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1. 서 론

강직척추염(ankylosing spondylitis)이란 염증성 요통, 말초관절염, 골

부착부염을 특징으로 하는 만성 염증성 질환으로, 전 인구의 0.5% - 1%의 

유병률을 나타낸다(1,2). 보통 30대 이전의 젊은 남성으로부터 시작되며, 

관절 변형은 개인적 삶의 질 저하로 이어질 수 있다(3). 

강직척추염의 발병기전은 완전히 밝혀지지 않았지만, 면역학적 기전이 

작용할 것으로 생각하고 있다. 일반적으로 발뒤꿈치, 앞가슴뼈 등 힘줄이 

뼈에 붙는 부위에 염증이 발생하며 시작된다. 해당 부위의 염증이 가라앉

으면서, 척추에는 새로운 골이 과도하게 형성된다. 사이토카인 중에서 종

양괴사인자 알파(tumor necrosis factor-α, TNF-α)가 면역병리에 중요한 

역할을 한다고 알려져 있다(4). 이러한 강직척추염의 치료를 위해서는 비

스테로이드성 항염제, 항TNF제제 등이 사용되고 있으나, 결핵 또는 감염 

등 부작용이 발생할 수 있으며, 아직까지 강직척추염을 완치시킬 수 있는 

치료법은 없다(5).

보체계(complement system)는 면역체계의 일부로서, 항체와 대식세포의 

기능을 촉진시켜 염증반응의 증진 또는 병원체의 세포막을 공격하는 역할

을 한다. 보체계 활성화에는 고전적 경로(classical complement pathway), 

대체 경로(alternative pathway) 및 렉틴 경로(lectin pathway)가 있다

(6). Complement factor H-related protein 5(CFHR5)는 대체 경로에서 중

요한 역할을 하는 complement factor H와 관련이 있으며, complement 

3(C3)와 결합하여 활성을 돕는다고 알려져 있다(7). 강직척추염의 혈청과 

활액에서 단백체 분석을 한 결과, CFHR5의 발현이 높게 나타난다는 연구 

결과가 있다(8,9).

강직척추염은 다른 관절염과는 다르게 뼈를 파괴하는 것이 아닌 형성하

는 질환이다. 염증 손상을 입은 뼈는 인대골증식(syndesmophyte)을 형성하

고, 시간이 지나며 관절강직(ankylosis)을 일으킨다(1). 관절강직은 염증 
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자극에 의해 뼈의 파괴 및 형성이 반복적으로 발생하였기 때문에 나타나는 

현상이다. 골의 발생은 중간엽줄기세포(mesenchymal stem cell, MSC)가 조

골세포(osteoblast)로 분화된 후, 연골내 골화(endochondrial 

ossification), 막내 골화(intramembranous ossification)로 이어지면서 

무기질이 침착되어 생성된다. 일반적으로 분화기, 성숙기, 석회화가 순차

적으로 일어난 후 골을 형성한다(10). MSC는 조골세포뿐만 아니라 근육, 

지방세포, 연골로 분화되는 다 분화능 세포이다(11-13). 뼈 조직의 특이적

인 전사인자가 오랫동안 발견되지 않았기 때문에, 조골세포의 분화에 관한 

분자생물학적 연구는 다른 분야에 비해 상당히 뒤떨어져있다. 조골세포가 

분화되는 동안 알칼리인산분해효소(alkaline phosphatase, ALP), 

osteopontin(OPN)가 활성화된다(14). 조골세포의 생성과 분화를 지배하는 

유전자인 runt- related transcription factor 2(Runx2)는 조골세포의 분

화에 관여하며(15), 이것이 결손된 마우스에서 뼈의 생성이 완전히 억제가 

되는 것을 확인하였다(16,17). 

강직척추염을 정확하게 반영하는 시험관 내(in vitro) 및 생체 내(in 

vivo) 모델을 구축하는 것은 쉽지 않다. 최근 강직척추염 환자의 MSC에서 

건강한 대조군보다 더 큰 조골세포 활성을 일으킨다는 연구가 있다(18). 

강직척추염 환자의 척추뼈에서 직접 분리 배양한 골전구세포

(osteoprogenitor cell)는 인간 조골 세포를 반영할 수 있다(19). 강직척

추염 환자에서 염증성 사이토카인 및 염증 지수가 유의하게 높았으나, 염

증이 뼈 형성에 미치는 기전은 밝혀진 바가 없다.

SKG 마우스는 T세포의 세포 내 신호전달에 중요한 물질인 

zeta-associated protein of 70 kD(Zap-70) 돌연변이를 발생시킨 동물모델

이다. Curdlan을 투여하여 Th17 세포 중심으로 관절염을 유발하는데(20), 

말초관절염(peripheral arthritis), 골부착부염(enthesitis) 및 염증성 장 

질환을 동반한다(21). Curdlan과 같은 β-glucan을 마우스에 주입하였을 

때, interleukin 17A, interleukin 22 그리고 interleukin 23이 말초관절

염과 척추 강직증을 일으킨다(22,23). 최근 연구에서는 SKG 마우스가 인간 
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강직척추염의 특성을 가장 유사하게 나타낸다고 알려져 있으며, in vivo 

모델로 활발하게 사용되고 있다(24,25).

이 연구를 시작하기에 앞서, 선행연구를 통해 강직척추염, 류마티스관절

염(rheumatoid arthritis), 골관절염(ostarthritis) 및 통풍(gout)의 활액

(synovial fluid)에서 단백체 분석을 실시하였다. 그 결과, 강직척추염의 

활액에서 특이적으로 상향 조절 된 보체계 단백질 4군(CFHR5, complement 

component C9, mannose-binding protein C, complement C4-A)을 발굴하였

다(9). 그 중 CFHR5는 Western blot을 통해 검증을 마쳤으며, 강직척추염

의 중요한 바이오마커 후보이다.

본 연구에서는 CFHR5를 강직척추염의 바이오마커 후보로 선정하였다. 

