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서 론

당뇨병, 만성사구체신염, 고혈압, 다발성 낭종신 등의 다양

한 원인에 의한 신질환 환자들에서 사구체 여과율이 정상인

의 15 mL/min 이하로 감소되면 그 원인 질환에 관계없이
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신기능이 저하되어 말기 신부전이 된다
1)
. 말기신부전이 되면

pH를 유지하고 칼슘, 인산염, 마그네슘 등의 균형에 관여하

고 mineral homeostasis에 관여하는 신장 기능의 변화가

초래되어 대사성 골질환을 유발하게 된다. 따라서 말기신부전

환자에서는 섬유성 골염, 골연화증, 골다공증, 골경화증 및 투

석 연관 아밀로이드증 등의 신성골이영양증 (renal osteody-

strophy)이 초래된다
1)
. 신성 골이영양증은 투석 환자는 물론

투석 전 및 신장 이식 환자에서도 흔히 합병되는데, 신성 골

이영양증의 병인으로는 고인산혈증 및 저칼슘혈증으로 인한

시안산에 의한 조골세포의 손상에서 아미노산과 알부민의 효과
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Purpose : Cyanate, known as one of the uremic toxins and derived spontaneously from urea, has

several effects on the biologic substances including erythropoietin, antioxidant and ceruloplasmin. To

find out the protective materials from the hazardous effect of cyanate in osteoblast, we added twenty

amino acids, albumin globulin and hemoglobin in the culture media containing osteoblastic cells with

cyanate.

Methods : Osteoblastic ROS 17/2.8 cells, exposed to various concentrations of sodium cyanate, were

used to analyze for the cytotoxicity. The cyanate-induced cytotoxicity was assessed by the methylthia-

zolyldiphenyl -tetrazolium bromide (MTT) assay by measuring the absorbance of the reaction solution

at 570 nm. Viability of the treated cells was expressed as A570 of sample/A570 of control. The degree

of the carbamylation was measured using trinitrobenzenesulphonic acid. The degree of the carbamy-

lation in amino acid was about 50% in average.

Results : The degree of the carbamylation in albumin was increased depending on the incubation time

with cyanate and the concentration of the cyanate. The degree of the carbamylation in globulin and

hemoglobin was nearly zero. Asp, Glu, Leu, Trp and Tyr among the twenty amino acids revealed the

protective effect against the damage induced by cyanate. And only albumin among the three proteins

revealed the protective effect.

Conclusion : On the basis of these results, Asp, Glu, Leu, Trp, Tyr and albumin are useful tools for

the protection against damages by cyanate carbamylation.

Key Words : Amino acids, Albumins, Cyanates, Osteoblasts

- 404 -



Kyung-Dae Park, et al. : Effect of Amino Acids and Albumin on Damage Induced by Cyanate in Osteoblast

부갑상선 호르몬의 과다 생성, 비타민 D 대사 장애가 주로

거론되어 왔으나
2-5)
이들 호르몬 이상만으로는 신부전 환자

에서 동반되는 다양한 형태의 골질환들을 설명할 수 없는 부

분이 지적되어 왔다
6)
. 최근 골기질의 생성 및 골석회화에 관

여하는 조골세포와 골흡수에 관여하는 파골세포의 밀접한 상

호작용으로 이루어지는 골재형성의 이상이 신성 골이영양증

의 하나의 병인으로 제시되고 있다
7, 8)

. 특히 요독증에 의한

조골세포의 기능 이상이나 수적 감소가 신성 골이영양증의

원인으로 지목된 바 있으며
9)
, 최근에는 요독 중에서 시안산

이 그 원인 물질 중의 하나로 제시된 바 있다
10)
.

요독 물질이란 말기 신부전환자의 체내에 축적되어 각종

대사에 영향을 미치는 단백질과 아미노산의 분해산물인 요소,

구아니딘, 페놀, 유기산 및 중간 대사산물들이 알려져 왔다
11,

12)
. 이러한 요독 가운데 요소 (urea)는 말기 신부전 환자의

혈액 내에 약 50 mmol/L 정도의 고농도로 존재하며 체내에

서 자연발생적으로 요소의 0.8%가 시안산 (cyanate)과 암모

니아로 전환되는데
11-13)

, 시안산은 친전자성을 띠기 때문에

아미노산, 펩티드 및 각종 단백질 등의 아미노 말단과 카르바

밀화라는 반응을 하며, 아미노군과 sulfhydryl군의 카르바밀

화 물질로써 연구되어 왔다
11, 12, 14, 15)

. 이러한 카르바밀화 반

응은 체내 조직 단백질의 불활성화를 초래하여, 조직 단백의

구조와 기능을 변화시킨다. 그외 활성산소종을 생산하는 동시

에 각종 사이토카인과 성장인자의 생산을 증가시켜 광범위한

세포 반응과 조직 손상을 유발하는 것으로 밝혀지고 있으며
16)
, 최근에는 시안산이 조골세포에서 세포자멸사를 유발하는

것으로 생각되고 있다
10)
.

