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초  록  

서론: 한국 폐경여성에서 Wnt길항물질계 유전자내 다형성과 골

밀도,순환계 내 골교체인자 및 receptoractivatorofnuclearfactor

kappa-B ligand(RANKL)/osteoprotegerin(OPG)사이에 연관성이 

있는가를 분석하여 Wnt길항물질계 유전자내 다형성이 골다공증이 

발생할 위험이 있는 폐경여성을 예측할 수 있는 새로운 지침자로서 

사용될 가능성이 있는지 알아보고자 하였다.

방법: 자연폐경 후 한국여성 399명에서 Wnt 억제인자 (Wnt

inhibitoryfactor:WIF),secretedfrizzled-related-protein(SFRP)1,

SFRP2,SFRP3,SFRP4,SFRP5,Dickkopf(DKK)1,DKK2,DKK3

유전자에서 총 19가지 단일뉴클레오티드다형성 (singlenucleotide

polymorphism: SNP)을 제한효소조각길이다형성,염기서열분석과 

Taqman측정법 등을 이용하여 분석하고 Wnt길항물질계 유전자내 

단독 또는 복합 변이 양상에 따른 골밀도를 분석하고 역으로 골밀

도 양상에 따른 이러한 유전자들의 분포를 분석하며 순환계에서의 

OPG,용질성 RANKL(solubleRANKL:sRANKL)농도,골교체인

자와의 연관성을 비교분석하였다.

결과

1) WIF-1 유전자내 c.28G>A, c.496C>A, SFRP2 유전자내 

c.-38C>G,c.134C>T,SFRP3유전자내 c.598C>T,SFRP5유전자 

내 c.34A>T,c.35C>A,DKK3 유전자내 c.92C>A,c.147G>A,

c.706G>A에서 SNP는 관찰되지 않았다.

2)Wnt길항물질계의 단일 유전자형 변이에 따라서는 요추 및 대퇴 

경부에서의 골밀도에는 차이가 없었다.

3)SFRP4유전자내 c.958C>A 다형성과 c.1019G>A 다형성양상에 
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의한 일배체형 (haplotype)유전자형 AA/AA에서 요추에서의 골밀

도가 다른 유전자형에 비하여 가장 낮았고 (p<0.05),일배체형 유전

자형 AA/AA가 요추에서의 골다공증 여성에서 정상 골밀도 여성보

다 4.37배 더 빈번하게 관찰되었다.

4) SFRP4 유전자 c.958C>A 다형성의 CC 유전자형에서 혈청 

carboxy-terminaltelopeptideoftypeIcollagen(CTX)농도가 다

른 유전자형에 비하여 낮았고 (p<0.05),SFRP5유전자 c.20G>C다

형성의 GG 유전자형 (p<0.05)과 SFRP4 일배체형 유전자형 

AA/AA(p<0.001)에서 골 알칼리 인산분해효소 (bone alkaline

phosphatase:BAP)농도가 가장 높았다는 것을 제외하고 Wnt길항

물질계 다른 단일 유전자 다형성에 의한 유전자형과 SFRP1일배체

형 유전자형 및 SFRP4일배체형 유전자형에 따른 혈청 오스테오칼

신,부갑상선호르몬,칼시토닌,칼슘 농도 차이가 없었다.

5)SFRP1일배체형 인자 CC를 가지지 않은 동형접합 일배체형 유

전자형에서 다른 일배체형 유전자형보다 혈청 sRANKL/OPG 비가 

높다는 것을 제외하고 Wnt길항물질계 단일 유전자 다형성에 의한 

유전자형과 SFRP4일배체형 유전자형에 따른 혈청 OPG,sRANKL,

혈청 sRANKL/OPG비에 차이가 없었다.

결론:이상의 결과는 한국여성에서 Wnt길항물질계 중 SFRP4유

전자 c.958C>A와 c.1019G>A 다형성으로 구성된 일배체형 유전자

형이 요추에서의 골밀도에 영향을 주는 유전자 중의 하나일 수 있

다는 것을 시사한다.

--------------------------------------------------

주요어:한국폐경여성,Wnt길항물질,유전자 다형성,골밀도 

학 번:2009-31085
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서  론

골강도 (bonestrength)의 저하로 인한 골절에의 취약성으로 

정의되는 전신적 골질환인 골다공증은 특히 고령화 사회로 접어든 

우리나라에서 중요한 질환 중 하나이다.(1)골강도는 골의 미세구

조,무기질화 등의 골의 질도 영향을 주지만 골밀도가 골강도의 약 

70%를 결정하며 골량은 유전적 인자로 인해 70% 정도가 결정되게 

된다.(2)따라서 골량을 결정하는 유전인자를 밝히기 위하여 많은 

연구가 진행되었다.(3,4)골다공증은 다양한 유전자가 복합적으로 

작용하는 질환으로서 각 인종별로 주된 영향을 주는 유전인자가 달

라지므로 인종별 연구가 각각 필요하다.지금까지 김 등은 골다공증

의 주요 유전인자인 에스트로겐 (estrogen)수용체의 PvuIIand

XbaI 다형성 (5)이나 인슐린양성장인자 (insuline like growth

factor) (CA) 다형성 (6), 비타민D 수용체 baTL 일배체형 

(haplotype)(7),osteoprotegerin (OPG)유전자 1181G>C 다형성 

(8),기타 종양괴사인자 (tumornecrosisfactor)수용체 다형성 (9)

등이 한국인에서 골다공증에 영향을 주는 인자임을 밝힌바 있다.

최근 골의 재형성에 있어서 Wnt신호체계 역할의 중요성이 

대두되고 있다.(10,11) Wnt는 세포 외로 분비되는 당단백질 

(glycoprotein)로서 신호전달경로에 따라 canonicalWnt (Wnt1,

Wnt3A,Wnt8)와 non-canonicalWnt(Wnt5,Wnt5A,Wnt10)의 두 

개의 군으로 나누어진다.CanonicalWnt신호전달경로는 베타-카테

닌 (β-catenin)의 안정화에 의해 전사인자인 T-cell factor

(TCF)/lymphoidenhancerfactor(LEF)활성화를 유도하여 개체 발

생과 형태학적 변형 및 세포의 증식,분화,세포자멸사에 중요한 역

할을 담당하는데 Wnt는 막수용체 (transmembrane receptor)인 
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frizzled(FZD)계와 단일막단백질 (singletransmembraneprotein)인 

저밀도지단백수용체관련단백 (low density lipoprotein

receptor-relatedprotein:LRP)-5/6에 결합하여 작용한다.(11)

CanonicalWnt신호전달은 조골세포 전구세포의 성장을 자극

하고 조골세포 분화의 초기과정을 자극하며 분화되지 않은 전구세

포 (progenitor)중간엽 줄기세포 (mesenchymalstem cell:MSC)의 

증식에 관여하고 non-canonicalWnt신호전달은 골원성 분화를 촉

진한다.(12)조골세포,연골세포로 분화되는 적당한 유도 신호를 받

지 않은 경우 MSC에서 지방발생 (adipogenesis)이 일어난다고 생각

되고 있는데 Wnt1과 Wnt10b는 전지방세포 (preadipocyte)의 지방발

생을 막고 (13)Wnt3a의 과발현이 C3H10T1/2세포에서 PPARγ2

및 지방세포의 지방산결합단백 (fattyacidbindingprotein)생산을 

억제한다고 한다.(14)

CanonicalWnt신호전달이 Runx-2유전자 발현을 직접 자극

하여 골형성을 증가시키고,(15)TGFβ가 Wnt7a발현과 canonical

Wnt신호전달을 통하여 MSC의 분화과정에 관여하며 (16)부갑상

선호르몬 (parathyroid hormone:PTH)의 골에 대한 작용 또한 

LRP5/6,FZD-1발현 등 Wnt신호전달계 변화를 통하여 작용한다

고 보고되고 있다.(17)또한 Wnt신호전달이 bonemorphogenic

protein(BMP)발현을 조절하여 배아줄기세포의 분화를 조절하다고 

보고된다.(18)Wntcanonical신호전달의 주요 역할은 조골세포의 

분화와 기능인데 파골세포의 조절과는 직접적인 관련은 없으나 Wnt

는 receptoractivatorofNF-kB ligand(RANKL)와의 상호작용을 

통해 OPG 발현을 조절하는 것으로 보이는 등 (19)Wnt계와 

RANKL계 사이에 혼신 (cross-talk)가능성이 보고된다.(14)
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Wnt의 길항물질은 세포 외,세포질 내,핵 내에 여러 가지로 

존재하는데 세포 외 길항물질로는 secretedfrizzled-related-proteins

(sFRPs)가 Wnt단백질과 결합하여 FZD 수용체와 Wnt의 결합을 

방해한다.Dickkopf(Dkk)와 sclerostin(SOST)은 LRP5/6수용체에 

결합하여 비활성화시키는 역할을 한다.세포질 내에서는 glycogen

synthasekinase3β (GSK-3β)가 β-카테닌을 인산화하여 분해하여 

Wnt계를 길항하며 핵 내에서는 Ctnnbip1/Icat이나 Cby/Chibby등

이 β-카테닌과 TCF결합체를 억제한다.(10)

이 중 Dkk에는 4가지 종류가 있는데 235-255개의 아미노산으

로 구성된 당단백 분비물로서 N-,C-말단 (terminal)에 각각 Cys-1

과 Cys-2라 불리는 시스테인이 많은 도메인 (cystein-richdomain:

CRD)을 가지고 있다.(10)Dkk1,Dkk2,Dkk4는 구조적,기능적으로 

LRP5,LRP6와 상호작용하며 Wnt신호전달계에 영향을 미친다.