CFHR5의 유도에 따른 효과를 확인하기 위해, 강직척추염의 in vitro 모델

로 조골세포주, 골전구세포를 선정하였으며, in vivo 모델로 SKG 마우스를 

활용하였다. 이를 바탕으로 강직척추염의 세포 및 동물 모델의 기반을 다

질 수 있으며, 진단 및 치료 지표를 발굴할 수 있다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 연구 대상 및 시료 수집:

이 연구는 계명대학교 동산병원과 한양대학교병원 연구윤리심의위원회

(2021-10-046, 2020-01-055, 2014-05-001, 2014-05-002)의 승인을 받았으

며, 환자의 동의를 얻은 후에 진행하였다. 모든 강직척추염(26), 류마티스

관절염(27), 골관절염(28), 통풍관절염(29) 대상자들은 각 1984 modified 

New York classification criteria, 1987 American College of 

Rheumatology classification criteria를 만족한다. 활액은 무릎관절 통증 

및 부기가 있어 내원한 환자를 대상으로 관절천자(arthrocentesis)를 시행

하여 수집하였다. 천자 중 혈액이 오염된 경우는 제외하였으며, 각각의 질

환 이외의 원인으로 활액이 생성된 경우도 제외하였다. 채취된 활액은 

2,500 rpm으로 10분간 원심분리한 후, 각 시료별로 상층액 1 mL씩 5 vial, 

침전물 1 vial을 계명대학교 동산병원 인체자원은행을 통해 –80 ℃에 보관

하였다. 활막절제술을 시행하는 환자에게 활막조직을 얻었으며, 활막세포

(fibroblast-like synoviocytes)로 분리하여 –196 ℃에 보관하였다. 강직

척추염 및 교통사고 외상 환자의 후관절(facet joint)에서 수술을 통해 척

추 골조직을 채취하였으며, 골전구세포로 분리하여 –196 ℃에 보관하였다.

2.2. 효소면역측정법(enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA):

활액 CFHR5의 농도는 인간 CFHR5 ELISA kit(NBP2-75250; NOVUS, 

Centennial, CO, USA)를 이용하여 측정하였다. CFHR5 항체가 도포되어 있

는 96 well에 표준 시약(0 – 10 ng/mL) 및 시료를 100 µL씩 넣고 37 ℃에
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서 90분간 반응시켰다. 시약 및 시료를 제거한 후, 부착 항체(detection 

antibody) 100 µL를 넣고 37 ℃에서 60분간 반응시켰다. 3회 세척 후, 결

합 용액(conjugate) 100 µL를 넣고 37 ℃에서 30분간 반응시켰다. 5회 세

척 후, 기질액(substrate reagent) 90 µL를 넣고 빛을 차단하여 37 ℃에서 

15분간 반응시켰다. 차단액(stop solution) 50 µL를 첨가한 후, victor 3 

1420 multilabel counter(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)를 사용하여 

450 nM에서 흡광도를 측정하였다. 유의성을 확인하기 위해 실험은 3번 반

복으로 수행하였다. 활액 CFHR5의 농도는 표준농도곡선에 의거하여 계산하

였고 표준농도곡선의 상관계수(R2)는 0.995이었다.

2.3. 활막세포 분리 및 배양:

활막조직을 잘게 잘라준 후, type II collagenase(Gibco, Waltham, MA, 

USA) 0.5 mg/mL가 포함된 무혈청 Dulbecco's minimum Eagle’s 

medium(DMEM)(Welgene, Gyeongsan-si, Korea) 배지에 37 ℃로 2시간 동안 

배양하였다. 분리된 세포를 거르기 위해 멸균거즈에 여과 후, 3,000 rpm으

로 5분 동안 원심분리 하였다. 침전물을 phosphate-buffered 

saline(PBS)(Welgene)에 세척 후 3,000 rpm으로 5분 동안 원심분리하는 과

정을 두 번 반복하였다. 활막세포는 5% CO2, 37 ℃ 조건에서 배양하였으며, 

배지로는 10% fetal bovine serum(FBS)(Welgene), 1% 

penicillin-streptomycin(Hyclone, Logan, UT, USA)을 첨가하여 사용하였

다. 림프구와 대식세포 오염을 피하기 위해 4 – 7회 계대배양한 활막세포

를 사용하였다(30).

2.4. 골전구세포 분리 및 배양:

강직척추염과 교통사고 외상의 수술 환자 척추뼈를 10 - 20 mm³크기로 

잘라준다. 비부착 골수세포를 제거하기 위해 PBS 세척을 5회 한 후, 집게
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와 가위를 사용하여 뼈에 붙은 연조직과 근육을 완전히 제거하였다. 성장

배지로는 10% FBS(JR Scientific, Woodland, CA, USA), 1% 

penicillin-streptomycin이 포함된 DMEM을 사용하였으며, 5% CO2, 37 ℃ 

조건에서 배양하였다. 주 2회 배지를 교체하였고, 배양은 한 달간 유지하

였다. 뼈 조각으로부터 분리된 골전구세포는 2 - 3회 계대배양하여 사용하

였다(19).

2.5. 조골세포주 배양:

생쥐 두개관 조골세포주 MC3T3-E1 cells은 American Type Culture 

Collection(ATCC, Manassas, VA, USA)에서 구입하였다. 성장배지로는 10% 

FBS, 1% penicillin-streptomycin이 포함 된 α-minimum essential medium 

(without ascorbic acid; Welgene)을 사용하였으며, 5% CO2, 37 ℃ 조건에

서 배양하였다. 조골세포 분화를 유도하기 위해 50 μg/mL ascorbic acid

와 10 mmol/L β-glycerophosphate(Sigma, St. Louis, MO, USA)를 배지에 

첨가하였으며, 3일마다 배지를 교체하였다(31).

2.6. Western blot 분석:

활막세포(20 × 104 Cells), MC3T3-E1 cells(10 × 104 Cells)을 6 well 

배양접시에 부착시킨 후 약물을 처리하였다. 세포를 PBS로 세척한 후 세포

용해완충액, 단백질분해효소 억제제, 인산가수분해효소 억제제를 넣고 얼

음 위에서 15분 동안 반응시켰다. 4℃, 12,000 rpm으로 15분 동안 원심분

리한 후, bicinchoninic acid(BCA) protein assay kit(Thermo Fisher 

Scientific, Rockford, IL, USA)를 사용하여 단백질 농도를 측정하였다. 

단백질을 30 μg으로 정량하여 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis로 전기영동한 후 겔에서 nitrocellulose 

membrane(Amersham, Chicago, IL, USA)으로 단백질을 이동시켰다. 5% skim 
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milk와 0.05% tween-20이 함유된 TBS-T(20 mM Tris pH 7.5, 137 mM NaCl, 

0.05% Triton X-100)를 사용하여 membrane을 1시간 이상 blocking한 후, 

일차항체를 4 ℃에서 밤새 반응시키고 이차항체는 실온에서 1시간 동안 반

응시켰다. 일차항체는 β-actin(1:5000; Sigma), interleukin 1 β(IL-1

β)(1:1000; Millipore, Billerica, MA, USA), interleukin 

6(IL-6)(1:1000; Abcam, Cambridge, UK), cytochrome c oxidase subunit 

2(COX2)(1:1000; Santa cruz, Dalls, TX, USA), OPN(1:1000; Abcam), 

RUNX2(1:1000; Abcam)을 사용하였다. 이차항체는  peroxidase affiniPure 

donkey anti-mouse igG(H + L), peroxidase-conjugated affiniPure donkey 

anti-rabbit igG(H + L)(Jackson Immunoresearch, Baltimore, MD, USA)을 

사용하였다. Blotting된 membrane을 Immobilon Western(Millipore)으로 발

광시킨 후, 이미지 분석 장비(Fusion Solo 6S; Vilber Lourmat, 

Marne-La-Vallée, France)로 특정 단백질의 발현을 확인하였다. 유의성을 

확인하기 위해 실험은 3번 반복으로 수행하였다.