따라서 이 연구에서는 시안산이 음전하를 가지고 있음으로

아미노 군을 가진 아미노산 및 각종 약물 및 독소들과 결합

능력을 가진 알부민 등의 일부 단백질을 이용하여 시안산에

의한 조골세포 손상을 방지할 수 있는지를 알아보고자 하였

으며 이를 통해 신성 골이영양증을 방지하는 방법을 제시하

고자 하였다.

대상 및 방법

1. 시 약

아미노산 중 L-alanine (Ala), L-asparagine (Asn), L-

cysteine (Cys), L-glutamine (Gln), L-histidine (His),

L-isoleucine (Ile), L-lysine (Lys), L-methionine (Met),

L-phenylalanine (Phe), L-proline (Pro), L-serine (Ser),

L-threonine (Thr), L-tryptophan (Trp), L-valine (Val)

과 단백질 중 bovine hemoglobin, bovine serum albumin,

r-globulin은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 미국)

제품을 사용하였다. Glycine aminoacetic acid (Gly), L-

arginine (Arg), L-tyrosine (Tyr)는 Junsei사 (Tokyo,

일본) 제품을, DL-isoleucine (Ile)과 L-leucine (Leu)은

Kanto사 (Tokyo, 일본) 제품을, L-aspartic acid (Asp)는

Katayama사 제품을, L(+)-glutamic acid (Glu)는 Riedel-

de Haen사 (Seezle, 독일) 제품을 사용하였다. Dulbecoo's

Modified Eagles Medium (DMEM), Antibiotic-antimy-

cotic (10 U/mL penicillin 및 10 µg/mL streptomycin),

trypsin-EDTA 및 fetal bovine serum (FBS)는 Invitrogen

Co. (GIBCOTM, Grand Island, NY, 미국)에서 구입하였

다. 3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazo-

lin bromide (MTT), phosphate buffered saline (PBS)

및 sodium cyanate는 Sigma Chemical Co. (St. Louis,

MO, 미국) 제품을 사용하였다. 단백질 정량은 Bio-Rad DC

kit (Bio-Rad laboratories, Inc., Hercules, CA, 미국)를

사용하였으며 그 외 일반시약은 시판되는 특급 또는 일급품

을 사용하였다.

2. 시안산의 제조

시안산은 1 mol/L 농도가 되도록 PBS에 녹여 원액으로

사용하였으며, 실험에서는 DMEM 배지로 희석하여 필요한

농도로 세포에 처리하였다.

3. 세포 배양

골육종 세포주인 ROS 17/2.8 세포는 10% FBS와 1%

antibiotic-antimycotic이 함유된 DMEM배지로 37℃, 5%

CO2 조건하에서 배양하였다. 세포는 3일 간격으로 0.05%

trypsin-EDTA를 처리하여 계대하였다.

4. 아미노산 및 단백질 농도

아미노산은 0.110 mmol/L가 되도록 가하여 시안산에 의

한 세포 독성 감소 효과를 관찰하였으며, 알부민 및 각종 단

백질들은 50 mg/mL의 농도가 되도록 첨가하여 시안산에 의

한 독성을 방지하는 정도를 관찰 하였다.

아미노산과 단백질이 카르바밀화 되는 정도를 측정하기 위
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해 아미노산을 1 mmol/L가 되도록 PBS에 녹여 사용하였으

며, 알부민 및 각종 단백질들은 50 mg/mL의 농도가 되도록

녹여 사용하였다.

5. 세포 독성 검사

시안산에 의한 세포독성은 MTT의 대사 환원에 근거한

MTT 분석법 (assay)으로 측정하였다. ROS 17/2.8 세포는

96-well plate에 5,000 cells/well의 밀도로 접종한 후, 세포

가 plate 바닥에 부착하면 FBS-free DMEM 배지로 교체

하여 24시간 동안 세포의 증식을 정지시켰다. 2%의 FBS가

함유된 배지에 시안산을 0.0140 mmol/L의 농도로 48시간

동안 처리하고, 마지막 4시간 동안 10 µL의 MTT 용액(5

mg/mL)을 각 well에 첨가하여 37℃에서 반응시켰다. MTT

에 의해 형성된 보랏빛의 침전물인 formazan결정은 di-

methylsulfoxide (DMSO) 150 µL를 첨가하여 녹인 후,

Model 550 microplate reader (Bio-Rad Lab. Inc., Her-

cules, CA, 미국)로 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시안

산에 의한 세포독성은 다음의 식으로 나타내었다.