(10)Dkk1과 Dkk4는 LRP5/6과 Kremens(Krm)1/2에 결합하여 

Dkk-LRP-Krm trimolecularcomplex를 형성하여 세포 표면으로부

터 세포내이입 (endocytosis)에 의하여 제거되어 Wnt신호를 억제

한다.(11)특히 Dkk1은 조골세포의 성장과 분화의 중요한 조절인자

로 여겨지는데,DKK1발현이 저하된 생쥐에서는 골량이 높고 발현

이 증가된 생쥐에서는 골량이 감소되고 골절이 일어나기 쉽게 되며 

DKK1역배열의 올리고뉴클레오티드 (antisenseoligonucleotide)를 

처치할 경우 쥐에서 조골세포가 증가되고 파골세포가 감소된다는 

보고가 있다.(19)또한 Dkk1은 조골세포의 형성을 억제하고 MSC

에서 지방발생을 유도하며 β-카테닌 경로를 억제하여 연골형성이나 

골형성을 억제함으로써 결과적으로 연골 내 골형성을 막는다.(20)

Dkk1은 사지 형성 과정에서 BMP4와 BMP5에 의해 활성화되어 세
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포자멸사를 유도하는 것으로 보여 동물 실험에서 탈리도마이드 

(thalidomide)투여 시 나타나는 사지기형이 Dkk1차단에 의해 부분

적으로 차단되는 것으로 알려졌다.(21)Endothelin-1의 조골세포 증

식과 신생골 형성과정은 Dkk1의 억제에 의해 일어나고 (22)Dkk1

은 골절의 치유 과정에도 관여하며 (20)조골세포에서 Dkk1의 활성

화는 글루코코르티코이드 (glucocorticoid)유발성 골다공증이나 에

스트로겐 결핍으로 인한 골다공증에서 관찰된다.(23)또한 염증성 

관절염에서 골과 관절의 주요 병리 결정인자로 보이는 등 Dkk1은 

골다공증과 같이 골량과 관련된 질환의 중요한 표적인자가 되고 있

다.(24)Dkk2는 LRP6와 Krm2에 결합하여 Wnt1에 의하여 유도된 

유전자의 전사를 차단하므로 억제될 경우 골량의 증가가 예상되나 

Krm 표현양에 따라서 β-카테닌을 활성화하기도 하여 Dkk2적중쥐 

(knockoutmice)에서는 오히려 조골세포 분화의 감소와 파골세포 

기능의 증가로 인한 골감소 현상이 관찰되기도 한다.(25)따라서 

Dkk2의 소실은 조골세포의 최종 분화와 기질화에 결함을 유발하는 

것으로 보인다.골관절염 환자에서 비정상적인 조골세포의 발현은 

Dkk2발현 정도와 연관성을 보인바 있다.(26)Dkk3는 LRP6또는 

Krm1/2와 결합하지 않아 Wnt신호에 알려진 효과는 없다.연골내 

(endochondral)골형성에 Dkk3가 억제 역할을 한다고 하나,(27)

Dkk3적중쥐는 골 형질에 변화를 보이지 않는다.(10)

Wntinhibitory factor(WIF)-1은 Wnt리간드에 결합하여 

Wnt신호를 억제하는데 명확한 기전은 알려져 있지 않지만 여러 가

지 암종에서 발암과정에 관여하는 것으로 보고되었고 (27)조골세포

의 분화를 억제하는 것으로 알려져 있다.(28)FZD나 sFRP의 CRD

와 유사성을 보이지 않으나 Wnt-8에 결합할 수 있다.(29)
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sFRP는 N-말단 부위가 FZD수용체의 Wnt결합부위와 동일

하여 붙여진 명칭으로 sFRP에는 5가지 종류가 있는데 서열 동종성 

(sequencehomology)에 따라 sFRP1,sFRP2,sFRP5가 한 그룹을 

이루고 sFRP3과 sFRP4가 다른 그룹으로 분류된다.(29)sFRP는 독

립적인 두 개의 도메인을 가지는데,N-말단엔 CRD가 있어 FZD의 

CRD와 동일하다.C-말단은 sFRP1,sFRP2,sFRP5가 비슷한 시스

테인 (cysteine)배열 (spacing)을 공유하고 sFRP3,sFRP4가 또 다

른 시스테인 배열을 공유하며 다른 종류의 이황화결합 (disulphide

bond)을 형성한다. 유전암호해독 후 변화 (post-translational

modification)과정에서는 sFRP1,sFRP5는 티로신 황산화 (tyrosine

sulphation)을 통해 안정화되지만 sFRP2,sFRP3,sFRP4에서는 이러

한 과정이 일어나지 않아 안정성의 차이를 보인다.(30)sFRP가 

Wnt신호체계를 조절하는 기전은 CRD나 neutrin-related(NTR)도

메인을 통해 Wnt를 분리 (sequestration)시키는 방법으로 작용할 

수도 있고 서로의 활성을 희석 (titratingout)시켜 결과적으로 Wnt

전달체계를 활성화 시킬 수도 있으며,(30)FZD 수용체와 비활성화 

결합물을 형성하여 신호전달을 억제하거나 (31)Wnt-FZD상호작용

을 양측 물질에 결합하면서 신호 활성화를 시킬 수 있다.(32)또한 

sFRP는 섬유결합소 (fibronectin),Unc5H3,RANKL,BMP/Tolloid

와 같은 Wnt신호체계와 관련 없는 분자와도 상호작용 하는 것으로 

알려져 있는데,(30)특히 sFRP1은 RANKL에 결합하여 작용을 억

제하는 것으로 알려져 있다.(33)

sFRP1은 낮은 농도에서는 Wnt작용제로 작용하기도 하며 높

은 농도에서는 길항제로 작용한다.(34)생쥐에서 골형성의 속도를 

늦추고 척수동물에서 골형성을 억제하며 인간에서 조골세포의 분화

기간 동안 전조골세포 (pre-osteoblast)에서 전골세포 
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(pre-osteocyte)까지 Sfrp1의 mRNA의 양은 20배 증가했다가 성숙

된 골세포가 되면 감소하는 현상을 보인다.(35)이러한 표현 양상

은 세포자멸사 속도와도 연관을 가져서 sFRP1은 조골세포와 골세

포의 생존에 중요한 역할을 하는 것으로 보여 sFRP1이 증가하면 

세포자멸사가 증가하고 sFRP1이 감소하면 조골세포의 사멸이 감소

한다.(35)sFRP1은 연골과 조골세포,파골세포에서 발현되며 파골

세포의 형성을 억제하는 기능을 보이기도 한다.(33)Sfrp1결핍 쥐

에서는 해면골 밀도,부피,광물화 (mineralapposition)가 증가하지

만 피질골 밀도에는 변화를 보이지 않고,노화와 관련된 골소실과 

지방 축적을 감소시킨다.(36)재조합 sFRP1을 주입하는 경우 대퇴 

근위부 골밀도와 해면골 부피가 감소하고 (37)Sfrp1유전자를 과발

현 시킨 쥐에서는 근위부 대퇴와 요추 해면골밀도가 감소하는 현상

도 보인다.(38)Sfrp1기능을 결손 시킨 쥐에서는 조기 골유합이 증

가하면서 골절치유 과정이 빠르게 진행되는 소견을 보이는데 이는 

조골세포의 분화가 Wnt신호체계에 의해 활성화되기 때문인 것으로 

보인다.(39)스테로이드 사용시 조골세포의 기능 저하가 sFRP1의 

증가와 관련 있으며 이러한 현상이 알렌드로네이트 (alendronate)나 

PTH 사용 시 감소하며 (40)Sfrp1적중쥐에서는 PTH 처치 후에도 

해면골 형성의 증가가 나타나지 않는 것이 관찰되는 만큼 sFRP1은 

임상적으로도 이용 가능성이 있다.(41)sFRP1은 골수의 기질세포

가 조골세포나 연골세포로 분화하거나 지방세포로 분화하는 데에도 

영향을 끼치며 지방세포로 분화되는 기질세포에서는 Wnt신호전달

계가 억제 되어 있으면서 sFRP1의 mRNA나 단백질이 증가되어 있

는 양상을 보이고 재조합 sFRP-1을 처치할 경우 용량에 따라 조골

세포의 분화를 억제하고 지방세포의 분화를 촉진시키는 현상을 보

이는 만큼 골수 내 기질세포의 혼신 (cross-talk)에 주요 역할을 하

는 것으로 보인다.(42)
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sFRP2는 일차 인간 조골세포 (primaryhumanosteoblast)에

서 검출되고 canonicalWnt신호를 억제하며 Wnt-4의 활성화를 조

절하면서 sFRP1을 억제하기도 하는데,(43)이는 Wnt계에 대한 친

화도의 차이에서 기인하는 것으로 보인다.Wnt3a신호전달을 확장

시켜 LRP6의 인산화 (phosphorylation)를 유도하고 세포질 내 β-카

테닌의 농도를 높이고 핵으로의 전위 (translocation)를 유도한다는 

보고도 있다.(44)sFRP2는 사기질모세포종 (ameloblastoma)에서 

발현이 증가하며 골형성의 저하를 가져오는 것으로 알려져 있다.