2.7. ALP 활성 측정:

강직척추염 및 정상대조군 골전구세포를 96 well 배양접시에 1 × 104 

Cells로 분주하여 16시간 동안 부착시켰다. MC3T3-E1 cells 세포를 24 

well 배양접시에 2 × 104 Cells으로 분주하여 16시간 동안 부착시켰다. 

조골세포 분화를 유도하기 위해 성장배지에 50 µg/mL ascorbic acid와 10 

mmol/L β-glycerophosphate(Sigma)를 첨가하였고, CFHR5 재조합단백질

(R&D, Minneapolis, MN, USA)을 0 - 1000  ng/mL 농도로 0 – 10일 처리하

였다. 세포 분화 정도는 ALP colorimetric assay kit(Biovision, 

Milpitas, CA, USA)를 이용하여 활성도 평가를 하였다. 제조사의 지침에 

따라 세포는 검정 완충액(assay buffer)으로 용해시켜 사용하였다. Victor 

3 1420 multilabel counter(Perkin Elmer)를 사용하여 405 nM의 흡광도로 

활성을 측정하였다. 단백질 값을 보정하기 위해 BCA assay를 통해 단백질 
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농도를 측정하였다. 재현성을 확인하기 위해 실험은 3번 반복으로 수행하

였다.

2.8. 골 석회화 형성도 측정:

2.8.1. Alizarin–red 염색(ARS):

강직척추염 및 정상대조군 골전구세포를 96 well 배양접시에 1 × 104 

Cells로 분주하여 16시간 동안 부착시켰다. MC3T3-E1 cells 세포를 24 

well 배양접시에 2 × 104 Cells/500 μL로 분주하여 16시간 동안 부착시

켰다. 골 석회화를 유도하기 위해 성장배지에 50 µg/mL ascorbic acid와 

10 mmol/L β-glycerophosphate를 첨가하였고, CFHR5 재조합단백질을 0 - 

1000  ng/mL 농도로 14 – 28일 처리하였다. 포르말린으로 고정한 세포를 

alizarin-red 염색약(Vitrovivo, Rockville, MD, USA)에 15분간 염색하였

다. 염색 된 세포를 증류수로 3회 세척 후 광학 현미경으로 관찰하였다. 

재현성을 확인하기 위해 실험은 3번 반복으로 수행하였다.

2.8.2. von Kossa 염색:

강직척추염 및 정상대조군 골전구세포의 분리 및 부착과 약물 처리 조건

은 2.8.1.에 기술된 바와 같이 수행하였다. 세포를 10% 포름알데히드로 고

정한 후 암실에서 2% silver nitrate 용액으로 10분간 반응시켰다. 증류수

로 세척하고 밝은 광선에 15분간 노출하였다. 재현성을 확인하기 위해 실

험은 3번 반복으로 수행하였다.

2.8.3. Hydroxyapatite(HA) 염색:

강직척추염 및 정상대조군 골전구세포의 분리 및 부착과 약물 처리 조건

은 2.8.1.에 기술된 바와 같이 수행하였다. 제공된 제조업체의 지침

(PA-1503; Lonza, Basel, Switzerland)에 따라 HA 염색을 하였다. 골전구
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세포를 PBS로 세척한 후, 에탄올을 사용하여 실온에서 20분 동안 고정시켰

다. 고정된 세포를 osteoimage 염색 용액으로 30분 동안 염색한 후 세척 

완충액으로 세척하였다. 형광 현미경(Nikon, Minato, Toyko, Japan)을 사

용하여 염색된 세포를 관찰하였다. 재현성을 확인하기 위해 실험은 3번 반

복으로 수행하였다.

2.9. 강직척추염 유도 동물모델:

모든 실험은 동물 관리 및 사용위원회의 승인(HYU IACUC-H-2018-019A)을 

받았으며 실험 동물 복지법, 실험동물관리 및 이용지침에 따라 실시하였

다. Balb/c 배경의 SKG 마우스는 Sakaguchi 교수(Kyoto대학, Kyoto, 

Japan)로부터 제공받았으며 강직척추염 마우스 모델링을 위해 사용되었다

(32). 실험동물은 specific pathogen free(SPF) 시설에서 12주까지 키워 

실험에 사용하였다. 생후 8주령의 실험용 SKG 수컷 마우스 10마리[대조군

(PBS, n = 5), 실험군(CFHR5 재조합단백질, n = 5)]를 준비한 후, curdlan 

(3 mg/kg)을 0, 2주째에 복강 내 주사하였다. 5주간 PBS 및 CFHR5 재조합단

백질(0.5 mg/kg)을 주 2회씩 복강 내 주사하였고, 그 후 마우스가 희생되

기까지 5주간 질병 활성도의 변화를 관찰하였다(Figure 1). 5주 동안 마우

스의 발두께 및 몸무게를 측정하였다.

2.10. 영상 의학적 평가:

마우스의 양쪽 발목에 이소성 뼈(ectopic bone)의 생성 여부를 관찰하기 

위해 micro-computed tomography(CT) 촬영을 하였다. 사용한 장비는 

SKYSCAN 1272 ex-vivo micro-CT(Bruker, Billerica, MA, USA)이며, CT 스

캔 파라미터를 60kV 강도, 166μA, Al 0.25 mm 필터 사용, 회전 단계 0.6 

°, 9.00 μm pixel resolution로 설정하였다. 이미지 분석을 위해, 단면 

회전(DataViewer), 분석(CTAn), 3차원 화상 생성(CTAn+CTVol)을 사용하였
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다.

2.11. 조직형태학적 평가:

실험이 끝난 후 마우스를 희생시켜 발목 관절을 절취하였다. 마우스의 

발 뒷꿈치 부분에서 활막염 및 부착염의 생성유무에 따른 조직학적 차이를 

조사하기 위해 Hematoxylin & Eosin(H&E)법으로 염색하였다. 이소성 뼈의 

생성 및 연골 파괴 정도를 확인하기 위해 Safranin-O 염색을 시행하였다. 