Cytotoxi city (%) = 1-
A570nm of sample-A570nm of blank

×100
A570nm of control-A570nm of blank

6. 카르바밀화 정도

시안산에 의한 아미노산과 단백질의 카르바밀화는

Horkko 등
17)
의 방법을 약간 수정하여 시행하였다. 즉, 각각

의 아미노산을 1 mmol/L가 되도록 PBS에 녹여 100 mmol/

L의 시안산과 혼합하여 phosphate buffer (pH 6.5)에 혼합

하여 37℃에서 48시간 반응시켰다. 각각의 단백질은 50

mg/mL가 되도록 PBS에 녹여 30 mmol/L의 시안산과 혼

합하여 phosphate buffer (pH 6.5)에 혼합하여 37℃에서

48시간 반응시켰다. 아미노산과 단백질을 각각 반응 후, PBS

(pH 7.4)으로 4℃에서 투석하여 잔존하는 시안산을 제거한

다음 동결건조하였다. 카르바밀화 정도는 TNBS를 이용하여

유리 아미노기의 소실을 측정하였다. 아미노산 혹은 단백질액

1 mL과 4% NaHCO3 (pH 8.4) 1 mL의 혼합액에 0.1%의

TNBS액 50 µL을 가한 다음 37℃에서 1시간 반응시켰다.

각 시료에 대한 흡광도를 340 nm에서 측정하여 TNBS 반

응성을 카르바밀화 되지 않은 각각의 아미노산 혹은 단백질

에 대한 흡광도의 백분율로 나타내었다.

7. 성적 검정

자료는 평균±표준편차로 표시하였고, 대조군과 실험군 사

이의 비교는 Student's t-test로 하였으며 통계학적 유의수

준은 p값이 0.05 미만인 것으로 하였다.

결 과

1. 시안산이 ROS 17/2.8 세포의 사멸에 미치는 영향

시안산이 ROS 17/2.8 세포주의 사멸에 미치는 영향을 알

아보기 위해 well 당 5×10
3
cells/100 µL 농도로 넣고 시안

산을 0.1-40 mmol/L 농도로 24시간 처리한 후 MTT 방법

으로 세포 사멸 정도를 측정하였을 때, 0.1 mmol/L 농도에

서는 시안산을 처리하지 않은 군과 별다른 차이가 없었으나,

1 mmol/L 이상의 농도에서는 세포 사멸이 유의하게 증가하

여 40 mmol/L에서는 약 90%가 사멸되었다 (Fig. 1).

Fig. 1. Cytotoxicity of cyanate on the ROS 17/2.8 cells.

Fig. 2. Morphological changes by cyanate in the ROS 17/2.8
cells. 0.1 mM to 20 mM means the concentration of
cyanate applied to the ROS 17/2.8. Osteoblasts were
detached and floated to the top of the culture dish,
and a monolayer was not formed in 20 mM of
cyanate.
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2. 시안산이 세포의 형태적 변화에 미치는 영향

대조군에서는 배양 플라스크에 부착하여 일정한 형태의 단

층을 유지한 반면, 시안산을 처리한 경우에는 농도가 증가함

에 따라 부유하기 시작하여 20 mmol/L의 시안산을 처리한

경우에는 대부분의 세포가 배양 플라스크에 부착되지 못하고

부유 상태로 존재하며, 단층을 형성하지 못하였다 (Fig. 2).

3. 극성 아미노산의 카르바밀화 정도

극성 아미노산인 Cys, Asn, Gln, Ser, Thr 및 Tyr을

TNBS 반응을 통해 자유 아미노기의 소실을 측정하였을 때,

Cys이 가장 적은 19%의 자유기 소실을 나타내었고, Asn

54%, Gln 45%, Ser 51%, Thr 55%, Tyr 51%로 모두

50% 내외의 비슷한 정도의 자유기 소실을 나타내었다 (Fig.

3).

4. 비극성 아미노산의 카르바밀화 정도

비극성 아미노산인 Ala, Phe, Gly, Ile, Leu, Met, Pro,

Val 및 Trp을 TNBS 반응을 통해 자유 아미노기의 소실을

측정하였을 때, Pro이 0%, Trp 32.4%의 자유기 소실을 나

타내었고, Ala 51%, Phe 54%, Gly 61%, Ile 44%, Leu

51%, Met 51%, Val 50%로 모두 50% 내외의 비슷한 정도

의 자유기 소실을 나타내었다. Pro의 자유기 소실이 없는 것

은 Pro이 이미노산이기 때문에 TNBS 반응을 할 아미노군

이 없는 결과라 생각된다 (Fig. 4).

5. 산성 및 염기성 아미노산의 카르바밀화 정도

산성 아미노산인 Asp와 Glu 그리고 염기성 아미노산인

His, Lys 및 Asn을 TNBS 반응을 통해 자유 아미노기의

소실을 측정하였을 때, 염기성 아미노산인 Asn이 35%의 자

유기 소실을 나타내었고, 나머지 아미노산 및 산성 아미노산

Fig. 3. The degree of carbamylation in polar amino acids.
One mM amino acids was carbamylated by incubation
at 37℃ with the 100 mM cyanate solution for 48
hours. The solution was followed exhaustive dialysis
at 4℃ against phosphate buffered saline, pH 7.4, to
remove excess cyanate. The extent of carbamylation
was monitored by following the loss of free amino
groups using trinitrobenzenesulphonic acid. Fifty µL
of 0.1 % trinitrobenzenesulphonic acid was added to
1 mL of dialyzed amino acid solution and 1 mL of
4% sodium hydrogen carbonate, pH 8.4, and this
was incubated for one hour at 37℃. Absorbance was
then measured at 340 nm against a sample blank, and
the trinitrobenzenesulphonic acid reactivity was ex-
pressed as a percentage of the absorbance obtained
for the non carbamylated amino acid. Abbreviations :
C, cysteine; N, aspargine; Q, glutamine; S, serine; T,
threonine; Y, tyrosine.