(45)

SFRP1과 SFRP2유전자의 이상은 여러 암종과 관련성을 보

이는데 돌연변이로 인한 변화나 CpG 섬 (island)의 과메틸화 

(hypermethylation)를 통한 유전자의 침묵 (silencing)이 유방암,위

암,자궁경부암,간세포암,췌장암,신장암,전립선암,대장암 등의 위

험을 높이는 것으로 알려져 있다.(46)

sFRP3는 FrzB라고도 알려져 있는데 골의 연골조직 부위에서 

표현되며 non-canonicalWnt경로를 차단한다.(29)sFRP3는 조골

세포의 증식을 감소시키나 분화는 증가시키는 작용을 하며 Wnt수

용체와 다른 경로로도 작용하는 것으로 보인다.(47)

sFRP4는 신장세포에서 canonicalWnt신호를 억제하여 신장

에서의 무기성 인산염 (inorganicphosphate)재흡수를 억제하여 인

산 이온 항상성 (phosphateionhomeostasis)과 비타민 D대사를 조

절하여 골강도에 간접적으로 영향을 미친다.(29)종양 유발 골연화

증 (tumor-induced osteomalacia)환자에서 sFRP4가 인산염요증 
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(phosphaturia)을 유발하면서 골연화증의 원인이 되는 것으로 알려

져 있다.(48)하지만 쥐에서 Sfrp4를 과발현 시킬 경우 나이가 들어

감에 따라 골밀도 증가량은 정상 쥐에 비해 유의하게 감소하지만 

골연화증은 일어나지 않고 혈중 인 농도와 요중 인 농도는 유의하

지 않은 변화만을 보이기도 한다.(49)또한 골관절염 연골의 연골

세포에서도 발현되며 세포자멸사에 관여하는 것으로 보인다.(50)

sFRP4는 FrzB-2라고도 알려져 있고 sFRP5는 SARP3라고도 알려

져 있는데 이들은 Wnt에 결합하긴 하나 Wnt신호전달계에 어떠한 

작용을 하는지 알려져 있지 않다. (29) 노화-가속화 쥐모델

(senescence-acceleratedmouse:SAM)P6에서 sFRP4는 40배 까지 

발현이 증가하고 골형성을 억제하고 골밀도를 감소시키는 작용을 

한다.(51)인간 지방조직유래 중간엽 줄기세포 (human adipose

tissue-derivedmesenchymalstem cell)의 지방세포로의 분화과정에

서는 sFRP4가 점차적으로 증가하면서 FZD1,FZD7과 βー카테닌 발

현이 감소하는 현상을 보이는 것으로 보아 지방세포 분화에도 기여

하며 (52)중간엽 줄기세포에 처치 시 낮은 농도에서 Wnt-3a-유도  

알칼리인산 분해효소 (inducedalkalinephosphatase)를 활성화 시킨

다.(53)

sFRP5는 Wnt5a와 Wnt11에 결합하여 canonical과 

non-canonicalWnt신호전달계에 모두 억제 작용을 하는데 (54)지

방세포에서도 만들어지며 비만에서 대사 이상을 조절하는 항염증 

아디포카인 (adipokine)으로도 작용한다.(55)쥐의 발생과정에서 앞

내장내배엽 (anteriorvisceralendoderm)에서 발현되나 sFRP5결핍 

쥐에서 골격에 이상이 없는 것으로 보아 발생과정에 중추적 역할을 

하진 않는 것으로 보인다.(56)
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이들 Wnt길항물질들의 유전자 다형성과 골밀도와의 연관성

은 DKK1,SFRP1,SFRP3,SFRP4에서 몇몇 연구를 통해 분석된 바 

있다.(57-63)Gao등 (57)은 FZDB유전자의 다형성이 (rs6433993,

rs409238,rs288324,rs466865)중국인에서 최대 골량과 관련 없다고 

보고하였고,백인 여성에서는 FZDB유전자 Arg200Trp다형성이 골

다공증과 관련 있음이 보고된 바 있다.(59)8p11.21에 위치하는 

SFRP1유전자의 다형성이 일본인 (60)과 호주인 (61)에서 골밀도와 

연관성을 보였는데, 일본 폐경 여성에서 SFRP1 유전자의 

rs16890444,rs3242다형성이 요추와 대퇴경부 골밀도와 연관성을 

보이고 호주인에서 SFRP1유전자 다형성은 골밀도와 관련성을 보

였으나 SFRP2,DKK1,DKK2유전자 다형성은 관련 없었다.(62)

20대 젊은 백인 남성을 대상으로 한 연구에서 DKK1유전자 다형성

은 골밀도와 연관성을 보이지 않았다.(61)한국 폐경 여성을 대상

으로 한 연구에서 SFRP4유전자 c.1019G>A 다형성이 골밀도와 연

관성을 보인바 있는데 함께 분석한 Wnt9a,LRP5,axinII,glycogen

synthasekinasebindingprotein,β-카테닌,TCF유전자 다형성은 

골밀도와 관련 없었다.(58)이에 본 연구에서는 지금까지 연구된 

바 없는 DKK2,DKK3,SFRP2,SFRP5,WIF-1을 포함한 Wnt계 

길항물질의 유전자 다형성과 골밀도와의 연관성을 알아보고자 하였

다.
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연구 대상 및 방법

1.연구대상

서울대학교병원 폐경클리닉을 방문한 48-75세사이의 자연폐

경여성 399명을 대상으로 하였다.이들은 적어도 1년 이상 자연적인 

생리가 없는 여성들이었다.병력 청취와 자세한 이학적 검사를 시행

하고 혈청 당,간기능과 신장기능 검사를 시행하여 양측 난소절제술

을 받은 여성과 현재 간질환이나 신장질환,당뇨병 등이 있는 여성

은 제외되었다.또한 골대사에 영향을 줄 수 있는 칼슘,비타민 D,

칼시토닌 (calcitonin)또는 에스트로겐을 사용하는 여성은 제외되었

다.

2.혈액채취 및 체질량지표 측정  

모든 연구대상자들로부터 혈액을 ACD 용액 (citric acid

0.48g,sodium citrate1.32g,glucose1.47g,3차 증류수 100ml)이 들

어 있는 튜브에 채취하고 연막 (buffycoat)을 제조 후 냉장 보관하

였다가 DNA추출에 사용하였다.일부 혈액은 항응고제가 들어 있지 

않은 튜브에 채취하여 각각 원심분리하여 혈청을 모아서 -70̊C에 

보관하였다가 OPG,sRANKL와 골교체의 생화학적 인자 등 측정

에 사용하였다.키와 체중을 측정하여 체질량지표 (body mass

index:kg/m2)를 계산하였다.

3.골밀도 측정

연구대상자에서 척추,대퇴골경부,대퇴돌기의 골밀도 측정
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에 Lunar사(LunarDPX-L,FortMyers,Florida,USA)의 DXA를 

이용하였다.이 측정기의 요추 골밀도 측정에서의 체내 변이계수(in

vivocoefficientofvariation)는 1.4%,대퇴골경부 2.1%,대퇴돌기 

1.1%이었다.골감소증과 골다공증은 WHO 정의에 따라 한국인 젊

은 여성의 평균치의 1-2.5표준편차의 감소가 있는 경우 골감소증

으로 진단하고,골다공증은 한국인 젊은 여성의 평균치보다 2.5표

준편차 이상의 감소가 있는 경우에 진단하였다.

4.혈청 칼시토닌,PTH,칼슘측정

혈청 칼시토닌은 Cisbiointernational사 (Ceze,France)에

서 구입한 면역방사선 측정키트를 사용하여 측정하였다.측정 민감

도는 1.5pg/ml이었고 측정간의 변이는 3.4%,측정 내 변이는 3.1%

이었다.PTH는 Nichols Institute Diagnostics사 (San Clemente,

California,USA)의 완전한 PTH 측정 키트를 사용하여 측정하였으

며 민감도는 1pg/ml이었고 측정간의 변이는 5.6%,측정 내 변이

는 3.4%이었다.칼슘은 원자흡광광도계를 사용하여 측정하였다.

5.혈청 골교체인자 측정 

혈청 오스테오칼신 (osteocalcin:OST)은 ELSA-OSTEO키

트(CISbiointernational,Ceze,France)를 이용하여 면역방사선 측

정법으로 측정하였다.측정 민감도는 0.4ng/ml이었고 측정간의 변

이는 5.2%,측정 내 변이는 3.8%이었다.

혈청 골 알칼리 인산분해효소 (bonealkalinephosphatase:

BAP)는 MetraBiosystems사 (MountainView,California,USA)의 

Alkphase-B 키트를 사용하여 면역측정법으로 측정하였다.측정 민
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감도는 0.7U/L이었고 측정간의 변이는 5.2%,측정 내 변이는 3.9%

이었다.

