.0 × 10
5
 cells/㎖) stimulated with IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of 

F. erecta fraction (hexane-12.5, 25, 50 ㎍/㎖).
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Figure 3. Inhibitory effect of CHCl3 fraction of F. erecta on the IL-6 

production MG-63 cells. The productions of IL-6 were assayed by 

ELISA (450 nm) method from the culture supernatant of  MG-63 cells 

(4.0 × 10
5
 cells/㎖) stimulated with IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of 

F. erecta fraction (CHCl3-12.5, 25, 50 ㎍/㎖). Cell viability was 

determined using MTT method.
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Figure 4. Inhibitory effect of EtOAc fraction of F. erecta on the IL-6 

production in MG-63 cells. The productions of IL-6 were assayed by 

ELISA (450 nm) method from the culture supernatant of  MG-63 cells 

(4.0 × 10
5
 cells/㎖) stimulated with IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of 

F. erecta fraction (EtOAc-12.5, 25, 50 ㎍/㎖).
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2. Interleukin-6의 mRNA 발현 억제 효과

 IL-6 생성억제가 mRNA 발현을 억제한 결과인지를 조사하기 위하여 IL-1β와 

좁은잎천선과 시료를 함께 처리하여 IL-1β에 의한 IL-6 mRNA 발현에 대한 억

제효과를 조사하였다. 좁은잎천선과의 hexane, EtOAc 분획물에서 강한 억제 효

과가 나타났으며 IL-1β에 의해 발현되는 IL-6 억제에 중요한 작용을 함을 알 수 있

었다. β-Actin을 같이 나타내줌으로써 동일한 양의 RNA를 가지고 실험에 이용

한 것을 보여주었다 (Figure 5∼8).
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Figure 5. Inhibitory effects of MeOH extract and solvent fractions of 

F. erecta on the IL-6 mRNA expression in MG-63 cells. MG-63 cells 

(4.0 × 10
5
 cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the IL-6 mRNA 

expression were determined from 24 hr culture of cells stimulated with 

IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of MeOH extract and solvent 

fractions of F. erecta (100 ㎍/㎖).
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Figure 6. Inhibitory effect of hexane fraction of F. erecta on the 

IL-6 mRNA expression in MG-63 cells. MG-63 cells (4.0 × 10
5 
cells/

㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the IL-6 mRNA expression were 

determined from 24 hr culture of cells stimulated with IL-1β (10 ng/㎖) in 

the presence of F. erecta fraction (hexane-12.5, 25, 50, 100 ㎍/㎖).
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Figure 7. Inhibitory effect of CHCl3 fraction of F. erecta on the 

IL-6 mRNA expression in MG-63 cells. MG-63 cells (4.0 × 10
5 
cells/

㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the IL-6 mRNA expression were 

determined from 24 hr culture of cells stimulated with IL-1β (10 ng/㎖) in 

the presence of F. erecta fraction (CHCl3-12.5, 25, 50, 100 ㎍/㎖).



- 23 -

0

5

10

15

20

25

30

 (-) (+) 12.5 25 50 100

concentration (ug/ml)

IL
-6

 m
R

N
A

 e
xp

re
ss

io
n

IL-1β (10 ng/ml)

F. ere (EtOAc) 100502512.5--

+++++-

IL-6 421bp

0

5

10

15

20

25

30

 (-) (+) 12.5 25 50 100

concentration (ug/ml)

IL
-6

 m
R

N
A

 e
xp

re
ss

io
n

IL-1β (10 ng/ml)

F. ere (EtOAc) 100502512.5--

+++++-

IL-6 421bp

IL-1β (10 ng/ml)

F. ere (EtOAc) 100502512.5--

+++++-

IL-6 421bp

Figure 8. Inhibitory effect of EtOAc fraction of F. erecta on the 

IL-6 mRNA expression in MG-63 cells. MG-63 cells (4.0 × 10
5 
cells/

㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the IL-6 mRNA expression were 

determined from 24 hr culture of cells stimulated with IL-1β (10 ng/㎖) in 

the presence of F. erecta fraction (EtOAc-12.5, 25, 50, 100 ㎍/㎖).
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3. Cyclooxygenase-2의 mRNA 발현과 protein 생성 억제 효과

