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마우스의 중추신경계에서 osteopontin 의 발현
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Expression of osteopontin in the central nervous system of BALB/c mice
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Osteopontin (OPN) is an integrin and calcium-binding phosphoprotein Ihal is produced by mineralized tissue cells. many
epithelial cells. and activaled immune system cells The aim 01 Ihis sludy was to examine the expression and cellular localization
。1 OPN in the central nervous syslem. including the cerebrum，cerebellum and s미nal cord. Female BALBfc mice (25g，8 weeks
。Id) tissues were collected and used lor Western blot anatysis and immuoohistochemistry. Weslern blol analysis showed that
OPN was delecled 55- (upper) and 29-kDa (lower) in" Ihe central nervous system. OPN immunoreaclivily was low in the
cerebrum: moderate in Ihe cerebetlum; and high in Ihe s미nal cord. lmmunohislochemical study showed Ihal lhe expression of
OPN was immunoslained neuron and astrocytes in cenlral nervous system. In the 이aclory bulb. OPN immunoreaclivily was
found in milral cell layer and glomerular tayer，but not in external plexiform layer，In the hippocampus. OPN expression was。bserved in the peria1erial area bul nol CA regions ’n 1he cerebellum，OPN immunoreaclivity was found in purkinje cell layer
and molecular layer，bul not in granule cell layer. In spinal cord，OPN immunoreaclivity was weakly found in neuron and some
astrocyte. The presen1 study is the firsl to rep。이 that OPN is variably expressed in CNS tissue，This linding suggests that OPN
may play an impor1anl r，이e in neurons and aslrocytes in lhe normal central nervous syslem. Further s1udy is needed 10
elucidate the functional role 01 OPN in central nervous system. (J Med Ufe 501 2010;7:117-121)
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Osteopontin(OPN)은 고유한 Arg-Gly-Asp fRGD) 세포부착
서염을 포함하고 있는 인단액질 (phosphoprotein)로，무기블화된
소의 뼈에서 처음으흑 발견되었고 I)‘그 후 사랍의 뼈"，생쥐의

신장 둥에서 확인되었다~I. OPN은 뼈모세포와 뼈따괴세포에서

분비되어 일종의 가쿄 역할을 하여 세포틀을 기질에 부착시키는

역할을 한다4l 그러나 많은 연구지듣은 OPN이 뼈 외에도 신장

을 비롯한 속귀，동백의 명환근욕，태반 내이 중앙조직 그리고

소회관，태반，혈관 풍플 포함하는 다양한 상피표연에서도 발견

되었고 4，5). 그 기능 또한 매우 다촬 것이라는 의견을 제시하고
있다-6. 7)

뼈에서 따팔세포는 자신의 세포악에 있는 정착분자인 인테그

서 론 린을 이용해 골 매트릭스에 존재히는 。PN 등의 RGD 배열윤

인식함으로 골 홉수 기능플 한다~I 이 외에도。PN은 RGD뜸
배깨로 몇몇 인태그린과 상호 작용하여 다른 종류의 세포에 부확

항 수 있는 부착인자로 보고되여， RGD틀 매개하지 않더악도

CD44，뼈β1‘뻐'Pl 인태그린과 상호작용하여 다른 종류의 세포에

부착한 수 있는 것으로 알려져 있다.，

이와 갇은 OPN의 따팔세포에서의 기능이외에도 신징계에서의

염증세포 및 신경세포에서 딸현하며 다른 기능음 나타낸다는

보고들이 있다 OPN은 발달충인 생쥐 뇌에서 신경세포의 분화와

성숙에 관여하고 10)，pro-imflammaiory mediator.로 알려져 있으

며，척수손상 '11)‘끼1eiler 바이러스로 유도원 뇌척수염 1"，"r:가연
역성 뇌척수염 13~운 포함히는 마양한 중추신경계 질병 상태에서

증가된 발현양상을 나타낸다 이러한 신경계에서 pro-

imf1anunatory mediator로서의 OPN의 기놓은 자가연역성 뇌적

수영에서는 염아교세포의 환성화시키여 14)，류마티스 관절염에서

inducible nitric ox:ide synthase의 억제틀 용해 염증의 본젤적인
억계자로서의 역한을 한다 15)