Fig. 4. The degree of carbamylation in nonpolar amino acids.
One mM amino acids was carbamylated by incubation
at 37℃ with the 100 mM cyanate solution for 48
hours. The solution was followed exhaustive dialysis
at 4℃ against phosphate buffered saline, pH 7.4, to
remove excess cyanate. The extent of carbamylation
was monitored by following the loss of free amino
groups using trinitrobenzenesulphonic acid. Fifty µL
of 0.1 % trinitrobenzenesulphonic acid was added to
1 mL of dialyzed amino acid solution and 1 mL of
4% sodium hydrogen carbonate, pH 8.4, and this was
incubated for one hour at 37℃. Absorbance was then
measured at 340 nm against a sample blank, and the
trinitrobenzenesulphonic acid reactivity was expre-
ssed as a percentage of the absorbance obtained for
the non carbamylated amino acid. Abbreviations : A,
alanine; F, phenylalanine; G, glycine; I, isoleucine; L,
leucine; M, methionine; P, proline; V, valine; W,
tryptophan.
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들은 각각 Asp 48%, Glu 47%, His 42% 및 Lys 45%로

약 50%의 비슷한 정도의 자유기 소실을 나타내었다 (Fig.

5).

6. 단백질의 카르바밀화 정도

단백질로는 알부민, 글로불린 및 혈색소를 사용하여

TNBS 반응을 통해 자유 아미노기의 소실을 측정하였을 때,

알부민이 19%의 자유기 소실을 나타내었고, -globulin 0%,

혈색소는 1.7%의 자유기 소실을 나타내어, 단백질 중에서는

알부민만이 상당량의 자유기 소실을 나타내었다 (Fig. 6).

단백질 중 상당량의 자유 아미노시 소실을 보인 알부민을

대상으로 농도 및 시안산과의 배양 시간별로 자유 아미노기

의 소실을 TNBS 반응을 총하여 측정하였을 때 농도에 따라

자유 아미노기의 소실의 증가를 보였으며 (Fig. 7), 시안산과

의 배양 시간의 증가에 따라 역시 자유 아미노기의 증가를

나타내었다 (Fig. 8).

7. 조골세포의 생존율에 대한 극성 아미노산의 영향

극성 아미노산인 Cys, Asn, Glu, Ser, Thr 및 Tyr이 조

골세포의 생존율에 미치는 영향을 보면, 이들 극성 아미노산

의 농도가 증가하면 세포의 생존율은 대체로 이들 아미노산

을 첨가하기 전 보다는 생존율이 증가하나 아미노산의 농도

가 증가함에 따라 감소하는 경향이었다 (Table 1). 조골 세

포에 시안산만을 첨가하면 세포의 생존율은 유의하게 감소하

였으며, 시안산에 의해 세포 생존율이 감소할 때 대부분의 극

성 아미노산은 세포 생존율을 증가시키지 않았으나, Tyr 만

이 시안산에 의해 감소되는 세포생존율을 증가시켰다 (Table

1). 또한 Tyr을 제외한 극성 아미노산 모두가 카르바밀화 정

도에 관계없이 생존율 변화는 비슷한 양상을 보여 카르바밀

화 반응과 방어 효과는 비례적인 관계를 나타내지는 않았으

며 특히, 가장 카르바밀화가 적게 일어나는 Cys도 같은 양상

을 보였다 (Table 1).

Fig. 6. The degree of carbamylation in proteins. One mM
amino acids was carbamylated by incubation at 37℃
with the 100 mM cyanate solution for 48 hours. The
solution was followed exhaustive dialysis at 4℃
against phosphate buffered saline, pH 7.4, to remove
excess cyanate. The extent of carbamylation was
monitored by following the loss of free amino groups
using trinitrobenzenesulphonic acid. Fifty µL of 0.1
% trinitrobenzenesulphonic acid was added to 1 mL
of dialyzed amino acid solution and 1 mL of 4%
sodium hydrogen carbonate, pH 8.4, and this was
incubated for one hour at 37℃. Absorbance was then
measured at 340 nm against a sample blank, and the
trinitrobenzenesulphonic acid reactivity was expressed
as a percentage of the absorbance obtained for the
non carbamylated amino acid. Abbreviations : A, al-
bumin; G, globulin; Hb, hemoglobin.