 좁은잎천선과의 COX-2 mRNA 발현에 대한 효과를 조사하였다. MG-63 세포

에 IL-1β (10 ng/㎖)를 처리하여 COX-2의 발현을 유도한 다음, 좁은잎천선과에 

의한 COX-2의 mRNA 발현에 대한 억제정도를 RT-PCR를 이용하여 알아보았

다. 좁은잎천선과의 hexane, EtOAc 분획물을 처리하였을 때 IL-1β 단독 처리에 

비해 COX-2 mRNA 발현이 강하게 억제 되었다 (Figure 9∼12). 그리고 IL-1β 

(10 ng/㎖)를 사용하여 COX-2의 protein 생성에 대한 억제정도를 western 

blotting을 통해 알아보았다. 좁은잎천선과의 hexane, EtOAc 분획물을 처리하였을 

때 IL-1β 단독 처리에 비해 COX-2 protein 생성이 강하게 억제 되었다 (Figure 

13∼16). β-Actin을 같이 나타내줌으로써 동일한 양의 RNA와 protein을 가지고 

실험에 이용한 것을 보여주었다.
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Figure 9. Inhibitory effects of MeOH extract and solvent fractions of 

F. erecta on the COX-2 mRNA expression in MG-63 cells. MG-63 

cells (4.0 × 10
5
 cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the COX-2 

mRNA expression were determined from 24 hr culture of cells stimulated 

with IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of MeOH extract and solvent 

fractions of F. erecta (100 ㎍/㎖).
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Figure 10. Inhibitory effect of hexane fraction of F. erecta on 

the COX-2 mRNA expression in MG-63 cells. MG-63 cells (4.0 × 

10
5 
cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the COX-2 mRNA 

expression were determined from 24 hr culture of cells stimulated with 

IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of F. erecta fraction (hexane-12.5, 25, 

50, 100 ㎍/㎖).
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Figure 11. Inhibitory effect of CHCl3 fraction of F. erecta on the 

COX-2 mRNA expression in MG-63 cells. MG-63 cells (4.0 × 10
5 

cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the COX-2 mRNA 

expression were determined from 24 hr culture of cells stimulated with 

IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of F. erecta fraction (CHCl3-12.5, 25, 

50, 100 ㎍/㎖).
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Figure 12. Inhibitory effect of EtOAc fraction of F. erecta on the 

COX-2 mRNA expression in MG-63 cells. MG-63 cells (4.0 × 10
5 

cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the COX-2 mRNA 

expression were determined from 24 hr culture of cells stimulated with 

IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of F. erecta fraction (EtOAc-12.5, 25, 

50, 100 ㎍/㎖).
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Figure 13. Inhibitory effects of MeOH extract and solvent 

fractions of F. erecta on the COX-2 protein level in MG-63 cells.  

MG-63 cells (4.0 × 10
5
 cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the 

cells were stimulated with IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of MeOH 

extract and solvent fractions of F. erecta (100 ㎍/㎖) for 24 hr. COX-2 

protein level was determined by immunoblotting method.
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Figure 14. Inhibitory effect of hexane fraction of F. erecta on 

the COX-2 protein level in MG-63 cells. MG-63 cells (4.0 × 10
5
 

cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated 

with IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of F. erecta fraction (hexane-12.5, 

25, 50 ㎍/㎖) for 24 hr. COX-2 protein level was determined by 

immunoblotting method.
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Figure 15. Inhibitory effect of CHCl3 fraction of F. erecta on the 

COX-2 protein level in MG-63 cells. MG-63 cells (4.0 × 10
5
 cells/

㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated with 

IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of F. erecta fraction (CHCl3-12.5, 25, 

50 ㎍/㎖) for 24 hr. COX-2 protein level was determined by 

immunoblotting method.
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Figure 16. Inhibitory effect of EtOAc fraction of F. erecta on the 

COX-2 protein level in MG-63 cells. MG-63 cells (4.0 × 10
5
 cells/

㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated with 

IL-1β (10 ng/㎖) in the presence of F. erecta fraction (EtOAc-12.5, 25, 

50 ㎍/㎖) for 24 hr. COX-2 protein level was determined by 

immunoblotting method.
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4. RAW 264.7 세포에서 파골세포형성(osteoclastogenesis) 억제 효과