혈청 carboxy-terminal telopeptide of type I collagen

(CTX)은 Osteometer사 (Herlev,Denmark)의 혈청 CTX 키트를 사

용하여 측정하였다.측정 민감도는 94pM 이었고 측정간의 변이는 

5.4%,측정 내 변이는 5.0%이었다.

6.혈청 OPG와 sRANKL측정

1)OPG측정

OPG 측정은 R&D사 (Minneapolis,Minnesota,USA)의 정

량적 효소면역키트를 사용하여 측정하였다.즉,생쥐 항인간 OPG항

체 96구멍 미세판에 넣어 실온에서 18시간 방치한 후 3회 세척하

고 1% 우혈청 알부민(bovineserum albumin)을 함유한 인산염 완

충 식염수 (phosphatebufferedsaline)용액을 넣어 실온에서 1시간 

방치한 후 다시 3회 세척하였다.구멍에 검체를 넣고 실온에서 2시

간 반응시킨 다음 세척하고 비오틴화된 (biotinylated)염소 항인간 

OPG 항체를 넣어 실온에서 2시간 반응시키고 그 후 3회 세척하였

다. 스트렙토아비딘-서양고추냉이 과산화효소 (streptoavidin-

horseradishperoxidase)결합체 용액을 넣어 실온에서 천천히 흔들

면서 20분간 반응시켰다.그 후 3회 세척하고 테트라메틸벤지딘 

(tetramethylbenzidine)기질용액을 넣어 실온에서 20분간 반응시킨 

후 정지 용액을 넣은 다음 450nm에서의 흡광도를 측정하고 표준곡

선에서 농도를 구하였다.

2)sRANKL측정
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sRANKL은 BiomedicaGruppe사 (Wien,Austria)의 인간 

가용성 (humansoluble)RANKL효소면역 키트를 사용하여 측정하

였다.즉,OPG를 함유한 구멍에 검체를 넣고 여기에 비오틴화된 다

클론 (polyclonal)용해성 RANKL항체를 넣어 4̊C에서 18시간 반

응시키고 그 후 5회 세척하였다.그 후 스트렙토아비딘-서양고추냉

이 과산화효소 결합체 용액을 넣어 실온에서 천천히 흔들면서 1시

간동안 반응시켰다.그 후 5회 세척하고 테트라메틸벤지딘 기질용액

을 넣어 실온에서 30분간 반응시킨 후 정지 용액을 넣은 다음 450

nm에서의 흡광도를 측정하고 표준직선에서 농도를 구하였다.

측정 민감도는 1.6pg/ml이었고 측정간의 변이는 7.2%,측정 내 변

이는 3.9%이었다.

7.혈액에서  DNA 추출

냉장 보관하였던 연막에 적혈구 용해 완충용액 (lysis

buffer;1M TrispH 7.610ml,1M MgCl25ml,1M NaCl10ml,

3차 증류수 975ml로 제조)을 혼합하여 1,500rpm으로 5분 원심분

리한 다음 상청액을 제거하였다.다시 적혈구 용해 완충용액을 넣고 

원심분리한 후 200 μl만 남겨놓고 상청액을 제거한 후 QIAamp

blood키트 (QIAGEN Inc.,Valencia,California,USA)를 사용하여 

DNA를 추출하였다.즉 25μl단백분해효소 (proteinase)용액,200

μl완충용액을 추가하고 15초 동안 혼합한 후 70̊C수온저에서 10분

간 반응시켰다.여기에 210μl의 에탄올을 넣어 다시 섞어준 다음 

수집 튜브에 들어 있는 QIAamp원주(column)에 상기 혼합물을 옮

기고 8,000rpm으로 1분간 원심분리 하였다.완충용액 AW 500μl를 

넣고 8,000rpm 1분,3분 2회 원심분리 하였다.미세튜브에 원주를 

옮기고 미리 70̊C까지 가열된 완충용액 AE200μl를 넣고 실온에서 
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2분간 방치한 다음 8,000rpm으로 2분간 원심분리 하여 DNA를 추

출하였다.260nm에서의 흡광도를 측정하여 정량하였다.

8.Wnt길항물질계들 유전자 다형성 측정

본 연구에서 측정한 Wnt길항물질계 유전자 다형성은 코드

화 부위 (codingregion)에 있는 non-synonymousSNP로서 소 대

립유전자 (minorallele)빈도가 5% 이상이거나 Hapmap자료가 없

는 경우에 선택하였는데 선택된 SNP부위는 WIF-1 유전자내 

c.28G>A,c.496C>A,SFRP1유전자내 rs3242C>T,rs16890444C>T

다형성,SFRP2유전자내 c.-38C>G,c.134C>G,SFRP3유전자내 

c.598C>T, c.970C>G 다형성, SFRP4 유전자 내 c.958C>A,

c.1019G>A,SFRP5유전자내 c.20G>C,c.34A>T,c.35C>A,DKK1

유전자의 c.318A>G,DKK2유전자의 c.437G>A,DKK3유전자 내 

c.92C>A,c.147G>A,c.706G>A,c.1003A>G다형성이었다.

1)WIF-1유전자내 c.28G>A,c.496C>A,SFRP2유전

자내 c.-38C>G,c.134C>T,SFRP4 유전자내 c.958C>A,

c.1019G>A, SFRP5 유전자내 c.20G>C, c.34A>T,

c.35C>A,DKK3 유전자내 c.92C>A,c.147G>T,c.706

G>A SNP측정

DNA주형 100ng을 가진 0.5ml튜브에 PCR완충용액 (50

mM KCl,10mM TrispH 8.3),1.5mM MgCl2,각 0.2mM의 

dNTP, 10 pM의 시발체들 (Table 1), Taq DNA 중합효소 

(polymerase)0.5단위를 추가한 반응 혼합용액 25μl를 만들어 중

합효소반응 (polymerasechainreaction:PCR)으로 증폭하였다.PCR



xv15

산물을 확인하기 위하여 4μl를 취하여 6x염색액 2μl와 혼합하여 

2% 한천 겔에서 전기영동 후 브롬화 에티듐 (ethidium bromide)으

로 염색하고 자외선 투시기로 증폭된 DNA띠를 확인하였다.
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Gene Location db SNP ID
Base (amino acid) 

alteration
PCR primer

Anneal

ing 

temp

(℃)

Frag

ment 

size 

(bp) 

WIF exon1 rs11539163 c.28G>A(A10T)
F1:TGCAGCGCAGCAGAGATC 

R1:GGGGAACACTCTTTTGTGGA
60 355

exon4 rs17851594 c.496C>A(Q166K)
F1:CTCCTCCTTCCGTTGCTGTA 

R1:TTCAAGTTGGTTTCCCATGTC 
60 299

SFRP1 rs16890444 C>T

F1:CAGAACGCTGGCTGATTTGG 

R1:GGGCACTCAGGTAACTCATCTG

VIC primer:CTTCCCACGGCAGCAG

FAM reporter: 

CTTCCCACAGCAGCAG

3-UTR rs3242 C>T

F:CCAGATGTTTTGATGTTATCG

  -CTTATGTT

R:AAGTGAATATTGATACATGGC

  -TGAAAAAGC

VIC primer:ATGAACACGTACGG

  -GAAT

FAM reporter:AATGAACACATACG

  -GGAAT

SFRP2 5-UTR rs13137510 c.-38C>G 
F1:CCAGCAACGGCTCATTCT

R1:CAGCACCTCCTTCATGGTCT
60 471

rs4643790 c.134C>T(A45V)

SFRP3 exon4 rs288326 c.598C>T(R200W)

F1:TGTTCCATTCGTTGAATATC

R1:ACATCATGGCACTTAGTCTT

  -TATCTCTTTAACTTTAGCTC

54 193

exon6 rs7775 c.970C>G(R324G)

F:TGGTGATATGTGCTTGTGAC 

R:AGTCCACTGTGTTACTTTTTGT

  -ATTTCGGGATTTAGTCGC

60 297

SFRP4 exon6 rs1802073 c.958C>A(P320T)
F:CADGAACAGCGGAGAACAGT 

R:TGGCCTTACATAGGCTGTCC
60 251

rs1802074 c.1019G>A(R340K) 60 425

SFRP5 exon1 rs11815012 c.20G>C(G7A)
F1:GCGGCTGGGTAGAGTCAG 

R1:AAGACCTGCGTATCCGAGTG 

rs12775414 c.34A>T(T12S)

rs12774287 c.35C>A(T12K)

DKK1 exon2 rs2241529 c.318A>G(A106A)

F1:CACTGATGAGTACTGCGCTAGTC 

R1:CTGCAGGCGAGACAGATTTG 

VIC primer: CACGCCTGCGTCC

FAM reporter: CACGCCCGCGTCC

Table 1. PCR primers for SNPs in Wnt antagonists genes.
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DKK2 exon2 rs17037102 c.437G>A(R146Q)