Fig. 5. The degree of carbamylation in acidic and basic
amino acids. One mM amino acids was carbamylated
by incubation at 37℃ with the 100 mM cyanate solu-
tion for 48 hours. The solution was followed exhaus-
tive dialysis at 4℃ against phosphate buffered saline,
pH 7.4, to remove excess cyanate. The extent of
carbamylation was monitored by following the loss
of free amino groups using trinitrobenzenesulphonic
acid. Fifty µL of 0.1% trinitrobenzenesulphonic acid
was added to 1 mL of dialyzed amino acid solution
and 1 mL of 4% sodium hydrogen carbonate, pH 8.4,
and this was incubated for one hour at 37℃. Absor-
bance was then measured at 340 nm against a
sample blank, and the trinitrobenzenesulphonic acid
reactivity was expressed as a percentage of the
absorbance obtained for the non carbamylated amino
acid. Abbreviations : D, aspartic acid; E, glutamic
acid; H, histidine; K, lysine; R, arginine.
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8. 조골세포의 생존율에 대한 비극성 아미노산의 영향

비극성 아미노산인 Ala, Phe, Gly, Ile, Leu, Met, Pro,

Val 및 Trp이 조골세포의 생존율에 미치는 영향을 보면, 이

들 비극성 아미노산의 농도가 증가하면 세포의 생존율은 대

체로 이들 아미노산을 첨가하기 전 보다는 생존율이 증가하

나 아미노산의 농도가 증가함에 따라 감소하는 경향이었다

(Table 1). 또한 비극성 아미노산들도 극성 아미노산들과 같

은 양상을 나타내었다. 즉, 조골 세포에 단순히 시안산만을

첨가하면 세포의 생존율은 유의하게 감소하였으며, 시안산에

의해 세포 생존율이 감소할 때 대부분의 비극성 아미노산은

세포 생존율을 증가시키지 않았으나, Leu과 Trp 만이 시안

산에 의해 감소되는 세포생존율을 증가시켰다 (Table 1). 또

한 Trp 및 Pro 등의 카르바밀화가 적게 일어나는 아미노산

도 생존율 변화는 비슷한 양상을 보여 카르바밀화 반응과 방

어 효과는 비례적인 관계를 나타내지는 않았다 (Table 1).

9. 조골세포의 생존율에 대한 산성 및 염기성 아미노산

아미노산의 영향

산성 아미노산인 Asp와 Glu 그리고 염기성 아미노산인

His, Lys 및 Arg이 조골세포의 생존율에 미치는 영향을 보

면, 이들 아미노산의 농도가 증가하면 세포의 생존율은 대체

로 이들 아미노산을 첨가하기 전 보다는 생존율이 증가하나

아미노산의 농도가 증가함에 따라 감소하는 경향이었다

(Table 1). 또한 산성 및 염기성 아미노산들도 비극성 및 극

성 아미노산들과 비슷한 양상을 나타내었다. 즉, 조골 세포에

단순히 시안산만을 첨가하면 세포의 생존율은 유의하게 감소

하였으며, 시안산에 의해 세포 생존율이 감소할 때 염기성 아

미노산은 세포 생존율을 증가시키지 않았으나, 산성 아미노산

인 Asp와 Glu는 시안산에 의해 감소되는 세포생존율을 증가

시켰다 (Table 1). 또한 카르바밀화가 적게 일어나는 Arg도

생존율 변화는 다른 염기성 아미노산들과 비슷한 양상을 보

여 카르바밀화 반응과 방어 효과는 비례적인 관계를 나타내

지는 않았다. 즉, 아미노산의 방어 효과에 일반적인 아미노군

Fig. 7. The degree of carbamylation in albumin depends on
concentration of cyanate. One mM amino acids was
carbamylated by incubation at 37℃ with the 100
mM cyanate solution for 48 hours. The solution
was followed exhaustive dialysis at 4℃ against
phosphate buffered saline, pH 7.4, to remove excess
cyanate. The extent of carbamylation was monitored
by following the loss of free amino groups using
trinitrobenzenesulphonic acid. Fifty µL of 0.1% trini-
trobenzenesulphonic acid was added to 1 mL of
dialyzed amino acid solution and 1 mL of 4% sodium
hydrogen carbonate, pH 8.4, and this was incubated
for one hour at 37℃. Absorbance was then measured
at 340 nm against a sample blank, and the trinitro-
benzenesulphonic acid reactivity was expressed as
a percentage of the absorbance obtained for the non
carbamylated amino acid.