 RAW 264.7 세포에 sRANKL (100 ng/㎖)를 사용하여 파골세포형성을 유도한 

후 좁은잎천선과 분획물에 의한 파골세포형성 억제저해정도를 TRAP staining을 

통해 알아보았다. 파골세포를 포함한 단핵세포 (mononuclear cell)들은 TRAP 

(tartrate-resistant acid phosphatase)를 가지고 있다. 효소적 가수분해 (enzymatic 

hydrolysis)에 의해 Naphtol AS-BI와 GBC solution이 결합하여, 불용성의 

maroon dye를 형성하며 이로 인해 세포가 붉은색으로 염색된다. 여기서는 핵을 

염색할 수 있는 hematoxylin을 사용하지 않았으며 다핵화된 세포 형태의 파골세

포를 확인할 수 있었다. sRANKL에 의한 파골세포형성이 현저히 증가하였으며, 

좁은잎천선과 추출물과 분획물들을 처리한 결과 좁은잎천선과의 hexane, EtOAc 

분획물이 sRANKL 단독 처리에 비해 파골세포형성을 강하게 억제하였다 

(Figure 17∼21). 그리고 TRAP assay kit를 사용하여 파골세포의 생화학적 마

커인 TRAP에 대한 억제저해정도를 알아보았다. 좁은잎천선과 추출물과 분획물

들을 처리한 결과 TRAP assay에서도 좁은잎천선과의 hexane, EtOAc 분획물이 

sRANKL 단독 처리에 비해 TRAP 생성을 강하게 억제 하였다 (Figure 22). 그

러나 좁은잎천선과의 CHCl3 분획물 100 ㎍/㎖ 농도에서 세포증식을 억제하는 것

으로 보아 세포독성이 있는 것을 확인 할 수 있었다.
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Figure 19. Identification of inhibitory effects of MeOH extract and 

solvent fractions of F. erecta on osteoclastogenesis through TRAP 

staining in RAW 264.7 cells. Microphotograph of inhibitory effects of MeOH 

extract and solvent fractions of F. erecta (100 ㎍/㎖)  on osteoclastogenesis through 

TRAP staining in sRANKL (100 ng/㎖) stimulated RAW 264.7 cells. (×200)
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Figure 18. Inhibitory effects of MeOH extract and solvent 

frections of F. erecta on osteoclastogenesis in RAW 264.7 cells. 

RAW 264.7 cells (1.0 × 104 cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and 

the cells were stimulated with sRANKL (100 ng/㎖) in the presence of 

MeOH extract and solvent fractions of F. erecta (100 ㎍/㎖) for 7 days. 

Mature osteoclast was determined by TRAP staining. Cell viability was 

determined by MTT method. Values are the mean ± SEM of triplicate 

experiments. *,P<0.05; **,P<0.01
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Figure 19. Inhibitory effect of hexane fraction of F. erecta on 

osteoclastogenesis in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.0 × 10
4
 

cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated 

with sRANKL (100 ng/㎖) in the presence of F. erecta fraction 

(hexane-12.5, 25, 50, 100 ㎍/㎖) for 7 days. Mature osteoclast was 

determined by TRAP staining.
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Figure 20. Inhibitory effect of CHCl3 frection of F. erecta on 

osteoclastogenesis in RAW 264.7 cells.  RAW 264.7 cells (1.0 × 10
4
 

cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated 

with sRANKL (100 ng/㎖) in the presence of F. erecta fraction 

(CHCl3-12.5, 25, 50, 100 ㎍/㎖) for 7 days. Mature osteoclast was 

determined by TRAP staining. Cell viability was determined by MTT 

method.
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Figure 21. Inhibitory effect of EtOAc fraction of F. erecta on 

osteoclastogenesis in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.0 × 10
4
 

cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated 

with sRANKL (100 ng/㎖) in the presence of F. erecta fraction 

(EtOAc-12.5, 25, 50, 100 ㎍/㎖) for 7 days. Mature osteoclast was 

determined by TRAP staining.
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Figure 22. Inhibitory effects of MeOH extract and solvent 

frections of F. erecta on TRAP amount in RAW 264.7 cells. 