발목 관절 조직은 10% 포르말린 용액에 넣고 실온에서 2일 동안 고정하였

다. 5.5% Ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA)(VWR Chemicals, Radnor, 

PA, USA)용액을 넣고 일주일 동안 탈회 후 파라핀에 포매 시키고 약 3.5 

μM 두께로 만든 절편을 탈 파라핀 시켰다. 그 후, H&E와 

Safranin-O(Sigma)로 염색하여 슬라이드 표본을 만들었고, 광학 현미경으

로 관찰하였다.

2.12. 통계적 처리:

각 실험 결과에 대한 측정은 Microsoft Office Excel 2016(Microsoft, 

Raymond, WA, USA)을 사용하여 평균과 표준편차를 계산하였다. 유의성은 

대조군에 대한 Student’s t-test로 비교하였으며, p값이 0.05 미만일 경

우 유의하다고 판단하였다.
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3. 성 적

3.1. 강직척추염과 골관절염에서 CFHR5 발현 확인: 

실험군으로 강직척추염(n = 24) 그리고 대조군으로 골관절염(n = 26)을 

선정하여 활액을 수집하였다. 강직척추염 환자군의 평균 나이는 37 ± 

10.2세, 남성의 비율이 75.0%였다. 골관절염 환자군의 평균 나이는 71.8 

± 6.6세, 여성의 비율이 80.8%였다. ELISA 분석으로 실험군과 대조군의

CFHR5 발현을 확인하였다. 실험 결과, CFHR5는 강직척추염에서 2.8 ± 3.0 

ng/mL, 골관절염에서 0.67 ± 1.4 ng/mL로 발현되었으며, 실험군이 대조군

에 비해 유의하게(p < 0.001) 높게 나타났다(Figure 2).

3.2. 활막세포에서 염증 유도 확인:

CFHR5가 류마티스관절염 및 골관절염에서 염증을 유도시키는지 확인하기 

위해 western blot을 실시하였다. CFHR5 재조합단백질 1000 ng/mL 농도로 

4, 24, 48시간 처리하여 염증 유발 사이토카인인 IL-6, IL-1β와 염증 반

응을 매개하는 COX2 단백질의 발현을 확인하였다. 류마티스관절염 활막세

포에서, IL-6 단백질은 CFHR5 처리군, 48시간에서 유의하게(p < 0.01) 발

현이 증가하는 것으로 나타났다. IL-1β 단백질은 CFHR5 처리군과 대조군 

사이에 차이를 보이지 않았다. COX-2 단백질은 CFHR5 처리군, 4, 24, 48시

간에서 발현이 유의하게(p < 0.05 이하) 증가하였다(Figure 3A). 골관절염

에서 IL-6 단백질은 CFHR5 처리군, 48시간에서 유의하게(p < 0.01) 발현이 

증가하였다. IL-1β 단백질은 CFHR5 처리군과 대조군 사이에 차이를 보이

지 않았다. COX-2 단백질은 CFHR5 처리군, 24, 48시간에서 유의하게(p < 

0.01) 발현이 증가하였다(Figure 3B).
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3.3. 조골세포주에서 골 형성 확인:

MC3T3-E1 cells 세포에서 CFHR5가 골 분화를 일으키는지 확인하기 위해, 

CFHR5 재조합단백질 0 – 1000 ng/mL를 1 - 10일간 처리한 후 ALP 활성을 

측정하였다. 실험 결과, 분화 1일에서는 CFHR5 1000 ng/mL에서 ALP의 활성

도가 유의하게(p < 0.05) 증가하였다. 분화 3일에서는 CFHR5 500, 1000 

ng/mL에서 ALP의 활성도가 유의하게(p < 0.05 이하) 증가하였다. 분화 7일

에서는 CFHR5 100, 500 그리고 1000 ng/mL에서 ALP의 활성도가 유의하게(p 

< 0.01 이하) 증가하였다. 분화 10일에서는 CFHR5 100, 500 그리고 1000 

ng/mL에서 ALP의 활성도가 유의하게(p < 0.01 이하) 증가하였다. CFHR5를 

최대 1000 ng/mL로 처리할수록, 분화 날짜를 길게 할수록 ALP 활성도가 증

가하는 것을 확인하였다(Figure 4). 

같은 농도 및 시간 조건으로, 분화 마커인 RUNX2와 OPN의 발현 정도를 

확인해보았다. RUNX2의 활성도는 분화 1, 3 그리고 10일, CFHR5 1000 

ng/mL(p < 0.05 이하)에서 가장 유의하게 증가하였다. OPN의 활성도는 분

화 1, 7일, CFHR5 1000 ng/mL에서 가장 유의하게(p < 0.001) 증가하였다. 

분화 10일에는 OPN의 발현이 거의 나타나지 않았다(Figure 5).

MC3T3-E1 cells 세포에서 CFHR5가 골 석회화를 일으키는지 확인하기 위

해, CFHR5 재조합단백질 0 – 1000 ng/mL를 14, 21, 28일간 처리한 후 ARS

로 염색하였다. CFHR5를 1000 ng/mL로 처리할 수록 ARS와 칼슘의 결합이 

많아졌고, 붉게 염색된 부분이 증가하였다. 28일에 가장 높은 골 석회화를 

보였다(Figure 6).

3.4. 골전구세포에서 골 형성 확인:

강직척추염 및 정상대조군 골전구세포에서 CFHR5 재조합단백질 0 – 1000 

ng/mL를 1 - 21일간 처리하였으며, 골 분화를 관찰하기 위해 ALP 활성을 

측정하였다. 정상대조군 골전구세포에서 7일까지 ALP 활성도에 차이를 보
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이지 않았다. CFHR5 100 ng/mL를 21일까지 처리시 ALP 활성이 유의하게(p 

< 0.05) 증가하였으며, 고농도로 갈수록 높은 분화를 나타내지는 않았다

(Figure 7). 강직척추염 골전구세포에서는 분화 14일에 대조군 대비 CFHR5 

처리군에서 유의하게(p < 0.05) 높은 분화를 나타냈다(Figure 8).

강직척추염 및 정상대조군 골전구세포에서 CFHR5 재조합단백질 0 – 1000 

ng/mL를 각 14 - 21일 또는 14 - 28일간 처리하였으며, 골 석회화를 관찰

하기 위해 ARS, von Kossa, HA 염색을 하였다. ARS 염색 결과, 정상대조군 

골전구세포에서는 28일, 1000 ng/mL에서(Figure 9), 강직척추염 골전구세

포에서는 21일, 1000 ng/mL에서 가장 강하게 염색되었다(Figure 10). von 

Kossa 결과, 정상대조군 골전구세포에서는 28일, 1000 ng/mL에서(Figure 

11), 강직척추염 골전구세포에서는 21일, 1000 ng/mL에서 가장 강하게 염

색되었다(Figure 12). HA staining 결과, 정상대조군 골전구세포에서는 28

일, 1000 ng/mL에서(Figure 13), 강직척추염 골전구세포에서는 21일, 1000 

ng/mL에서 가장 강하게 염색되었다(Figure 14). 강직척추염과 정상대조군 

골전구세포에서 CFHR5에 의한 골 석회화 강도를 비교했을 때, 강직척추염

에서 석회화가 많이 진행된 것을 확인하였다.