Fig. 8. The degree of carbamylation in albumin depends on
incubation time. One mM amino acids was carbamy-
lated by incubation at 37℃ with the 100 mM cyanate
solution for 48 hours. The solution was followed
exhaustive dialysis at 4℃ against phosphate buffered
saline, pH 7.4, to remove excess cyanate. The extent
of carbamylation was monitored by following the
loss of free amino groups using trinitrobenzenesul-
phonic acid. Fifty µL of 0.1% trinitrobenzenesulphonic
acid was added to 1 mL of dialyzed amino acid solu-
tion and 1 mL of 4% sodium hydrogen carbonate,
pH 8.4, and this was incubated for one hour at 37℃.
Absorbance was then measured at 340 nm against a
sample blank, and the trinitrobenzenesulphonic acid
reactivity was expressed as a percentage of the
absorbance obtained for the non carbamylated
amino acid.
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에 의한 영향만을 보여주었고 아미노산의 분류에 의한 방어

효과의 변화는 나타내지 않았다 (Table 1).

10. 조골세포의 생존율에 대한 단백질의 영향

알부민 0.5, 5 및 50 mg/mL을 첨가하였을 때 세포 생존

율은 알부민을 첨가하지 않은 대조군과 별다른 차이를 보이

지 않았다. 시안산만을 첨가하면 세포의 생존율은 시안산을

첨가하지 않은 군에 비해 38%의 생존율 감소를 보였으나,

시안산과 알부민을 동시에 첨가하면 생존율은 대조군에 비해

155% 정도의 증가를 보였다. 이러한 증가는 알부민을 0.5

mg/mL에서 50 mg/mL로 증가함에 따라 증가하였다

(Table 1).

글로불린과 혈색소는 시안산과 동시에 세포배양액에 첨가

하도 생존율은 시안산 첨가 군에 비해 약간의 생존율 증가를

보였을 뿐 알부민과 같은 방어 효과는 나타내지 않았다

(Table 1).

고 찰

말기 신부전 환자에서 신성 골이영양증은 이들 환자의 이

병율을 증가시키고 삶의 질을 떨어뜨리는 중요한 원인으로

부갑상선 호르몬과 비타민 D의 조절 장애가 주요 병인기전으

로 알려져 왔다
2-5)

. 그러나 최근의 연구들에서 이러한 호르몬

의 장애와 더불어 골재형성과정이 신성 골이영양증의 발병에

관여함이 알려져 있으며 골재형성에 주요 기능을 담당하고

있는 파골세포 및 조골세포의 수적 이상, 기능 이상 및 이들

세포에 영향을 주는 다양한 사이토카인 및 성장인자에 대한

연구가 활발히 이루어지고 있다
7, 8)