RAW 264.7 cells (1.0 × 104 cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and 

the cells were stimulated with sRANKL (100 ng/㎖) in the presence of 

MeOH extract and solvent fractions of F. erecta (100 ㎍/㎖) for 4 

days. TRAP amount was determined by ELISA (540 nm) method by 

TRAP assay kit. Values are the mean ± SEM of triplicate 

experiments. *,P<0.05; **,P<0.01
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5. 골다공증이 유발된 백서의 대퇴골무게 및 길이에 미치는 영향

 골다공증을 유발시킨 백서의 대퇴부 무게 및 길이의 변화를 확인하기 위하여 

난소제거 4 주 후부터 4 주 동안 정상 대조군으로 vehicle을 처리한 난소적출을 

하지 않고 가수술한 sham군, 난소적출한 무처리군인 OVX군, 골 흡수를 억제시

키는 물질인 17β-estradiol 처리한 OVX군, 그리고 좁은잎천선과 추출물을 각각 

100, 200 ㎎/㎏의 용량으로 처리한 OVX군으로 분리하였다. 정상 대조군인 sham

군에 비해 무처리군인 OVX군의 대퇴부의 무게와 길이의 변화가 나타났다. 골 

흡수를 억제시키는 물질인 17β-estradiol를 처리한 OVX군이 무처리군인 OVX군

에 비해 대퇴골 무게/백서의 무게의 비율과 대퇴골 길이가 증가한 것을 확인 할 

수 있었으며 좁은잎천선과 추출물을 처리한 OVX군의 대퇴골 무게/백서의 무게

의 비율이 무처리군인 OVX군에 비하여 증가한 것을 확인 할 수 있었으며, 100 

㎎/㎏의 용량보다는 200 ㎎/㎏의 용량에서 더 높은 결과를 얻었다 (Figure 23, 

Table 2). 또한, 좁은잎천선과 추출물을 처리한 OVX군의 대퇴골 길이가 무처

리군인 OVX군에 비하여 증가한 결과를 얻었으며, 100 ㎎/㎏의 용량보다는 200 

㎎/㎏의 용량에서 더 높은 결과를 얻었다 (Figure 24, Table 3).
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Figure 23. Changes of dry-femur/body weight ratio by F. erecta 

extract. F. erecta extract (100, 200 ㎎/㎏) was administered to 

ovariectomized rats every day for 4 weeks. All rats were sacrificed 8 

weeks after OVX. Femur was obtained from all rats and then was 

dried for 24 hr. Dry-femur/body weight ratio was analyzed. *,P<0.05; 

**,P<0.01 (n=7)
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Table 2. Changes of dry-femur/body weight ratio
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 F. erecta extract (100, 200 ㎎/㎏) was administered to ovariectomized 

rats every day for 4 weeks. All rats were sacrificed 8 weeks after 

OVX. Femur was obtained from all rats and then was dried for 24 hr. 

Dry-femur/body weight ratio was analyzed. *,P<0.05; **,P<0.01 (n=7)
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Figure 24. Changes of femur length by F. erecta extract. F. 

erecta extract (100, 200 ㎎/㎏) was administered to ovariectomized rats 

every day for 4 weeks. All rats were sacrificed 8 weeks after OVX.  

Femur was obtained from all rats and then was dried for 24 hr. 

Femur length was analyzed. *,P<0.05; **,P<0.01 (n=7)
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실험군

Table 3. Changes of femur length

*

**

*

3.732 ±0.034

3.721±0.052

3.778±0.092

3.681±0.074

3.708±0.071

Fem ur length (cm )

OVX

Sham

OVX + F. erecta
M eOHExt. (200 m g/kg)

OVX + F. erecta
M eOHExt. (100 m g/kg)

OVX + 17β -estradiol

실험군

Table 3. Changes of femur length

*

**

*

 F. erecta extract (100, 200 ㎎/㎏) was administered to ovariectomized 

rats every day for 4 weeks. All rats were sacrificed 8 weeks after 

OVX. Femur was obtained from all rats and then was dried for 24 hr. 