3.5. 강직척추염 유도 동물모델에서 CFHR5의 효과 확인:

3.5.1. SKG 마우스의 발두께 및 몸무게 변화 확인:

Curdlan으로 질병 활성도를 높인 SKG 마우스에게 CFHR5 재조합단백질을 

주 2회씩 5주간 복강투여 하였으며, 매 주마다 발두께와 몸무게를 측정하

였다. 발두께를 비교한 결과, 대조군(PBS)군과 실험군(CFHR5)에서 유의한 

차이를 보이지 않았다(Figure 15A,B). 몸무게를 비교한 결과, 대조군과 실

험군에서 유의한 차이를 보이지 않았다(Figure 15C). CFHR5는 SKG 마우스

의 염증 활성화에 영향을 끼치지 않는 것을 확인하였다.

3.5.2. SKG 마우스에서 micro-CT 촬영:
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SKG 마우스의 양쪽 발에서 이소성 뼈의 생성을 관찰하기 위해 micro-CT 

촬영을 하였다. 그 결과, 대조군 대비 실험군에서 이소성 뼈가 유의하게(p 

< 0.01) 증가한 것을 확인하였다(Figure 16A,B). 저밀도의 뼈의 부피도 실

험군에서 유의하게(p < 0.05) 높게 나타났다(Figure 16C). 이소성 뼈 생성 

두께와 저밀도 뼈의 부피가 실험군에서 더 높게 나타난 것으로 보아, 

CFHR5는 SKG 마우스의 뼈 형성에 영향을 끼치지 않는 것을 확인하였다.

3.5.3. SKG 마우스에서 조직병리학적 분석:

SKG 마우스에서 활막염(synovitis), 골부착염(enthesitis), 이소성 뼈가 

생성되었는지 조직학적으로 관찰하기 위해 H&E와 Safarin O 염색을 수행하

였다. 대조군 대비 실험군에서 Safarin 0 염색이 증가된 것으로 보아 이소

성 뼈가 형성된 것을 확인하였으며, 활막염과 골부착염은 관찰되지 않았

다. 강직척추염 유도 모델인 SKG 마우스에서 CFHR5가 이소성 뼈의 생성을 

유도시킨다는 결과를 확인하였다(Figure 17).



- 15 -

Figure 1. Timeline of CFHR5 administration to SKG mice. SKG mice were treated with CFHR5 (0.5 mg/kg)(n = 

5) or PBS (n = 5) i.p. twice a week over the 5 weeks. Mice were sacrificed after 10 weeks. 

CFHR5: complement factor H-related protein 5; i.p.: intraperitoneal injection; PBS: 

phosphate-buffered saline. 
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Figure 2. CFHR5 ELISA measured in SF of AS and OA. The ELISA was done 

to compare CFHR5 in AS (n = 24) and OA (n = 26). The 

expression of CFHR5 was higher in AS than in OA (***p < 

0.001) AS: ankylosing spondylitis; OA: osteoarthritis; SF: 

synovial fluid.
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Figure 3A. CFHR5 upregulates the expression of inflammatory 

proteins in FLS (continued). RA FLS were treated with 

CFHR5 (1000 ng/mL) for the indicated time and IL-6, 

IL-1β and COX2 levels were measured by western 

blotting. (A-1) IL-6, IL-1β and COX2/β-Actin 

(loading control) ratios were compared between the 
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control and CFHR5 groups. In RA FLS, the expression of 

CFHR5 increased at 48 hours for IL-6 and at 4, 24 and 

48 hours for COX2. (A-2) The experiment was repeated 

three times. Error bars represent mean ± SD. *p < 0.05, 

**p < 0.01, ***p < 0.001 compared with the control groups. 

FLS: fibroblast-like synoviocytes; RA: rheumatoid 

arthritis.
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Figure 3B. CFHR5 upregulates the expression of inflammatory 

proteins in FLS. OA FLS were treated with CFHR5 (1000 

ng/mL) for the indicated time and IL-6, IL-1β and 

COX2 levels were measured by western blotting. (B-1) 

IL-6, IL-1β and COX2/β-Actin (loading control) 
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ratios were compared between the control and CFHR5 

groups. In OA FLS, the expression of CFHR5 increased 

at 6 and 48 hours for IL-6 and at 24 and 48 hours for 

COX2. (B-2) The experiment was repeated three times. 

Error bars represent mean ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01 

compared with the control groups.
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Figure 4. CFHR5 upregulates the expression of ALP in MC3T3-E1 cells. 

ALP activity in MC3T3-E1 cells following treatment with 

different concentrations (0 - 1000 ng/mL) of CFHR5 for the 

indicated time. ALP activity increased the most at CFHR5 

1000 ng/mL for 10 days indicating bone differentiation 

increased.  The experiment was repeated three times. Error 

bars represent mean ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 

compared with the control groups. ALP: alkaline 

phosphatase.
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Figure 5. The expression of CFHR5 differentiation markers in MC3T3-E1 cells. MC3T3-E1 cells were 

treated with CFHR5 (0 - 1000 ng/mL) for the indicated time, RUNX2 and OPN levels were 

measured by western blotting. (A) The activity of RUNX2 was increased at 1000 ng/mL of CFHR5 

at 1, 3, and 10 days of differentiation. (B) OPN activity was increased at 1000 ng/mL of 

CFHR5 at 1 and 7 days of differentiation. (C) The experiment was repeated three times. Error 
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bars represent mean ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with the control groups. 

OPN: Osteopontin; RUNX2: runt--related transcription factor 2.
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Figure 6. CFHR5 upregulates the expression of ARS in MC3T3-E1 cells. 