F:TGAAAGCATCTTAACCCCTCA

  -CATC 

R:GTTTGAGTAATGACCGTGGTTT

  -CG

VIC primer:ATCTCTGTGCTGAG

  -TACC

FAM reporter: TCTGTGCCGAGTA

  -CC

DKK3 exon1 rs11544814 c.92C>A(P31Q) 
F:CTTCCATGCCTTCCCAGACT

R:CTCGGTTTCCTCCCGTCT 
60 451

rs11544816 c.147G>T(E49D) 

exon6 rs2291598 c.706G>A(V236M)
F1:GCTCTAGCTCCCAGGTGATG

R1:CTGCTTCAGCCCTACCAATC
60 298

rs3206824 c.1003A>G(R335G)

F1:GAGGAGCCTGACTGAAGAGA

  -TG

R1:CCCTCCCAGCAGTGCAG

VIC primer:CAGGCTCCCTCAGCGC

FAM reporter:AGGCTCCCCCAGCGC
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(1)한천 겔로부터 DNA 분리

PCR산물을 2% 한천 겔에서 전기영동시켜 분리한 후 DNA

띠를 잘라내어 QIAEX II겔추출 키트 (QIAGEN Inc.,Valencia,

California,USA)로 분리하였다.즉,DNA띠를 함유한 겔조각을 가

진 튜브에 1:3용적의 QXI완충용액과 QIAEXII를 넣은 후 50°C

에서 10분간 반응시키고 30초 동안 13,000rpm으로 원심분리 하였

다.상청액을 제거한 후 남은 침전물에 QX I완충용액,PE완충용

액으로 연속 세척하였고 침전물을 공기 중에서 30분간 건조시켰다.

증류수를 추가한 다음 혼합 부유시켜 실온에서 5분간 반응시키고 

30초간 원심분리하여 상청액을 채취하여 사용 시까지 -70°C에 보관

하였다.

(2)DNA 염기서열분석

염기서열을 결정하기 위하여 한천 겔에서 분리정제된 PCR

산물 100ng을 사용하였다.주기 염기서열분석 (cyclesequencing)

을 하기 위하여 PRISMTM Ready Dye Terminator Cycle

Sequencing 키트 (Perkin-Elmer,ABI,Foster city,California,

USA)를 이용하였다.서열분석은 GeneAmp PCR system 9600

(Perkin-Elmer,ABI,Fostercity,California,USA)을 이용하여 미리 

96°C로 예열하였다가 10초 동안 온도를 유지한 후 96°C에서 30초,

50°C에서 15초,그리고 60°C에서 4분씩 총 25회를 반응시켰다.반응

이 끝난 후 미반응된 뉴클레오티드 (nucleotide)는 Centri-SepTM

spin원주 (Princeton,New Jersey,USA)를 사용하여 제거하였으며 

SpeedVac(Savant,New York,USA)에서 30분간 건조시켰다.그리

고 4μl의 deionizedformamide:50mM EDTA(5:1)에 녹인 후 ABI
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373A DNA 시퀀서 (sequencer)를 이용하여 변성된 4.75%

polyacrylamide 겔에서 30W, 14시간 전기영동 시킨 후 ABI

sequencesoftware1.2.1.(AppliedBiosystems,Carlsbad,California,

USA)로 결과를 분석하였다.

2)SFRP1유전자 rs3242C>T,rs168904444C>T,DKK1

유전자의 c.318A>G,DKK2유전자의 c.437G>A,DKK3유

전자의 c.1003A>G다형성 측정

이러한 다형성은 Taqman 대립유전자 식별분석 (allelic

discriminationassay)을 사용하여 측정하였는데 다형성부위가 포함

된 부위를 Table1에서와 같은 특이적 시발체를 사용하여 PCR로 

증폭하였다.한 개의 대립인자 지침자에 형광 아미드화 기질 (FAM:

fluorescentamiditematrix)로 붙였고 다른 하나는 형광인 VIC염색

제를 붙였다.PCR은 각 구멍에 DNA 주형 20ng을 가진 96구멍 

판에 우라실 (uracil)N-glycosylase가 없는 Taqman보편적 우세기

질 (universalmastermix),시발체농도 900nM,Taqman지침자농

도 200nM를 추가한 반응 혼합용액 5μl를 만들어 시행하였다.96

구멍판을 PE 9700thermalcycler(AppliedBiosystems,Carlsbad,

California,USA)에 놓고 50°C에서 2분간,95°C에서 10분간 가열 후 

95°C에서 15초간 다시 변성,60°C에서 1분간 가열과정으로 40주기를 

시행하였다.Taqman측정판을 Prism 7900HT instrument(Applied

Biosystems,Carlsbad,California,USA)로 옮겨 각 구멍에서 형광강

도를 읽은 후 SDS 2.1software(AppliedBiosystems,Carlsbad,

California,USA)로 결과를 분석하였다.그 후 각 SNP당 10개의 검

체를 택하여 염기서열분석법으로 재확인하였다
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3)SFRP3유전자내 c.598C>T,c.970C>G다형성측정

SFRP3유전자 내 c.598C>T,c.970C>G 다형성을 측정하기

위하여 Table1에 표시한 바와 같은 전방 시발체(forwardprimer)와 

역시발체를 사용하여 10mM Tris-Hcl(pH 8.8), 1.5mM MgCl2,

250μM의 dNTP와 1unitTaqDNA 중합효소가 포함되어 있는 완

충용액에서 100ng의 지놈 (genome)DNA를 PCR로 증폭하였는데 

PCR은 94°C에서 30초간 변성, 54°C에서 40초간 서냉복원 

(annealing),72°C에서 30초간 신장 (extension)과정으로 30주기 

반복하였다.PCR로 얻은 산물은 TaqI에 각각 37°C에서 3시간 씩 

반응시켜 브롬화 에티듐이 포함되어있는 2% 한천 겔에 전기영동 시

킨 후 폴라로이드 사진촬영을 하였다 (Fig.1A).

SFRP3유전자내 c.970C>G 다형성의 경우에도 Table1에 

기술한 시발체를 사용하여 DNA를 증폭하였는데 PCR은 94°C에서 

60초간 변성,54°C에서 60초간 서냉복원,72°C에서 90초간 신장시키

는 35주기를 시행하였다.PCR로 얻은 산물은 BstUI에 37°C에서 3

시간 씩 반응시켜 브롬화 에티듐이  포함되어있는 2% 한천 겔에 전

기영동 시킨 후 폴라로이드 사진촬영을 하였다.BstUI제한효소에 

절단된 부위가 없는 것을 G 대립인자,절단된 부위가 있는 것을 C

대립인자로 하였다.증폭된 DNA 염기크기는 193 bp 이었는데 

BstUI제한효소로 처리한 후에 브롬화 에티듐이 포함되어있는 2%

한천 겔에 전기영동 시킨 후 폴라로이드 사진촬영을 하였다 (Fig.

1B).
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Fig. 1. The c.5998C>T (TaqI) SNP in the exon 4 (A) and c.970C>G 

(BstuI) SNP in the exon 6 (B) of SFRP3 gene.
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9.통계분석

모든 자료는 평균 ±표준오차로 표시하였다.Wnt길항계 유

전자내 다형성양상에 따른 각 유전자형에서 척추,대퇴골경부,대퇴

돌기에서의 골밀도,골교체의 생화학적 인자,혈청 PTH,칼시토닌,

칼슘 농도,혈청 OPG및 sRANKL의 비교에는 ANOVA,ANCOVA

검사,leastsignificantdifferenceposthoc검사를 이용하여 분석하

였고 Wnt길항계 유전자 내 다형성양상에 따른 각 유전자형의 분포

양상이 Hardy-Weinberg비의 일치여부 분석 및 유전자형에 따른 

골다공증 발생 위험 분석에는 x2 검사 또는 Fisher'sexact검사를 

사용하였다.일배체형 분석과 연관불균형 (linkagedisequilibrium)

분석에는 SNPanalyzer1.2A (Istech,Goyangcity,Korea)를 사용

하였다. p<0.05인 경우만 유의하게 판정하였으나 Bonferroni's

correction이 필요시에는 p<0.025인 경우를 유의하게 판정하였다.
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결 과

1.연구 대상의 인구학적 특성

연구 대상인 399명의 폐경여성의 평균 연령은 48.5±5.0세,

폐경 기간은 9.1±7.2년,키 155.3±4.8cm,몸무게 58.1±6.9kg,

BMI24.1±2.8kg/m2 이었다.59명 (14.8%)에서 요추 골다공증이 

있었고 29명 (7.3%)에서 대퇴골 골다공증이 있었으며 요추,혹은 대

퇴골 골다공증으로 진단되는 여성은 65명 (16.3%)이었다.

2.Wnt길항계 유전자내 다형성 양상

WIF-1 유전자내 c.28G>A,c.496C>A,SFRP2 유전자내 

c.-38C>G,c.134C>T,SFRP3유전자내 c.598C>T,SFRP5유전자내 

c.34A>T, c.35C>A, DKK3 유전자내 c.92C>A, c.147G>T,

c.706G>A 부위에서 SNP는 관찰되지 않았다.즉,염기서열 분석 결

과 WIF-1 유전자내 c.28G>A의 G인자,c.496C>A의 C 인자,

SFRP2유전자내 c.-38C>G와 c.134C>T의 C인자,SFRP3유전자

내 c.598C>T의 C인자, SFRP5 유전자내 c.34A>T의 A인자,

c.35C>A의 C인자,DKK3유전자내 c.92C>A의 C인자,c.147G>A의 

G인자,c.706G>A의 G인자만이 있었다.