Femur length was analyzed. *,P<0.05; **,P<0.01 (n=7)
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Ⅳ. 고       찰

 골다공증이란 단순히 골 량이 정상보다 적은 현상을 의미하는 골감소증 

(osteopenia)이 아닌 골 흡수가 골 형성보다 상대적으로 많이 발생하는 골재형성 

(bone remodeling) 현상의 이상으로 골절의 위험이 높은 골 대사질환이다. 

 난소 절제 및 폐경은 에스트로겐의 생성과 분비를 감소시켜 에스트로겐의 결핍

을 초래하게 된다. 이 호르몬의 저하 시 골조직의 손실을 일으키는 기전은 정확

히 밝혀지지 않았지만 에스트로겐 결핍 시 싸이토카인과 부갑상선호르몬 (PTH)

이 서로 상승작용을 일으켜 interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) 및 tumor 

necrosis facror (TNF)의 증가가 일어나고 증가된 이들 싸이토카인 (IL-1, IL-6, 

TNF)과 macrophage colony stimulation factor (M-CSF)에 의한 파골세포의 전

구세포가 증가되어 골재형성의 불균형을 일으켜 골 흡수가 일어나는 것으로 보

고되고 있다 (Gowen et al., 1985; Pfeliscberter et al., 1989). 이러한 사이토카인 

중에서 IL-1은  파골세포형성 (osteoclastogenesis)을 자극하고 동시에 골 흡수에 

관여하는 다른 사이토카인의 분비를 자극 하는 것으로 알려져 있다.

 골다공증의 치료는 골 질량을 증가시켜 골절의 감소 또는 방지하는데 그 목적

이 있다. 이때 증가된 골 량의 정도뿐 아니라 어느 부위에 어떠한 질 (quality)의 

골이 증가되는가하는 것도 중요하다. 에스트로겐이 골소실의 감소 및 방지하는 

기전에 대해서 정확히 밝혀져 있지는 않지만 여성 호르몬은 폐경 후 여성에서 

조골세포 및 골수기질 조골세포들을 조절해서 증가된 IL-6 생성을 억제하여 파

골세포의 활동을 감소시키며 (Grasol et al., 1992), 또한 파골세포의 예정사 

(apoptosis)를 증가시켜 골 량의 감소를 나타낸다 (Hughes et al., 1996; Kameda 

et al., 1997). 

 IL-6는 파골세포성 골 흡수를 조절하는 다 기능적 사이토카인이며 폐경기 골다

공증 (Jilka et al., 1992), 파젯병 (Paget's disease) (Roodman et al., 1992), 그리

고 류마티스 관절염 (Ohashima et al., 1998)을 포함한 많은 골질환의 병인에 영

향을 끼친다. IL-6는 조골세포에 의한 RANKL분비도 증가시킨다고 보고되었다 

(Nakashima et al., 2000). 또한, IL-6는 조골세포에서 COX-2 발현과 PGE2 생산
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을 증가시키는데 이는 IL-6가 조골세포에서 OPG (osteoprotegerin) 분비억제에 

영향을 미치는 PGE2를 매개하기 때문이다 (Tai et al., 1997). IL-6는 골 흡수 인

자이다. 골에서 IL-6는 부갑상선 호르몬 (parathyroid hormone)에 의해서 조절되

는 조골세포성 세포에 의해 생성 된다 (Feyen et al., 1989; Lowik et al., 1989). 

조골세포에서 생성된 IL-6는 주변의 골 흡수에 중요한 역할을 하는 파골세포의 

형성/분화를 유발 시킨다 (Lowik et al., 1989; Ishimi et al., 1993). 또한 조골세

포에서 IL-6 생성은 에스트로겐 매개체를 통하여 에스트로겐에 의해 조절되어진

다고 보고되어져 왔다 (Jilka et al., 1992; Horowitz, 1993). 

 COX-2는 PGE2 (prostaglandin E2)합성을 유발하는 효소로서 파골세포형성에서 

관여 한다 (Joldersma et al., 2000). PGE2는 골다공증과 파젯병 (Paget`s 

disease)과 같은 질환에서 파골세포의 수와 활성을 증가시키는데 중요한 역할을 

한다고 보고되어져 왔다 (Manolagas, 1995). COX-2와 PGE2는 골 조직 

remodeling에서 중요한 역할을 하며 (Ono et al., 2002), 파골세포 활성화와 조골

세포의 골 형성을 매개하는 싸이토카인에 관여한다. 또한, COX-2-catalyzed 

pathway로부터 유리된 PGE2가 조골세포증식과 파골세포분화를 증가시킨다. 