. 특히 조골세포는 골기질

의 생산과 무기질화에 관여하는 세포로써 여러 단계의 분화

과정을 거쳐 활성화되며 부갑상선호르몬, 인슐린양 성장인자

(insulin-like growth factor, IGF), 골형성단백 (bone mo-

rphogenetic proteins), 섬유아세포 성장인자 (fibroblast

growth factor), transforming growth factor-β (TGF-

Table 1. Effect of Amino Acids and Proteins on Cell Viability

Cyanate free Cyanate (10 mmol/L) treated

A1 A2 A3 A1 A2 A3

Control

Ala

Arg

Asp

Asn

Cys

Gln

Glu

Gly

His

Ile

Leu

Lys

Met

Phe

Pro

Ser

Thr

Trp

Tyr

Val

Albumin

Globulin

Hemoglobin

100±1.0

134±8.5
*

118±12.7
*

119±6.2
*

119±6.2

176±7.0
*

109±0.6
*

107±1.5
*

163±15.9
*

177±6.4
*

87±2.1
*

105±1.2
*

91±6.6

160±9.2
*

93±3.5
*

87±4.0
*

94±6.0

88±4.0
*

102±5.8

163±1.7
*

89±1.5
*

182±12.7

103±2.3

100±1.0

100±1.2

131±5.6
*

145±4.4
*

100±2.0

100±2.0

173±2.5
*

108±4.2
*

104±6.7

139±4.9
*

170±5.5
*

96±4.6

90±1.5
*

93±6.0

174±5.1
*

89±3.8
*

86±5.7
*

93±3.8

90±4.9
*

86±2.6
*

115±18.5

93±2.1
*

145±4.4

99±3.2

91±2.1
*

100±0.9

142±6.2
*

85±1.0
*

52±1.2
*

52±1.2

158±5.0
*

106±1.0
*

101±6.7

117±10.2
*

124±5.1
*

97±2.5

64±2.1
*

85±8.3

64±6.9
*

73±4.0
*

81±6.0
*

98±0.6

89±5.1
*

60±1.0
*

52±3.8
*

95±3.2
*

85±1.0

104±1.5
*

117±0.6
*

62±4.2‡

61±2.5‡

63±5.3‡

68±4.2‡

68±4.2‡

63±1.7‡

95±5.6†, ‡

68±2.1‡

58±2.3‡

58±1.8‡

51±3.6†, ‡

73±1.3†, ‡

56±0.7‡

62±1.3†, ‡

56±1.2‡

60±6.1‡

50±1.3†, ‡

59±4.4‡

72±4.1†, ‡

68±1.8‡

46±2.0†, ‡

63±5.3†, ‡

72±1.5†, ‡

74±4.3†, ‡

62±4.1‡

62±5.1‡

60±4.9‡

70±4.6‡

70±4.6‡

57±2.0‡

100±3.5†

79±15.0

59±2.1‡

58±0.9‡

53±2.4†, ‡

75±2.2†, ‡

53±1.9†, ‡

62±0.6‡

50±2.8†, ‡

55±1.2‡

51±1.1†, ‡

55±4.5‡

74±9.6

71±4.2‡

59±3.0‡

60±4.9†, ‡

71±3.7‡

73±1.4†, ‡

62±4.5‡

59±8.8‡

51±4.1†, ‡

89±4.6†, ‡

89±4.6†, ‡

46±2.0†, ‡

69±4.5‡

118±6.2†, ‡

61±10.2‡

51±0.5†, ‡

60±2.6‡

89±3.6†, ‡

42±1.1†, ‡

50±1.9†, ‡

39±1.3†, ‡

54±0.9†, ‡

44±1.3†, ‡

74±7.3‡

91±5.5†, ‡

72±4.4‡

57±1.7‡

51±4.1†, ‡

80±1.0†, ‡

83±3.6†, ‡

A1: 0.1 mmol/L amino acid or 0.5 mg/mL of protein; A2: 1 mmol/L amino acid or 5mg/mL protein; A3: 10 mmol/L amino
acid or 50 mg/mL protein.

*
p<0.05 vs. control group without cyanate treatment; †p<0.05 vs. control group with cyanate

treatment; ‡p<0.05 vs. the cyanate non-treated group (cyanate free group) in the same amino acid or protein concentration.
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β) 등 다양한 사이토카인의 영향을 받아 골형성에 관여하는

것으로 알려져 있으며
18)
, 조골세포는 요독 물질에 의해서도

그 활성이 영향을 받는 것으로 알려져 있다. 요독 중 특히 시

안산은 요소로부터 전환되어 생성되며
19)
신장 기능이 감소함

에 따라 요소의 증가와 함께 증가한다. 시안산은 단백질의 아

미노기와 결합하는 카르바밀화 반응을 일으키는 데 이러한

카르바밀화 반응은 효소
19)
, 호르몬

20-22)
및 구조 단백질

23 , 24)

의 기능과 구조적인 변형을 초래하며, 조골세포에서 세포자멸

사를 유발하는 것으로 알려져 있다. 즉, 시안산은 조골세포에

서 활성세포 생성, 비활성형의 caspase-8 단백질 발현의 감

소와 활성형의 caspase-8의 발현 증가 유도, caspase-3의

발현 증가, 활성화된 caspase-3를 통한 poly-(ADP-ribose)

-polymerase와 retinoblastoma (Rb) 단백질 등의 기질 절

단 유발, nuclear factor-κB 발현 감소 등을 통해 세포자멸

사를 유발하는 것으로 알려져 있다
10)
.

본 연구를 통해 시안산에 의한 조골세포의 생존율의 감소

를 유의하게 방지한 아미노산은 Asp, Glu, Leu, Trp 및

Tyr이었다. Leu, Trp 및 Tyr은 모두 비극성 아미노산이며

Glu 및 Asp는 극성 아미노산으로 알려져 있다
25)
. 또한 극성

아미노산 중 많은 아미노산과 비극성 아미노산의 많은 수가

방어 효과를 나타내지 않았다. 따라서 극성 혹은 비극성이란

특징이 방지 효과에 영향을 미친 것으로는 생각되지 않는다.

Leu 및 Trp은 영양상 필수 아미노산으로 알려져 있으므

로
26)
이들이 조골세포 성장에 특히 영향을 주는 물질이기 때

문에 조골세포의 생장에 충분한 영양 공급원이 되었을 가능

성은 있으나, 필수 아미노산으로 알려진 Arg, His, Ile, Lys,

Met, Phe, Thr 및 Val
26)
은 Leu 및 Trp과 같은 효과를 나

타내지 않았다. 따라서 필수 아미노산 혹은 비필수 아미노산

이란 특징이 시안산에 의한 손상에 대한 방어 효과를 나타낸

것으로 생각되지는 않으며, 이에 대한 연구는 추후 시행되어

야 할 것으로 생각된다.

한편, Glu 및 Asp는 비필수 아미노산인지만 시안산에 의

한 조골세포 생존율 감소를 방지하였다. 이는 Glu 및 Asp는

산성 아미노산으로 β-carboxyl 군의 pK값이 4.0내외로 생

리적 pH에서는 다른 아미노산에 비해 carboxyl 이온은 하나

더 가지고 있는 것으로 알려져 있다
25)
. 따라서 이들이 시안산

에 의한 조골세포의 생존 억제를 줄인 것은 시안산과 같은

음 이온을 하나 더 가지고 있음으로 해서 시안산의 음이온의

작용을 방해한 것으로 생각된다. 즉, 시안산의 작용이 강한

음이온의 작용에 의한 것인데 산성 아미노산들이 음이온을

가지고 있음으로 이로 인해 시안산과 경쟁적인 작용을 하게

되고 이로 인해 Glu 및 Asp가 조골세포의 생존율을 향상시

킨 것으로 생각된다.