MC3T3-E1 cells were treated with CFHR5 (0 - 1000 ng/mL) for 

the indicated time and ARS activity was measured. ARS 

activity increased the most at CFHR5 1000 ng/mL, bone 

mineralization increased. The experiment was repeated three 

times. Scale bar, 200 µM. ARS: alizarin red staining.
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Figure 7.  CFHR5 upregulates the expression of ALP in Ct 

osteoprogenitor cells. ALP activity in Ct 

osteoprogenitor cells following treatment with 

different concentrations (0 - 1000 ng/mL) of CFHR5 for 

the indicated time. ALP activity increased the most at 

CFHR5 100 ng/mL for 21 days, indicating bone 

differentiation increased. Error bars represent mean 

± SD. *p < 0.05 compared with the control groups. Ct: 

control.
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Figure 8.  CFHR5 upregulates the expression of ALP in AS 

osteoprogenitor cells. ALP activity in AS 

osteoprogenitor cells following treatment with 

different concentrations (0, 1000 ng/mL) of CFHR5 for 

the indicated time. ALP activity was significantly 

increased compared to the control group at CFHF5 1000 

ng/mL for 21 days. The experiment was repeated three 

times. Error bars represent mean ± SD. *p < 0.05 

compared with the control groups.
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Figure 9. CFHR5 upregulates the expression of ARS in Ct 

osteoprogenitor cells. ARS in Ct osteoprogenitor cells 

were treated with CFHR5 (0 - 1000 ng/mL) for the 

indicated time and ARS activity was measured. ARS 

activity increased the most at CFHR5 1000 ng/mL for 28 

days, indicating bone mineralization increased. The 

experiment was repeated three times. Scale bar, 200 µM.
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Figure 10. CFHR5 upregulates the expression of ARS in AS 

osteoprogenitor cells. ARS in AS osteoprogenitor cells 

were treated with CFHR5 (0, 1000 ng/mL) for the 

indicated time and ARS activity was measured. ARS 

activity was increased at CFHR5 1000 ng/mL, indicating 

bone mineralization increased. The experiment was 

repeated three times. Scale bar, 200 µM.
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Figure 11. CFHR5 upregulates the expression of von Kossa in Ct 

osteoprogenitor cells. von Kossa staining in Ct 

osteoprogenitor cells were treated with CFHR5 (0 - 1000 

ng/mL) for the indicated time and von Kossa activity 

was measured. von Kossa activity was increased at CFHR5 

1000 ng/mL for 28 days, indicating bone mineralization 

increased. The experiment was repeated three times. 

Scale bar, 200 µM.



- 30 -

Figure 12. CFHR5 upregulates the expression of von Kossa in AS 

osteoprogenitor cells. von Kossa staining in AS 

osteoprogenitor cells were treated with CFHR5 (0 - 1000 

ng/mL) for the indicated time and von Kossa activity 

was measured. von Kossa activity was increased at CFHR5 

1000 ng/mL for 28 days, indicating bone mineralization 

increased. The experiment was repeated three times. 

Scale bar, 200 µM.
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Figure 13. CFHR5 upregulates the expression of HA staining in Ct 

osteoprogenitor cells. HA staining in Ct osteoprogenitor 

cells treated with CFHR5 (0 - 1000 ng/mL) for the 

indicated time and HA activity was measured. HA activity 

was increased at CFHR5 1000 ng/mL for 28 days, indicating 

bone mineralization increased. The experiment was 

repeated three times. Scale bar, 200 µM. HA: 

hydroxyapatite.
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Figure 14. CFHR5 upregulates the expression of HA staining in AS 

osteoprogenitor cells. HA staining in AS osteoprogenitor 

cells were treated with CFHR5 (0 - 1000 ng/mL) for the 

indicated time and HA activity was measured. HA activity 

was increased at CFHR5 1000 ng/mL for 28 days, 

indicating bone mineralization increased. The experiment 

was repeated three times. Scale bar, 200 µM. HA: 

hydroxyapatite. Scale bar, 200 µM.



- 33 -

Figure 15A. Paw thickness and weight changes in CFHR5-treated SKG mice (continued). CFHR5 was injected 

twice a week through the 5 weeks, i.p.. i.p.: intraperitoneally; wk: week.



- 34 -

Figure 15B,C. Paw thickness and weight changes in CFHR5-treated SKG mice.  There was no significant 

difference between the control group (PBS) and the experimental group (CFHR5).
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Figure 16A. Ectopic bone and low density bone were increased in 

CFHR5-treated SKG mice. SKG mice were subjected to 

micro-CT scans of both paws. The part stained orange is 

the ectopic bone (continued).
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Figure 16B. Ectopic bone and low density bone were increased in 

CFHR5-treated SKG mice. The paw thickness of the ectopic 

bone increased in the CFHR5 group, compared with the 

control group. ***p < 0.001 compared with the control 

group (continued).
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Figure 16C. Ectopic bone and low density bone were increased in 

CFHR5-treated SKG mice. The volume of low density bone 

increased in the CFHR5 group, compared with the control 

group. *p < 0.05 compared with the control group.
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Figure 17. The results of histopathological analysis of tissue from CFHR5-treated SKG mice. The ectopic 

bone is red (red arrow) on Safranin-O stained tissue. E: enthesitis; Eb: ectopic bone; H&E: 

Hematoxylin & Eosin; S: synovitis. 
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4. 고 찰

본 연구는 강직척추염의 병인이 명확하지 않고 구체적인 진단 지표가 없

어서 조기 진단 및 치료가 어렵다는 점에 기초하였다. HLA-B27 유전자는 

강직척추염을 진단하는데 중요한 유전 인자이지만, 보인자의 10%에서만 질

병이 나타난다. HLA-B27에 대해 양성이라도 대부분은 건강하므로, 이 유전

자와 병원성 메커니즘은 불분명하다(33). 흔히 이용되는 임상 지표인 적혈

구침강속도(erythrocyte sedimentation rate, ESR), 반응성단백질

(C-reactive protein, CRP)은 급성기 반응을 알아볼 때 측정하고 있다

(34). ESR은 염증반응에 의해 생성된 섬유소원(fibrinogen)이 적혈구의 응

집반응을 초래하여 침강 속도가 증가하는 것을 수치화한 값이다. 적혈구의 

크기, 모양, 수, 면역글로불린 그리고 환자의 나이에 영향을 받을 수 있어

서 염증반응을 직접적으로 나타낸다고 보기는 어렵다(35). 그에 비해 CRP

는 염증 반응이 빠르고, 연령에 따른 차이가 없다는 장점을 가지고 있다

(36). 염증 반응에 의해 활성화된 대식세포들은 IL-1β, IL-6, TNF-α 등

의 염증성 사이토카인을 생성, 분비하게 된다. CRP는 손상된 세포의 포스

파티딜콜린(phosphatidycholine)에 결합하여 외부 병원체를 인식하게 하

고, 보체계를 활성화시킨다(37). 보체계는 선천면역의 핵심이며, 자가면역

질환 및 염증성 질환에서 증가한다고 알려져 있다(38). 강직척추염의 혈청

과 활액에서 보체계 단백질인 C3가 활성화된다는 연구들이 다수 보고되어

있다(39-45). 최근 연구에 따르면, 강직척추염의 다양한 in vivo 모델에서 

보체계의 영향력이 밝혀지고 있다. Proteoglycan 유도 마우스에서 

C-terminal of extracellular fibrinogen-binding protein of 

Staphylococcus aureus(Efb-C)를 사용하여 보체계를 억제시켰을 때, 강직

척추염의 질병활성도가 완화된다는 연구가 있다(46). 보체계 조절 관절염 

모델인 Collagen Ab-induced arthritis(CAIA)에서 척추관절염의 병변이 나

타난다는 보고가 있다(47).
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Factor H(FH)와 골 형성의 상관성에 대한 연구에 따르면, FH의 부재가 