COX-2와 PGE2는 조골세포에서 OPG 분비를 억제하고 RANKL 생성을 증가시

키며 파골세포에서 RANK 발현을 자극시켜 파골세포형성을 증가 시킨다 (Liu et 

al., 2005). COX-2의 경로는, 또한, 유방암 세포의 골 대사에서 파골세포형성과 

골 파괴에 영향을 끼친다 (Ono et al., 2002).

 RANK/RANKL/OPG 체계에서 COX-2와 PGE2의 어느 정도의 영향이 이전에 

보고되어졌다 (Okada et al., 2000; Li et al., 2002). 조골세포와 파골세포의 동시

배양에서 파골세포에 대한 PGE2 영향은 조골세포에서 RANKL 분비를 증가시키

고 OPG 분비를 감소시킨다. 조골세포에 의한 RANKL과 OPG 분비에 대한 

PGE2의 생물학적 영향은 PGE2에 의해 파골세포에서 RANK 발현의 

up-regulation되기 때문에 동시배양에 있어서 더욱 증가되었다.

 최종적으로, COX-2/PGE2 체계도, 조골세포 (Gruber et al., 2000; Kozawa et 

al., 1998)와 파골세포에 의해 IL-6 분비의 up-regulation을 통하여 파골세포분화

를 자극하여 골 흡수를 증가 시킨다 (Ohashima et al., 1998). 

 Human osteoblast cell line인 MG-63 세포에 IL-1β를 가지고 자극을 주고 좁은
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잎천선과 추출물을 처리하여 골다공증발생에 중요한 역할을 하는 골다공증성 인

자인 IL-6와 COX-2의 생산에 대한 영향을 알아보았다. 좁은잎천선과의 hexane, 

EtOAc 분획물이 IL-6 생성과 mRNA 발현을 농도 의존적으로 억제하였다. 또한 좁

은잎천선과의 hexane, EtOAc 분획물이 COX-2 mRNA 발현과 단백질 생성을 농도 

의존적으로 억제하였다. 

 파골세포는 CFU-GM으로부터 분화한다. 이때는 파골세포의 마커인 CTR, 

TRAP, ruffled border가 모두 음성인 상태이다. 이후, pOC (perfusion osteoclast) 

상태에서는 CTR, TRAP만이 양성을 보인다. 이후 세포간의 융합에 의해 다핵화

된 파골세포로 분화되며, 역시 CTR, TRAP만이 양성을 보인다. 계속적인 자극에 

의해 활성화된 파골세포로 분화되며 ruffled border를 형성한다. Ruffled border는 

골 흡수 활성을 가지는데 필수적인 구조물로서 이를 통해 파골세포는 골에 흡착

함과 동시에 외부와 차단된 공간을 형성하여 골의 흡수를 진행할 수 있다

 이러한 분화의 단계를 거치는 파골세포는 먼저 조작이 용이한 세포를 이용하여 

얻을 수 있다. Murine macrophage cell line인 RAW264.7 세포에 파골세포로 분

화시키기 위해서 sRANKL를 가지고 자극을 주고 좁은잎천선과 추출물을 처리하

여 파골세포형성 (osteoclastogenesis)이 억제되는 것을 TRAP staining과 TRAP 

assay를 통해 확인하였다. 파골세포형성은 TRAP staining을 통해 좁은잎천선과의 

hexane, EtOAc 분획물에서 농도 의존적으로 억제하는 것을 확인하였으며, TRAP 

생성은 TRAP assay를 통해 hexane, EtOAc 분획물에서 농도 의존적으로 억제하는 

것을 확인하였다.