염기성 아미노산인 Arg 및 Lys은 전혀 시안산에 의한 조

골세포 억제를 방지하지 못하였다. 이는 이들 아미노산들의

아미노 군의 pK값이 9.0 이상
25)
이기 때문으로 생리적 pH에

서는 전혀 그 기능을 수행하지 못함을 나타낸다고 생각된다.

Tyr은 비필수 아미노산이며, 산성 아미노산도 아니지만

시안산에 의한 조골세포 생존율 감소를 방지하였다. 이는

Tyr이 수산화기를 가지고 있어서
25)
이것이 해리되어 OH-기

로 됨으로서 Glu 및 Asp와 같은 효과를 나타낸 것으로 생각

되나 보다 자세한 이유는 추후 연구해 보아야할 것으로 생각

된다.

단백질 중 알부민 만이 시안산에 의한 조골세포 생존율 감

소를 방지하였다. 이는 알부민이 각종 약물 및 독소들과 결합

하는 능력이 있음
27)
으로 시안산과 결합하여 시안산의 효과를

감소시킨 결과로 생각된다. 특히 알부민 순수 정제 액에 시안

산을 넣고 알부민 자신이 카르바밀화되는 정도를 관찰하였을

때 알부민의 농도에 따라, 시안산과의 배양 시간이 경과함에

따라 증가되는 양상을 나타내었다. 따라서 이는 알부민이 시

안산과 쉽게 결합하여 시안산에 의한 손상을 줄여주는 물질

로 작용할 수 있음을 나타내는 것으로 생각된다.

이상의 실험 결과로부터 Asp, Glu, Leu, Trp, Tyr 및 알

부민이 시안산에 의한 조골세포 생존율 감소를 방지하는 것

으로 생각된다.

요 약

목 적:신성 골이영양증은 말기 신부전 환자의 이병율을

증가시키고 삶의 질을 떨어뜨리는 중요한 원인으로, 부갑상선

호르몬과 비타민 D의 조절 장애가 주요 병인으로 알려져 왔

으며, 조골세포에 대한 요독의 억제 작용도 관여하는 것으로

알려져 있다. 이러한 요독 중 시안산은 요소로부터 전환되어

생성되며 신장 기능이 감소함에 따라 요소의 증가와 함께 증

가하는데, 특히 조골세포에서 세포자멸사를 유발하는 것으로

알려져 있다. 이 연구에서는 시안산이 음전하를 가지고 있음

으로, 아미노 군을 가진 아미노산 및 각종 약물 및 독소들과

결합 능력을 가진 알부민 등의 일부 단백질을 이용하여 시안

산에 의한 조골세포 손상을 방지할 수 있는지를 알아보고자

하였으며 이를 통해 신성 골이영양증을 방지하는 방법을 제

시하고자 하였다.

방 법:골육종 세포주인 ROS 17/2.8 세포를 사용하여 시
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안산을 0-40 mmol/L 첨가한 후 MTT 측정법으로 세포에

대한 독성을 측정하였다. 아미노산은 0.1-10 mmol/L가 되

도록 가하여 시안산에 의한 세포 독성 감소 효과를 관찰하였

으며, 알부민 및 각종 단백질들은 50 mg/mL의 농도가 되도

록 첨가하여 그 결과를 관찰 하였다. 또한 아미노산과 알부민

을 비롯한 각종 단백질의 카르바밀화 정도는 TNBS 반응으

로 자유 아미노기의 양을 측정하여 계산하였다.

결 과:연구 결과 20종의 아미노산은 50% 내외의 자유기

소실을 나타내었으나 각 아미노산 별 자유기 소실 정도 아미

노산 특성에 따른 차이를 나타내지 않았다. 단백질 중에서 알

부민은 약 20%의 자유기 소실을 나타내었으나 혈색소와 면

역 글로불린은 자유기 소실을 나타내지 않았다. 또한 특히 알

부민 순수 정제 액에 시안산을 넣고 알부민 자신이 카르바밀

화되는 정도를 관찰하였을 때 알부민의 농도에 따라, 시안산

과의 배양 시간에 따라 증가되는 양상을 나타내었다. 세포 생

존율에 미치는 실험에서 Asp, Glu, Leu, Trp 및 Tyr이 시

안산에 의한 조골세포의 생존율의 감소를 유의하게 방지하였

다. 또한 단백질 중에서는 알부민 만이 시안산에 의한 조골세

포 생존율 감소를 방지하였다.

결 론:이상의 실험 결과로부터 Asp, Glu, Leu, Trp,

Tyr 및 알부민이 시안산과 반응하여 자신이 카르바밀화 됨

으로써 시안산 의한 조골세포 생존율 감소를 방지하는 것으

로 생각된다.
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