골 분화, 밀도, 석회화를 감소시키며, 뼈의 구조에도 영향을 끼친다고 되

어있다(48,49). 강직척추염의 지표로 선정한 CFHR5는 factor H 

related(FHR) 단백질의 구성원 중 하나이며, C3와 결합하여 활성을 돕는다

(7). FHR 단백질은 보체 조절인자인 factor H와 구조적으로 유사하지만, 

생물학적 기능 및 기전은 제대로 밝혀지지 않았다(50). 강직척추염 및 골

관절염 환자의 활액에서 CFHR5 농도를 비교했을 때, 강직척추염에서 유의

하게 높게 관찰되었다. 이러한 현상을 토대로, 본 연구에서는 CFHR5가 골 

재형성 및 염증에 미치는 영향을 확인하고자 하였다. 

In vitro에서 CFHR5가 염증을 심화시키는지 확인하기 위해 활막세포를 

활용하였다. 활막세포에 CFHR5를 처리했을 때, IL-6 및 COX2의 발현이 증

가했고, 이는 CFHR5가 초기 염증 반응에 관여한다는 것을 시사한다. 

강직척추염의 가장 큰 특징은 척추 마디에 새로운 뼈가 과도하게 만들어

지면서 점차 대나무처럼 굳는 척추 강직이 생긴다는 것이다(1). 위와 같은 

특성을 가장 잘 반영한 in vitro 모델을 구축하기 위해, 조골세포를 선정

하였다. 조골세포주인 MC3T3-E1 cells 세포는 골 형성 과정 중 세포의 증

식, 분화, 석회화 등의 골아세포와 유사한 대사적 특이성을 가지고 있다. 

골전구세포는 강직척추염 환자의 척추뼈로부터 분리, 배양하였고 조골세포

의 특성을 잘 나타내는 일차 세포이다(19). 

골세포 분화는 다양한 성장요인과 사이토카인 및 유전자의 발현에 의해 

조절된다. RUNX2는 collagen type Ⅰ, osteocalcin(OCN), OPN과 같은 조골

세포 분화 마커 유전자와 결합하고, 발현을 증가시킴으로써 골 분화를 촉

진시킨다. OPN은 골 형성 초기과정에서 세포외기질에 골아세포를 부착시켜

서 골 형성을 조절한다(51). 분자 수준에서 세포 분화를 조사하기 위해, 

조골세포 관련 유전자인 RUNX2, OPN을 western blot으로 분석하였다. 골세

포 분화의 초기표지인자로 알려져 있는 ALP는 세포 외막과 석회화 조직의 

기질 소포에서 높은 농도로 발현되며, 세포 분화의 조절자 역할을 한다

(52). In vitro 모델에서 RUNX2, OPN 그리고 ALP 활성도의 변화를 측정한 
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결과, CFHR5 처리군에서 해당 수치들이 증가하였으며, 골 분화가 촉진되는 

것을 확인하였다.

조골세포는 분화하는 과정에서 무기질을 형성하며, 골 석회화를 일으킨

다. 이는 골 분화에서 중요한 후기표식인자로 알려져 있다(53). 골 석회화

를 관찰하기 위해 세 가지 염색법을 활용하였다. ARS는 식물성 염료로, 칼

슘에 특이적으로 흡착력이 높다. von Kossa 염색법은 석회화되는 세포 속 

칼륨, 칼슘을 염색할 수 있다. HA 염색법은 인산, 칼슘 화합물을 염색하여 

세포 내 석회화를 관찰할 수 있다(54). CFHR5 처리군에서 세포 내 골 석회

화를 관찰한 결과, 20일 이상 분화 유도를 시켰을 때, 석회화는 더 강하게 

발생하였다. 위 결과들로부터, 강직척추염 in vitro 모델에서 CFHR5는 골 

형성을 유도시킨다는 것을 확인하였다. 

강직척추염의 in vivo 모델에서 CFHR5의 효과를 확인하기 위해 말초관절

염, 골부착염 등 강직척추염의 병변을 잘 반영한 SKG 마우스를 선정하였

다. CFHR5 재조합단백질을 마우스에게 5주간 투여한 후, 영상 및 조직학적 

평가를 실시하였다. micro-CT로 관찰하였을 때, 마우스의 양쪽 발에서 이

소성 뼈가 생성된 것을 확인하였다. H&E 및 Safarin 0를 마우스의 발뒤꿈

치 조직에 염색하였을 때, 마찬가지로 이소성 뼈가 생성된 것을 관찰하였

다. 반면, 활막염, 골부착염 등 염증 병변은 관찰되지 않았다. 위 결과들

로부터, 강직척추염 in vivo 모델에서 CFHR5는 염증에 관여하지는 않지만, 

골 형성을 유도시킨다는 것을 확인하였다.

강직척추염은 발뒤꿈치, 앞가슴뼈 등 힘줄이 뼈에 붙는 부위에 염증이 

생기는 골부착부염의 발생으로 시작된다. 해당 부위의 염증이 가라앉으면

서, 척추에는 새로운 골이 과도하게 형성된다. 

위 연구 결과를 종합해 보았을 때, CFHR5는 강직척추염의 이소성 뼈의 

형성을 심화시키는 역할을 하는 것으로 보인다. 현재 강직성척추염의 뼈 

형성을 조절하는 약제는 없기 때문에, CFHR5가 중요한 진단 및 치료 지표

가 될 것으로 사료된다.

현재 강직척추염의 염증을 억제시키는 약제로 비스테로이드성 항염제, 



- 42 -

TNF 차단제 등이 사용되고 있다. 하지만 질병이 심화되어 이소성 뼈의 형

성이 과도해진 경우, 항염증제만으로는 치료가 어려워진다. 강직척추염에

서 CFHR5를 조절한다면, 이소성 뼈의 형성을 제어할 수 있을 것이다. 
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5. 요 약

강직척추염은 만성 염증성 질환으로 발병기전이 불분명하지만, 면역학적 

기전이 작용할 것으로 생각하고 있다. CFHR5는 보체 대체 경로에서 중요한 

역할을 하는 complement factor H와 관련이 있으며, C3와 결합하여 활성을 

돕는다고 알려져 있다. 이 연구의 목표는 in vitro 및 in vivo에서 CFHR5

가 강직척추염의 골 재형성 및 염증에 미치는 영향을 확인하는 것이다.