 백서는 성장기, 성장 후 및 골다공증이 유발되는 골 형성과 골 흡수의 생물학적 

기전이 사람과 같은 반응을 나타내어 인체의 골감소증 연구에 백서의 골격구조는 

좋은 모델이 된다. 백서의 난소절제 후 형태계측학적 분석을 통해 경골 중간부 

(tibial metaphysis) 골 소주 양을 관찰한 결과 28 일째 60 % 이상이 감소되었으

며 (Frost 1990; Tunur et al., 1987), 35 일째 약 60 % 가까이 골 손실이 있었다

고 보고하였다 (Wronski  et al., 1991). 그리고 백서의 난소절제 후 대퇴골부위의 

골 조직 변화를 60 일까지 관찰한 결과 대조군에 비해 골 조직이 상당히 감소되

었으나 통계학적 유의성은 없었다고 보고하였으며 (Ikeda et al., 1996), 1 년째는 

약 70 %이상 골량의 감소가 일어났다고 보고하였다 (Thompson et al., 1996).
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 생후 24 주령인 체중 250∼300 g 정도의 백서를 난소 적출하여 실험모델로 삼

았다. 백서의 난소적출 후 3∼4 주 경과 후부터 정상군에 비해 현저하게 해면골

량이 감소되어 골다공증현상이 나타난다고 알려져 있는데 이를 근거로 하여 본 

실험은 난소적출 후 3 주간을 경과시켜 폐경기 상태를 유발시키고 좁은잎천선과 

추출물의 효과를 알아보았다. 골다공증 실험이나 치료분야에서 보편적으로 사용

되는 17β-estradiol을 사용하여 이틀에 한번씩 20 ㎍/㎏를 근육 내 투여하여 좁은

잎천선과의 효과와 비교하였다. 그 결과, 대퇴부 건조무게/백서무게 비율은 가수

술한 정상대조군인 sham군, 난소적출한 무처리군인 OVX군, 17β-estradiol를 처리

한 OVX군, 좁은잎천선과 100 mg/㎏ 과 200 mg/㎏ 처리한 OVX군에서 각각 1.95 

(g/kg) ± 0.13, 1.74 (g/kg) ± 0.12, 1.81 (g/kg) ± 0.15
*
, 1.79 (g/kg) ± 0.19, 1.86 

(g/kg) ± 0.13** 으로 나타났으며, 대퇴부길이는 3.708 (cm) ± 0.071, 3.681 (cm) ± 

0.074, 3.778 (cm) ± 0.092**, 3.721  (cm) ± 0.052*, 3.732 (cm) ± 0.034* 으로 통계학

적으로 의미 있는 변화를 보였으며, 난소적출한 무 처리군에 비해 좁은잎천선과를 

처리한군이 정상대조군에 가까운 수치로 증가한 결과를 얻었다.

 본 실험 결과를 요약하면, 좁은잎 천선과 추출물의 hexane과 EtOAc 분획물들

이 in vitro 실험에서 골다공증성 인자인 IL-6와 COX-2의 발현과 생성 억제 효

과를 나타냈으며, 파골세포로의 분화를 억제시켰다. 하지만 in vitro 실험에서 

CHCl3 분획물의 100 ㎍/㎖의 농도에서 활성은 있었으나 세포증식을 억제하는 것으

로 보아 세포독성에 의한 것으로 여겨진다. 또한 난소적출을 통해 골다공증을 유

발시킨 백서에 좁은잎천선과 추출물을 처리한 백서의 체중에 대비한 대퇴골 무

게 비율과 대퇴골 길이가 증가하였다. 이러한 결과는 좁은잎천선과의 유효성분 

추출을 통한 골다공증 실험에서 물질의 연구, 예방 또는 치료할 수 있는 억제 성

분의 분리 및 그 작용기전 연구에 중요한 기초 자료가 될 것이라 사료 된다.
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Ⅵ. 적       요

 본 연구에서는 천연물로부터 효능이 뛰어난 골다공증치료를 위한 활성물질을 

찾기 위하여 제주도에 자생하고 있는 좁은잎천선과를 채집하여 계통적인 방법에 

의하여 추출하고 그 추출물에 대하여 골다공증 생체지표 인자에 대한 억제효과

를 조사하였다. 좁은잎천선과는 한국에서도 남해지방 특히 제주도에서 주로 자생

하는 식물로 알려져 있으며, 민간에서는 오래전부터 보중, 익기, 건비, 화습, 강근

장골, 소종, 활혈, 해독의 효능이 있으며, 신장염, 류머티스성 관절염, 중기허약, 

기혈쇠미, 사지산언, 근골불리, 타박상, 경폐, 산후유즙결핍 등을 치료하는데 이용

되어져 왔다. 그러나 그러한 성분의 생리 활성에 대한보고는 거의 없는 실정이다.