SFRP4유전자 엑손 (exon)6내 c.958C>A,c.1019G>A다형

성 부위의 염기서열분석은 각각 Fig.2A,2B와 같았으며 SFRP5유

전자의 엑손 1내 c.29G>C다형성 부위의 염기서열 분석은 Fig.3

과 같았다.Taqman 으로 측정한 SFRP1 유전자 rs3242C>T,

rs168904444C>T 다형성 양상은 각각 Fig.4A,4B와 같았고 DKK1

유전자의 c.318A>G,DKK2유전자의 c.437G>A,DKK3유전자의 
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c.1003A>G다형성 양상은 각각 Fig.5A,5B,5C와 같았다.

DKK1 유전자의 c.318A>G,DKK2 유전자의 c.437G>A,

DKK3유전자의 c.1003A>G 다형성,SFRP1 유전자 rs3242C>T,

rs16890444C>T 다형성,SFRP3유전자내 c.970C>G,SFRP4유전

자내 c.958C>A,SFRP5유전자내 c.20G>C다형성에 의한 유전자

형의 분포는 Table2와 같았고 SFRP5유전자내 c.20G>C다형성을 

제외한 유전자 다형성에 따른 유전자형의 빈도는 Hardy-Weinberg

의 공식을 따르는 것으로 나타났다.연관불균형 분석을 시행하였을 

때 SFRP1rs3242C>T 다형성과 rs16890444C>T 다형성 사이 및 

SFRP4유전자내 c.958C>A 다형성과 c.1019G>A 다형성 사이에 연

관성이 있는 것으로 나타났다.
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Fig. 2. Direct sequencing of c.958C>A SNP site (A) and c.1019G>A 

SNP site (B) in exon 6 of SFRP4 gene.



26

Fig.3. Direct sequencing of c.29G>C SNP in the exon 1 of SFRP5 

gene.
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Fig. 4. Taqman assay of rs16890444C>T SNP and rs3242C>T SNP in 

SFRP1 gene.
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Fig. 5. Taqman assay of c.318A>G SNP in the exon 2 of DKK1 gene, 

c.437G>A SNP in the exon 3 of DKK2 gene and c.1003A>G SNP in 

the exon 6 of DKK3 gene.
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Polymorphic 

sites
Genotype Frequency

Allele 

frequency

χ2 & 

P-value

DKK1 

c.318A>G

GG

GA

AA

161 (40.4%)

187 (46.9%)

51 (12.8%)

G 0.64

A 0.36

χ2 = 0.083

P = 0.77

DKK2 

c.437G>A

GG

GA

AA

130 (32.6%)

198 (49.6%)

71 (17.8%)

G 0.57

A 0.43

χ2 = 0.086

P = 0.77

DKK3 

c.1003A>G

GG

GA

AA

243 (60.9%)

138 (34.6%)

18 (4.5%)

G 0.78

A 0.22

χ2 = 0.081

P =0.78

SFRP1 

rs16890444

CC

CT

TT

264 (66.2%)

119 (29.8%)

16 (4.0%)

C 0.81

T 0.19

χ2 =0.21

P = 0.90

SFRP1 

rs3242

CC

CT

TT

332 (83.2%)

65 (16.3%)

2 (.5%)

C 0.91

T 0.09

χ2 =0.20 

P = 0.90

SFRP3 

c.970C>G

GC

CC

5 (1.3%)

394 (98.7%)

G 0.99

C 0.01

χ2 = 0.02

P = 0.90

SFRP4 

c.958C>A

AA

AC

CC

108 (27.1%)

207 (51.9%)

84 (21.1%)

A 0.53

C 0.47

χ2 = 0.68

P = 0.41

SFRP4 

c.1019G>A

GG

GA

AA

236 (59.6%)

143 (36.1%)

17 (4.3%)

C 0.78

A 0.22

χ2 = 0.65

P = 0.72

SFRP5 

c.20G>C

GG

GC

CC

96 (24.1%)

151 (37.8%)

152 (38.1%)

G 0.43

C 0.57

χ2 = 20.72

P = 0.001

Table 2. Genotype and allele frequencies at polymorphic sites.
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3.Wnt길항계 유전자내 다형성과 골밀도 사이의 연

관성 

DKK1 유전자의 c.318A>G,DKK2 유전자의 c.437G>A,

DKK3유전자의 c.1003A>G 다형성에 따른 임상적 특성 및 골밀도 

양상에는 차이가 없었으며(Table3),SFRP1 유전자 rs3242C>T,

rs16890444C>T 다형성에 따른 임상적 특성 및 골밀도 양상에도 차

이가 없었다 (Table4).SFRP3유전자내 c.970C>G,sFRP4유전자

내 c.958C>A,SFRP5유전자내 c.20G>C다형성에 따른 각 유전자

형에서의 임상적 특성 및 골밀도는 Table5와 같았는데 SFRP5유

전자 c.20G>C유전자 다형성의 GG유전형에서 CC유전자형보다 요

추 골밀도가 낮았으나 (p=0.03)Bonferroni'scorrection을 시행했을 

때 p<0.025가 유의한 수준이므로 결과적으로 Wnt길항물질계 유전

자형 변이에 따라서는 요추 및 대퇴 경부에서의 골밀도 차이가 없

었다.골밀도 상태에 따른 유전자형 변이 비교를 Table6에 표시하

였는데,골다공증 여성과 정상 골밀도를 가진 여성 사이에 Wnt길

항물질계 유전자형 변이의 분포양상에는 차이가 없었다.

4.Wnt길항계 유전자 내 다형성과 생화학적 인자 

사이의 연관성 

연령,폐경기간,체질량지표의 영향을 배제한 후에 DKK1유전

자 c.318A>G,DKK2 유전자 c.473G>A 다형성,DKK3 유전자 

c.1003A>G다형성 양상에 따른 혈청 BAP,CTX,OST,PTH,칼슘 

농도에는 차이가 없었으며 (Table 7), SFRP1 유전자 

rs16890444C>T,rs3242C>T 유전자 다형성에 따라서 (Table8),그

리고 sFRP3유전자 c.970C>G 다형성 양상에 따라서도 (Table9)

혈청 표지자의 농도에는 차이가 없었다.그러나 SFRP4유전자 내 
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c.958C>A다형성의 CC 유전자형에서 AC 유전자형보다 혈청 CTX

농도가 낮았고 (P<0.05),sFRP5유전자 내 c.20G>C 다형성의 GG

유전자형에서 다른 유전자형에 비하여 혈청 BAP농도가 높았다 

(P<0.025).

혈청 OPG,sRANKL,sRANKL/OPG 비는 Wnt길항계 다형성양상

에 따른 차이가 없었다 (Table10).
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DKK1 c.318A>G DKK2 c.437G>A DKK3 c.1003A>G

GG GA AA P GG GA AA P GG GA AA P

(n=161) (n=187) (n=51) (n=130) (n=198) (n=71) (n=243) (n=138) (n=18)

Age 

(years)

57.3

±0.5

57.7

±0.5

58.6

±0.9
0.44

57.5

±0.5

57.3

±0.4

58.8

±0.9
0.25

57.8

±0.4

57.3

±0.5

58.3

±1.6
0.68

Years 

since 

menopause

8.5

±0.5

9.5

±0.6

9.9

±0.9
0.32

9.1

±0.6

8.8

±0.5

10.1

±0.8
0.42

9.3

±0.5

8.9

±0.6

8.4

±1.5
0.80

Weight 

(kg)

58.8

±0.6

57.4

±0.5

58.5

±0.9
0.18

58.5

±0.6

58.1

±0.5

57.3

±0.8
0.53

57.8

±0.4

58.3

±0.6

60.8

±1.4
0.17

Height 

(cm)

155.7

±0.4

155.2

±0.4

154.8

±0.6
0.39

155.9

±0.4

155.2

±0.3

154.7

±0.5
0.21

155.0

±0.3

155.9

±0.5

155.9

±0.9
0.17

BMI 

(kg/m2)

24.3

±0.2

23.9

±0.2

24.4

±0.4
0.28

24.1

±0.2

24.1

±0.2

24.0

±0.4
0.93

24.1

±0.2

24.0

±0.2

25.1

±0.7
0.33

BMD 

(g/cm2)*

Lumbar 

spine

0.999

±0.013

1.011

±0.014

1.022

±0.024
0.68

1.012

±0.016

1.018

±0.013

0.972

±0.020
0.18

1.014

±0.012

0.995

±0.014

1.030

±0.038
0.53

Femoral 

neck

0.829

±0.013

0.816

±0.010

0.831

±0.019
0.67

0.825

±0.011

0.824

±0.012

0.819

±0.017
0.97

0.823

±0.009

0.818

±0.014

0.872

±0.031
0.35

Table 3. Clinical characteristics and bone mineral density in 

postmenopausal women in relation to DKK1 c.318A>G, DKK2 

c.437G>A and DKK3 c.1003A>G SNPs.

Values are mean ± SE.    