OPN은 발생 과정 및 병리생원학적 상태에서 공에서의 세포
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1. 실험동울

BALB/c마우스등 중앙실협동결애 1서 구입 후，제주대학쿄 설협

동울 관련 규정에 의거하여 사육하였다 본 설험에서는 25g.8 주
령의 B떠13lc 마우스 암컷 5마리틀 사용하였다

정착 단백으로써의 역할과 연역계에서의 세포 정착. 이주 풍에

중요한 역한을 단당하는 것으로 연구원 바가 있으나，정상 마우

스의 충추 신경계에서의 발현 몇 분포 세포에 관해서는 연구된

바가 거의 없다 따라서 본 연구에서는 정상 마우스의 중추 신경

계에서 OPN의 발현을 면역조직화학기법옴 이용하여 확인하고자

한다

「 ← →→→--- -- 재료 및 멍법 ←←」

간 반응시컸다 비득이적 반웅을 방지하기 위해 10% normal
goat semm으로 1시간 반웅시컸다‘ 1차 항체로 mouse anti-
osteopontin (1:200) (BD Biosciences. San jose. CA. U. S. A)
을 설온에서 1시간 반웅시킨 후 biotinylated goat anti-mouse
IgG (] :200)(Vector Laborat<lries‘8urlingame. CA)(Veclor
Laboralories. 8urlingame. CA)로 45분간 반응시컸다 이어

avidin-biotin peroxidase complex Elite kit (Vector
Laboratories. 8urlingame‘CA)로 실온에서 45분간 반용시켰다

각 단계가 끔냐고 PBS (pH 7.4)로 5분간 3회 충분히 세적했으

며， 면역반웅이 끔난 조직정연은 3.3 -diami no be nzidin e
tetrahydrochloride (D뼈)(Sigma. St. Louis‘MO. USA)용액으
로 멍f색했다 그리고 hematox'ylin 용액으로 대조염색을 한 후

에단올과 자일렌으로 닫수와 투영화 과정을 거쳐 봉입하여 광학

현 "1경으로 관찬하였다‘

결 과

5 면역반응세포의평가

C어veolin-l 의 연역반웅의 결과는 염색의 강도에 따리，염색이

안된 경우!.(-)약힘~+).보원++)강함(+++)으로명가하였다

Figure 1. Wcstern blot analysis of Osteoponlin in thc
central nervous system of mouse. Protein (20ug) from
cerebrum. cerebcllum and spinal cord of adult mice were
separated by SDS-PAGE: (12%). and then immunoblotted
、꺼th osteopontin antibodies. 810ts arc represent.ativc of
dat.a from a scrics of three different animals identical
rcsults

1. Osteopontin 의 Western blotting 결과

정상 마우스의 중추신경계에서의 OPN의 받현 양상을 얄아보

기 위해 Westem blot analysis룹 봉해서 마우스의 대뇌 소뇌

척수의。PN 단백양의 연화룹 관잔하였다 。PN은 55 kDa과 27
kDa에서 쌀현하였으며 약 60 과 30 kDa의 크기로 말현한다는

μledtke 둥의 보고와 일치하였다 16) 이'N의 발현을 죠직에 따라

확인한 결과. 55kDa과 27 kDa에서 모두 대뇌에서 가장 약하게

말현하였고. 소뇌는 대뇌에 비해 강하게 받현하였으며. 척수에서

가장 강하게 발현하였다 {Fig. 1)
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3. Western blotting