 골은 골 흡수에 관여하는 세포인 파골세포와 골 형성에 관여하는 세포인 조골

세포의 균형에 의해 유지된다. 골 형성 주기에 불균형이 생겨서 치환되는 골보다 

파괴되는 골이 더 많을 때 골다공증이 유발된다. 많은 호르몬과 극소인자들이 조

골세포의 활동을 증진시키거나 파골세포형성을 억제할 수 있다. 파골세포형성은 

IL-4, IL-12 그리고 INF-γ에 의해 억제되며. TNF-α, PGE2, IL-1 그리고 IL-6에 

의해 자극된다. 파골세포는 조혈줄기세포로부터 발생하는 단핵식세포들의 융합에 

의한 다핵화된 세포이다. TRAP은 성숙한 파골세포로부터 분비되며, 파골세포의 

생화학적 마커이다.

 이 연구에서 조골세포 계열인 MG-63 세포에 IL-1β 로 자극을 주고 좁은잎천선

과 추출물을 처리하여 IL-6 와 COX-2의 생성에 대한 영향을 조사하였다. 좁은

잎천선과의 hexane, EtOAc 분획물이 IL-6의 단백질 생성과 mRNA 발현을 농도 

의존적으로 억제하였다. 또한 좁은잎천선과의 hexane, EtOAc 분획물이 COX-2의 

mRNA 발현과 단백질 생성을 농도 의존적으로 억제하였다. 대식세포 계열인 RAW 

264.7 세포를 파골세포로 분화시키기 위해서 sRANKL로 자극을 주고 좁은잎천

선과 추출물을 처리하여 파골세포로 분화되는 것을 억제하는지 확인하기 위해 

TRAP staining과 TRAP assay를 실행하였다. 파골세포형성은 TRAP staining을 

통해 좁은잎천선과의 hexane, EtOAc 분획물에서 농도 의존적으로 억제되는 것을 
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확인하였으며, TRAP assay를 통해 hexane, EtOAc 분획물에서 TRAP 생성양이 감

소하는 것을 확인하였다. 또한 난소적출을 통해 골다공증을 유발시킨 백서에서 좁

은잎천선과의 영향을 실험하였다. 24 주령 된 백서를 난소적출을 한 후 4주 후부터 

4 주 동안 좁은잎천선과 추출물을 처리하지 않은 것과 매일 각각 100, 200 ㎎/㎏을 

처리 한 군으로 분리하여 사육하였다. 그 결과, 이 실험에서 좁은잎천선과 추출물을 

처리한 백서의 대퇴골 건조 무게/백서의 체중 비율과 대퇴골 길이가 무처리군에 비

해 증가하였다.

 결과적으로, 좁은잎천선과의 조추출물 및 이로부터 분획화된 hexane, EtOAc 분

획물은 골다공증성 인자 억제 활성을 나타내었고, 이러한 결과들은 천연식물로부

터 골다공증의 예방 및 치료를 위한 활성성분의 분리와 작용기전 연구에 중요한 

기초 자료가 될 것으로 사료된다.

Key word: 좁은잎천선과, 골다공증, IL-1β, IL-6, COX-2, RANKL, 

TRAP.
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학원생들을 비롯한 여러 선생님들께도 감사의 마음을 전합니다. 내가 힘들 때 마

다 나를 지켜봐준 나의 벗 우석이, 창범이, 혁이, 창준이와 착한 나의 동생들인 

한철이, 만수, 경후, 성룡, 명선이에게도 이 자리를 통해 감사의 마음을 전합니다.

  끝으로 부족한 아들을 믿고 옆에서 지켜봐주신 부모님과 누나인 지현, 동생들

인 지형, 정훈이에게도 말로 다 표현할 수 없는 고마움과 사랑의 마음을 전하며, 

이 논문을 바칩니다. 감사합니다.
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