BMI=body mass index;  BMD=bone mineral density

*: Values are adjusted for age, years since menopause, and BMI

 P: ANCOVA
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SFRP1 rs3242C>T SFRP1 rs16890444C>T

CC CT+TT P CC CT TT P

(n=322) (n=67) (n=264) (n=119) (n=16)

Age (years) 57.8±0.4 56.7±0.8 0.21 57.7±0.4 57.3±0.6 59.3±1.5 0.51

Years since 

menopause
9.3±0.4 5.8±0.7 0.25 9.3±0.5 8.5±0.5 10.9±1.7 0.37

Weight (kg) 58.0±0.4 58.5±0.9 0.62 58.5±0.4 57.3±0.7 56.0±1.4 0.13

Height (cm) 155.1±0.3 156.5±0.5 0.02 155.5±0.3 154.8±0.4 155.7±1.1 0.37

BMI (kg/m2) 24.1±0.2 23.9±0.4 0.56 24.2±0.2 23.9±0.3 23.1±0.6 0.21

BMD 

(g/cm2)*
p* p*

Lumbar 

spine 

1.001

±0.010

1.040

±0.020
0.11

1.012

±0.011

1.007

±0.017

0.939

±0.038
0.28

Femoral 

neck 

0.822

±0.008

0.831

±0.014
0.66

0.826

±0.010

0.823

±0.012

0.781

±0.034
0.51

Table 4. Clinical characteristics and bone mineral density in 

postmenopausal women in relation to SFRP1 rs3242C>T and 

rs16890444C>T SNPs. 

Values are mean ± SE.    

BMI=body mass index;  BMD=bone mineral density

*: Values are adjusted for age, years since menopause, and BMI

P: Student's t-test      P*: ANCOVA
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SFRP3 

c.970C>G

SFRP4 

c.958C>A

SFRP5 

c.20G>C

GC CC P AA AC CC P GG GC CC P**

(n=5) (n=394) (n=108) (n=207) (n=84) (n=96) (n=151) (n=152)

Age 

(years)

58.6

±3.3

57.6

±0.3
0.74

57.8

±0.6

57.4

±0.5

58.1

±0.6
0.67

58.3

±0.7

57.3

±0.5

57.6

±0.5
0.47

Years 

since 

menopause

8.2

±3.68

9.1

±0.36
0.77

9.4

±0.77

9.0

±0.49

9.2

±0.68
0.88

10.2

±0.93

8.5

±0.56

9.0

±0.48
0.19

Weight 

(kg)

52.2

±3.14

58.2

±0.35
0.75

56.4

±0.59

58.6

±0.49

59.0

±0.78
0.009

57.9

±0.64

57.7

±0.58

58.6

±0.58
0.50

Height 

(cm)

152.7

±1.65

155.4

±0.24
0.44

155.6±0

.44

155.4

±0.34

154.9

±0.53
0.64

154.9

±0.57

155.6

±0.38

155.3

±0.36
0.60

BMI 

(kg/m2)

22.4

±1.12

24.1

±0.14
0.76

23.3

±0.25

24.3

±0.20

24.6

±0.31
0.003

24.2

±0.27

23.8

±0.23

24.1

±0.14
0.34

BMD 

(g/cm2)*
p* p* p*,**

Lumbar 

spine

0.915

±0.1101

1.009

±0.009
0.19

0.988

±0.019

1.010

±0.012

1.027

±0.019
0.30

0.967

±0.019a

1.029

±0.016a

1.012

±0.013
0.03

Femoral 

neck

0.742

±0.0700

0.824

±0.008
0.60

0.812

±0.016

0.830

±0.010

0.822

±0.015
0.61

0.799

±0.017

0.835

±0.013

0.827

±0.010
0.16

Table 5. Clinical characteristics and bone mineral density in 

postmenopausal women in relation to SFRP3 c.970C>G and SFRP5 

c.20G>C SNPs.

Values are mean ± SE.    

BMI=body mass index;  BMD=bone mineral density

*: Values are adjusted for age, years since menopause, and BMI

P: Student's t-test      P*: ANCOVA

**: P value higher than 0.025 are considered as not significant after 

Bonferroni's correction.
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Polymorphic sites Genotypes

Osteoporosis

L-spine

(n=59)

Femur neck

(n=29)

LS and/or FN

(n=65)

DKK1  c.318A>G

GG

GA

AA

1.31 (0.46-3.67)

2.04 (0.76-5.53)

1

1.80(0.38-8.39)

2.29(0.51-10.3)

1

1.61 (0.58-4.47)

2.19 (0.81-5.91)

1

DKK2  c.437G>A

GG

GA

AA

0.76 (0.35-1.66)

0.70 (0.34-1.46)

1

0.68 (0.24-1.91)

0.64 (0.25-1.68)

1

0.68 (0.32-1.43)

0.67 (0.33-1.33)

1

DKK3  c.1003A>G

GG

GA

AA

1

0.86 (0.45-1.62)

0.67(0.15-3.26)

1

0.54(0.20-1.37)

- (0)

1

0.78 (0.42-1.45)

0.58(0.13-2.79)

SFRP1 rs3242C>T
CC

CT+TT

2.41(0.88-7.15)

1

1.81(0.52-6.08)

1

2.20(0.06-5.93)

1

SFRP1  

rs16890444C>T

CC

CT

TT

1

0.85(0.45-1.75)

1.92(0.49-6.89)

1

0.72(0.27-1.87)

0.77(0.10-6.07)

1

0.75(0.39-1,46)

1.62(0.42-5.77)

SFRP3   c.970C>G
GC

CC

3.94 (0.64-24.11)

1

9.06 (1.45-56.57)

1

3.50 (0.57-23.39)

1

SFRP4   c.958C>A

AA

AC

CC

2.81 (1.14-6.95)*

1.86 (0.78-4.43)

1

2.74 (0.86-8.73)

1.23 (0.39-3.93)

1

2.71 (1.15-6.40)*

1.80 (0.80-4.08)

1

SFRP5 c.20G>C

GG

GC

CC

1.52 (0.76-3.05)

1.07 (0.55-2.06)

1

2.09 (0.80-5.51)

1.41 (0.55-3.62)

1

1.56 (0.80-3.03)

1.06 (0.56-2.00)

1

Table 6. Odds ratio for osteoporosis at lumbar spine and femoral 

neck according to single genotype.

Values are odds ratio (95% confidence interval) by chi-square test.

*: P < 0.05



36

DKK1 c.318A>G DKK2 c.437G>A DKK3 c.1003A>G

GG GA AA P GG GA AA P GG GA AA P

(n=129) (n=160) (n=43) (n=110) (n=165) (n=58) (n=199) (n=116) (n=18)

BAP 

(U/L)
18.5±1.0 17.0±0.6 16.1±1.0 0.23 17.9±0.8 18.0±0.8 15.2±1.0 0.09 17.6±0.6 17.1±0.9 18.2±2.5 0.81

CTX 

(pM/L)

1693.5

±163.8

1518.2

±113.0

1359.0

±247.8
0.45

1503.0

±143.3

1716.3

±142.5

1504.2

±296.1
0.56

1598.7

±134.1

1652.4

±159.1

1662.4

±370.9
0.93

OST 

(ng/ml)
14.6±0.6 14.5±0.6 12.8±1.0 0.26 13.8±0.6 14.8±0.6 13.8±0.8 0.41 14.2±0.5 14.5±0.6 14.4±1.9 0.90

PTH 

(pg/ml)
11.3±0.8 11.1±0.7 10.0±1.7 0.74 10.4±0.9 11.6±0.7 10.6±1.2 0.56 11.7±0.7 10.5±0.7 7.5±1.4 0.14

Calcitonin 

(pg/ml)
4.6±0.6 6.1±0.6 3.6±0.5 0.050 6.1±0.9 5.0±0.5 4.2±0.5 0.18 4.9±0.4 5.9±0.8 3.9±0.6 0.35

Ca 

(mg/dL)
9.4±0.3 9.0±0.1 9.0±0.2 0.49 9.3±0.4 9.1±0.2 9.2±0.1 0.85 9.1±0.1 9.4±0.4 8.8±0.2 0.56

Table 7. Serum bone turnover markers in postmenopausal women in 

relation to DKK1 c.318A>G, DKK2 c.437G>A and DKK3 

c.1003A>G SNPs.

Values are mean ± SE.    

BAP=bone alkaline phosphatase; CTX=carboxy-terminal telopeptide of 

type I collagen; OST=osteocalcin PTH=parathyroid hormone; 

Ca=calcium; 

P: ANCOVA         
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SFRP1 rs3242C>T SFRP1 rs16890444C>T 

CC CT+TT P CC CT TT P

(n=262) (n=54) (n=205) (n=96) (n=15)

BAP (U/L) 17.6±0.6 16.9± 0.9 0.63 16.9±0.5 18.7±1.1 16.5±1.4 0.26

CTX (pM/L)
1653.7

±114.5

1400.8

±175.7
0.33

1639.7

±113.4

1603.2

±212.8

1213.1

±192.2
0.68

OST (ng/ml) 14.3±0.4 14.7± 0.9 0.59 14.4±0.5 14.4±0.7 13.0±1.2 0.74

PTH (pg/ml) 11.0±0.6 11.3 ±1.4 0.79 10.9±0.6 10.9±0.9 13.9±3.1 0.46

Calcitonin 

(pg/ml)
5.3±0.4 4.6± 0.6 0.50 4.7±0.4 6.4±0.9 3.6±0.4 0.07

Ca (mg/dL) 9.2±0.2 8.8± 0.2 0.25 9.2±0.2 9.1±0.1 8.9±0.3 0.86

Table 8. Serum bone turnover markers in postmenopausal women in 

relation to SFRP1 rs16890444C>T and rs3242C>T SNPs

Values are mean ± SE.    