적출한 장기 조직은 leupeptin <0.5 ug/ml)‘PMSF (1 mM).
aprotinin (5. ug/mJ)등의 protein. inhibiωr가 포함된 40 mIM
Tris-HCI. pH 7.4. 120 mM NaCI. 0.1% Nonidiet P-40
(poiyoxYethylene [9] p-t-octyi phenoi)의 huffe에서 넣은 후‘

완전히 따쇄한 후‘ 14α)() g.로 30분간 원심분리하여 상총액융

회수한다 이듣을 단백칠 정량하여 변성시킨 후 동량

(20ug/20ui)으로 sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel
에서 전기영동하고 gei 상의 단백질 밴드릅 다시 mσ。cellulos
membrane 에 100V에서 2시간 동안 이동시켰다 옮겨진

membrane 을 5% skim milk로 blocking.한 후. 1차 항체로

mouse anti-osteopontin (1:200) (BD Biosciences. San jose
CA. U.S.A)을 실옹에서 1시간 반웅시킨 후 2차 항체로는

horseradish peroxidase-c 。이ugat.ed horse anti-mouse IgG
(Veclor Laboratories. Burlingame. CA)로 실온에서 60분간
반응시킨다 면역반응이 끝난 membrane 은 Amersham ECL
reagents (Amersham Life Science. 8uckinghamshire. UK)로
반응시격. X-ray 옐륜에 노출시키고， 그 절과룹 densitometer
(M GS-700 Imaging Densit<lmeter‘8io-Rad laboratories ‘
Hercules. CA)로 측정하였다

2. 조직표본 준비와 조직검사

싣험동붉은 c。ι로 마취하여 방현하였고. 대뇌‘소뇌 척수뜸

적출하여， 각 조직의 일부분은 단빽칠 발현융 보기위한 웨스턴

생흉로 급속 냉동하여 사용까지 -70t 의 deep freezer에 보관하

였다 면역조직화학영색용 죠칙은 4% 따라포픔알데히드 조직고

정액에 고정하고‘ 에탄용과 자일렌으로 탈수와 투영화 과정을

거쳐 따라핀에 포뱃한 후 5""，의 두께로 조직젤연을 만틀어

hematα<;yiin-eosin 염색 및 연역염색을 실시하였다

4 연역조직화학

슬라이드 준비된 조직의 따라핀을 제거하고 내재성

peroxidase룹 제거하기 위해 0.3% H，α가 포함된 어1탄올에 20분

。:n-_poutillιω …~I:틀를룰 1톨흩 29KD ••
2iKDr.
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2. Osteopontin 의 연억조직화학 결과

신경계에서 O메이 가지는 분포학적， 기능적 의미에 관해 연구

된 바는 많지 않으며，그 연구대상도 소수의 통결-종에 한갱되어

Figure 2. Immunohistochemical localization of osteopontin
in the cerebrum (A，B). olfacl.ory bulb (C)‘ hippocampus
(D.E.F.G) of mouse. ML. miσal cell layer‘GL，glomerular
layer: EP. extemaJ plexifonn layer‘DG. dantaù:! gyrus. E-
G: high magnification of D. Scale bar in A-C‘25 ωn: D‘
200 /ßll: E-G. 25 αn

중추신경계 조직에 따라 。steopontin의 발현올 연역초직화학

영색법올 이용하여 확인한 결과 주로 말현히는 세포는 열아교세

포 (astrocy1e)2J-신경원 세포 (neurons)였다
대뇌에서는 분자충 {molec비와 Iayer파 과립총 (granular I잉er)

에서 신경원 (neuron)과 신경아세포 (neuroglia)에서 강경}게발현

하였다 {Fig. 2A. 2B). Choroid plexus의 뇌실악세포 (ependymal
cells)에서 강경}게발현하였으며. Olfacl.ory bulb 부위에서 OPN
의 발현은 숭모세포충 (mitral cell layer)과 사구제총 {gjomerular
layer)에서 발현하였으냐 바왈그올충앤 xtcrnal plexiform layer)
에서는 발현하지 않았다 (Fig. 2C). Hippocampus에서는 CA1.
CA2. dent800 gyrus의 신경원에서 발현하였다 {Fig. 2D-2Gl. 소
뇌에서 。PN의 발현은 연질막 "(pia maær) 에서 강하게 반현하였