In vitro 모델로는 류마티스관절염과 골관절염의 활막세포, 조골세포주

(MC3T3-E1 cells) 그리고 강직척추염과 건강한대조군 골전구세포를 사용하

였다. 활막세포에 CFHR5를 처리했을 때, IL-6 및 COX2의 발현이 증가하였

다. MC3T3-E1 cells, 강직척추염과 건강한 대조군의 골전구세포에서 ALP 

활성을 측정했을 때, CFHR5 처리군에서 ALP 활성도가 증가하였다. 골석회

화의 관찰을 위해 ARS, von Kossa, HA 염색을 수행하였고, CFHR5 처리군에

서 세 가지 염색의 활성도가 증가하였다. 분화 마커인 RUNX2, OPN의 발현

을 western blot으로 확인했을 때, CFHR5 처리군에서 발현이 증가하였다. 

In vivo 모델로는 ZAP-70 돌연변이 모델인 SKG 마우스를 사용하였다. 

micro-CT 및 조직병리학적 분석(H&E, Safranin O 염색) 결과, CFHR5 처리

군에서 이소성 뼈가 형성된 것을 확인하였다. 

본 연구에서는 CFHR5가 강직척추염에서 이소성 뼈의 형성을 심화시킨다

고 확인하였다. CFHR5를 조절하여 이소성 뼈의 형성을 제어할 수 있으며, 

강직척추염에서 중요한 진단 및 치료 지표가 될 것으로 생각된다.
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The role of CFHR5 on bone remodeling and inflammation

in ankylosing spondylitis

Lee, Ji-Hyun

Department of Internal Medicine

Graduate School Keimyung University

(Supervised by Professor Son, Chang-Nam)

(Abstract)

Ankylosing spondylitis (AS) is a chronic inflammatory rheumatic 

disease in which the spine becomes inflamed. The exact etiology is 

unknown. In prior studies, it was confirmed that complement factor 

H-related 5 (CFHR5), a protein of the complement system, was 

upregulated in the synovial fluid of AS. This study aimed to 

investigate the effect of CFHR5 on bone remodeling and inflammation 

in AS in vitro and in vivo. 

Osteoblast differentiation and mineralization were observed when 

CFHR5 (0 – 1000 ng/ml) was added to an osteoblast cell line (MC3T3-E1 

cells) and AS, control (Ct) osteoprogenitor cells. In SKG mice, an 

AS-induced animal model, the experiment was conducted with a control 

group (n = 5) and a CFHR5 group (n = 5) and CFHR5 (0.5 mg/kg) was 

administered twice for 5 weeks. To confirm bone formation and 
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inflammation, micro-CT and histopathological analysis (H&E, Safranin 

O) were performed on the paws of mice.

As a result, it was confirmed that alkaline phosphatase (ALP) 

expression in MC3T3-E1 cells, AS and Ct osteoprogenitor cells was 

highly expressed in the CFHR5-treated group, causing bone 

differentiation. Alizarin red (ARS) was also highly expressed in the 

CFHR5 treatment group and it was confirmed that it causes bone 

calcification. Expressions of runt-related transcription factor 2 

(RUNX2) and osteopontin (OPN) were confirmed in MC3T3-E1 cells. After 

CFHR5 treatment, RUNX2 showed the strongest expression at 7 days and 

OPN at 3 days and there was no significant difference by 

concentration. In the SKG animal model, there was no significant 

difference in inflammatory activity between the control and 

CFHR5-treated groups. Micro-CT and histological analysis of the 

ankles of mice confirmed that bone formation significantly increased 

in the CFHR5-treated group.

In this study, it was confirmed that CFHR5 causes bone remodeling 
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in vitro and in vivo models of AS. The above results will be 

important clues to confirm the immunological mechanism between AS and 

complement system proteins, suggesting that CFHR5 can be a biomarker 

protein for AS.
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강직척추염에서 골 재형성,

염증에 대한 CFHR5 역할 규명

이    지    현

계명대학교 대학원

의학과 내과학 전공

(지도교수  손  창  남)

(초록)

강직척추염(Ankylosing Spondylitis, AS)은 척추에 염증이 발생하여 척

추 마디가 굳어지는 만성 염증성 류마티스 질환으로, 명확한 병인은 밝혀

지지 않았다. 선행 연구를 통해 AS의 활액에서 보체계 단백질인 

complement factor H-related 5(CFHR5)가 과발현되는 것을 확인하였다. 이 

연구의 목표는 in vitro 및 in vivo에서 CFHR5가 AS의 골 재형성 및 염증

에 미치는 영향을 확인하는 것이다.

조골세포주(MC3T3-E1 cells) 및 AS, control(Ct) 골전구세포에서 

CFHR5(0 – 1000 ng/ml)를 처리했을 때, 골 분화 및 석회화를 관찰하였다. 

AS 유도 동물 모델인 SKG 마우스에서 대조군(n=5), CFHR5군(n=5)으로 실험

을 진행하였으며, CFHR5(0.5mg/kg)를 5주간 2회씩 투여하였다. 골 형성 및 

염증을 확인하기 위해 쥐의 발에서 micro-CT와 조직병리학적 분석(H&E, 

Safranin O)을 수행하였다.
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그 결과, MC3T3-E1 cells 및 AS, Ct 골전구세포에서 alkaline 

phosphatase(ALP)의 발현이 CFHR5 처리군에서 높게 발현되었으며, 골 분화

를 일으키는 것을 확인하였다. Alizarin red(ARS) 역시 CFHR5 처리군에서 

높게 발현되었으며, 골 석회화를 일으키는 것을 확인하였다. MC3T3-E1 

cells에서 runt-related transcription factor 2(RUNX2), 

osteopontin(OPN)의 발현을 확인하였다. CFHR5 처리 후 RUNX2는 7일, OPN

은 3일에서 가장 강한 발현을 보였으며, 농도 별로는 큰 차이를 보이지 않

았다. SKG 동물 모델에서 대조군 및 CFHR5 처리군 사이의 염증 활성에는 

큰 차이가 없었다. 쥐의 발목에서 micro-CT와 조직학적 분석을 확인하였을 

때, CFHR5 처리군에서 골 형성이 현저히 증가한 것을 확인하였다. 

이 연구에서는 CFHR5가 AS의 in vitro 및 in vivo 모델에서 골 재형성을 

일으키는 것을 확인하였다. 위 결과는 AS와 보체계 단백질 사이의 면역학

적 기전을 확인하는데 중요한 단서가 될 것이며, CFHR5가 AS의 바이오마커

가 될 수 있음을 시사한다.
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