고 조콩박신경세포충 {purkinje cell I어er)의 신경세포에서도 강

하게 발현하였다 분자충 {molecular 1어er)에서 다소 약하게 받현

하였으나. 과립세포충 {granule cell layer)에서는 발현하지 않았다

(Fig. 3A-3D、'"스에셔。PN2I 받현은 뇌설악세포 (ependymal
cells)에서 아주 조ι하게 발현하였고 운동신경원 (motor neurons)
과 신경아세포 (neurogli외 cells)에서 강하게 발현하였고 일부

현관내피세포에서도 발현이 확인되었다 {Fig. 4A-4D) 중추신경
계의 조직에 따른。steopontin의 발현양상은 Table 1에 요약하

여 정리하였다

‘
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Figure 4. lmmunohisωchemical localization of osteopontin
in the spinai cord of mouse. WM:.white matter: GM. grey
matter. Scale bar in A‘100 αn‘B and C. 50 /ßll: D. 25 ωn
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차이를보인다

OPN은 뇌에서 항성된다는 보고 후에 18)，사람의 중추신경계

및 말초신경에서 OPN의 세포에 따른 말현 및 분포에 대해 보고

되었다 19). 0얀J은 대뇌，소뇌，척수 및 여러 신경조직에 분포하

였고，신경원에서 강한 발현을 보였고， 신경아교세포에서도 다양

하게 발현하였다 19) 본 연구에서도 이미 보고된 사람의 신경계에

서의 발현과 유사한 양상을 확인하였다

발달증인 랫트에서는 신겸계통이 분화하는 동안 초기 척삭과

후뇌에서 OPN의 발현이 관잘되었디는 보고가 있고 20)，마우스에

서 OPN의 발현은 태아기에 관잘되고‘ 플생 후 점차 증가하다가

60일령에는 감소하는 경항을 나타냈고， 뇌에서는 카잘간길핵

(interstitia1 necleus C셰aI)과 흑잭질 그물부「분핵의 신경원에서

OPN이 벨현하였고， 그 외 디"J'한 대뇌부위의 신경원에서 OPN
이 발현하였다 10) 발생과정중의 OPN의 발현은 마우스의 뇌에서

。PN이 특정한 신경원 집단의 분화와 성숙을 포합 ðf-는 받달과정

에 기여하고 10)，정상 조직의 중추신경계서의 발현은 발생 과정

중에 발현히는 것과 마찬가지로 성숙된 신경세포에서 세포 이주

및 세포 접착 분자로서 중요하다고 사료된다

이와 더불어 신경퇴보와 관련된 질병 중 알츠하이머병에서의

。메의 말현은 신경원에서 그 발현이 증가되었고있 J，파킨슨명에

서는 신경아세포에서 발현이 증가되었다 -22) 신경계에서 OPN이

가지고 있는 생물학적 의미는 생태 병려학적 상태에서 정확하게

설명되어야 하고，앞으로 연구하여야 할 중요한 부분이다

이상의 결과를 종합해 볼 때，본 연구에서는 마우스 중추신경

계의 다양한 조직에서 OPN의 말현을 처음으로 확인하였고，

0맨은 신경원 및 신경아교세포에서 중요한 역할을 할 것으로

사료되며， 마우스 중추 신경계에서의 OPN의 기능적인 역할에

대한 추가적인 연구가 이루어져한 것이다

침고문헌

Table 1. Immunohisíochemical localization of osteopontin
În the central nervous system of mouse

8t..ained sections were scored for the densîty of positive
cells per field. - negative ‘+，weak: ++，moderate; 十十t
intense

Tiss니e

Cerebrum

Choroid plexus
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