BAP=bone alkaline phosphatase; CTX=carboxy-terminal telopeptide of 

type I collagen; OST=osteocalcin; PTH=parathyroid hormone; 

Ca=calcium

p: ANCOVA      
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SFRP3 c.970C>G SFRP4 c.958C>A SFRP5 c.20G>C

GC CC P AA AC CC P GG GC CC P*

(n=5) (n=328) (n=93) (n=175) (n=65) (n=82) (n=122) (n=129)

BAP 

(U/L)
16.1±3.27 17.5±0.50 0.93 18.6±1.2917.2±0.5316.4±0.95 0.30

19.8±1.41
a,b

16.3±0.61a 17.0±0.65b 0.02

CTX 

(pM/L)

2188.8

±1105.92

1595.3

±99.7
0.47

1539.3

±167.88

1815.3

±156.29a

1152.9±

141.21a
0.038

1748.7

±196.59

1520.3

±153.65

1603.8

±170.53
0.68

OST 

(ng/ml)
15.82±1.34 14.3±0.38 0.17 14.3±0.7614.4±0.4914.0±0.86 0.93 14.9±0.85 13.6±0.54 14.6±0.60 0.32

PTH 

(pg/ml)
16.7±4.66 10.9±0.52 0.93 11.2±1.0410.9±0.6811.1±1.22 0.97 12.7±1.14 10.4±0.86 10.4±0.74 0.14

Calcitonin 

(pg/ml)
7.1±3.74 5.2±0.38 0.38 5.2±0.74 5.7±0.59 4.1±0.51 0.24 5.8±0.82 3.9±0.24 5.7±0.71 0.06

Ca 

(mg/dL)
9.2±0.55 9.2±0.15 0.85 9.1±0.11 9.3±0.27 9.0±0.18 0.67 9.0±0.13 9.1±0.09 9.4±0.37 0.49

Table 9. Serum bone turnover markers in postmenopausal women in 

relation to SFRP3 c.970C>G and SFRP5 c.20G>C SNPs.

Values are mean ± SE.    

BAP=bone alkaline phosphatase; CTX=carboxy-terminal telopeptide of 

type I collagen; OST=osteocalcin; PTH=parathyroid hormone; 

Ca=calcium

P: ANCOVA      

a, b: P < 0.05 by LSD test

   *: P value higher than 0.025 are considered as not significant after 

Bonferroni's correction
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No OPG RANKL RANKLX1000/OPG

DKK1 c.318A>G

GG

GA

AA

79

103

29

8832.8±286.5

9161.4±225.6

10002.8±848.2

6.9±0.5

8.3±0.8

6.5±0.4

0.8±0.0

0.9±0.1

0.8±0.1

p* 0.16 0.25 0.58

DKK2 c.437G>A

GG

GA

AA

74

100

37

9055.7±309.0

9182.1±300.2

9274.7±428.2

7.7±0.7

7.5±0.7

7.1±0.9

0.9±0.1

0.9±0.1

0.8±0.1

P* 0.92 0.91 0.80

DKK3 c.1003A>G

CC

CA

AA

139

63

9

9271.1±238.4

8984.3±354.8

8533.9±946.4

8.0±0.7

6.7±0.5

6.4±0.4

0.9±0.1

0.8±0.1

0.9±0.1

P* 0.64 0.41 0.79

SFRP1 rs3242C>T
CC

CT+TT

176

35

9256.0±207.7

8641.2±513.3

7.2±0.4

9.3± 1.8

0.8±0.04

1.2± 0.21

P 0.24 0.27 0.12

SFRP1 

rs16890444C>T 

CC

CT

TT

139

66

6

9198.3±232.9

9198.4±345.3

7638.7±1710.0

7.4±0.5

7.8±0.9

6.5±0.6

0.8±0.05

0.9±0.09

1.5±0.50

P* 0.41 0.84 0.17

SFRP3 c.970C>G
GC

CC

2

209

8212.6±758.34

9163.0±194.86

7.3±2.04

7.5±0.46

0.9±0.33

0.9±0.05

P 0.27 0.89 0.74

SFRP4 c.958C>A 

AA

AC

CC

58

114

39

9028.5±355.95

9384.2±264.75

8667.8±461.65

8.0±1.03

7.1±0.48

8.0±1.35

1.0±0.13

0.8±0.04

1.0±0.14

P* 0.36 0.62 0.14

SFRP5 c.20G>C

GG

GC

CC

52

78

81

9459.7±391.77

8869.4±283.9

9231.8±340.39

8.7±1.30

7.3±0.63

7.0±0.59

1.0±0.14

0.8±0.05

0.8±0.07

P* 0.48 0.33 0.34

Table 10. Serum levels of OPG, and RANKL in postmenopausal 

women in relation to polymorphic sites.

Values are mean ± SE.    

P: Student's t-test      P*: ANCOVA
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5.SFRP1일배체형 유전자형,SFRP4일배체형 유

전자형과 골밀도 사이의 연관성 

Table11에 표시한 바와 같이 SFRP1유전자 내 rs3242C>T,

rs16890444C>T 다형성 양상을 복합하였을 때 4종류의 일배체형 

대립인자가 존재하는데,CC가 75.6%,CT 20.9%,TT 3.1%,TC

0.4%였다.이러한 일배체형으로 구성된 유전자형은 7가지가 있었는

데 CC-CC [1,1]이 55.6%로 가장 많았고 그 다음이 CC-CT [1,2]

35.0%,CC-TT [1,4]4.8% 순이었다.SFRP4유전자내 c.958C>A

다형성과 c.1019G>A다형성 양상을 복합한 경우에도 4종류의 일배

체형 대립인자가 존재하는데,AG가 31.1%,AA가 21.9%,CG가 

46.7%,CA가 0.3%였다 (Table12).이러한 일배체형으로 구성된 유

전자형에는 8가지가 있었는데 AG-CG [1,3]가 31.3%로 가장 많았

고 그 다음이 CG-CG [3,3]20.8%,AA-CG [2,3]20.3%,AA-AG

[2,1]15.3% 순이었다.

SFRP1일배체형 유전자형과 골밀도 사이에 연관성이 없었으

나 SFRP4AA-AA 일배체형 유전자형에서 요추의 골밀도가 가장 

낮았고 (P<0.05,Table13),AA-AA 유전자형이 요추에서의 골다공

증 여성에서 정상 골밀도 여성보다 4.37배 (95% CI1.48-12.91,

p<0.05)더 빈번히 관찰되었다 (Table14).

6.SFRP1일배체형 유전자형과 SFRP4일배체형 유

전자형과 생화학적 인자의 연관성 

Table15에 표시한 바와 같이 연령,폐경기간,체질량지표의 

영향을 배제한 후에 SFRP1의 CC 일배체형 대립유전자를 가지지 

않은 동형유전자형에서 sRANKLx1000/OPG비가 높다는 점을 제외
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하고 SFRP1일배체형 유전자형에 따른 다른 생화학적 인자의 농도 

차이는 없었다.

SFRP4AA-AA 일배체형 유전자형에서 혈청 BAP농도가 가

장 높았으나 (P<0.01)다른 골교체인자 및 혈청 OPG와 sRANKL

농도와 그 비는 SFRP4일배체형 유전자형에 따른 차이가 없었다.
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Haplotype Frequencies Genotype Frequencies

SFRP1 

rs3242C>T

SFRP1 

rs16890444
Code No* % Code No** %

C C 1 603 75.6 CC-CC [1, 1] 222 55.6

C T 2 167 20.9 CC-CT [1, 2] 140 35.0

T C 3 3 0.4 CC-TT [1, 4] 19 4.8

T T 4 25 3.1 CT-CT [2, 2] 11 2.7

CT-TT [2, 4] 5 1.3

TC-TC [3, 3] 1 0.3

TC-TT [3, 4] 1 0.3

Total 798 100 Total 399 100

Table 11. The SFRP1 rs3242C>T and rs16890444C>T haplotype and 

genotype frequencies.

*: Number of chromosomes,  **: Number of women
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Haplotype Frequencies Genotype Frequencies

SFRP4 

c.958C>

A

SFRP4 

c.1019G>

A

Code No* % Code No** %

A G 1 248 31.1 AG-AG [1, 1] 31 7.8

A A 2 175 21.9 AG-CG [1, 3] 125 31.3

C G 3 373 46.7 AA-AG [2, 1] 61 15.3

C A 4 2 0.3 AA-AA [2, 2] 16 4.0

AA-CG [2, 3] 81 20.3

AA-CA [2, 4] 1 0.3

CG-CG [3, 3] 83 20.8

CA-CG [4, 3] 1 0.3

Total 798 100 Total 399 100

Table 12. The SFRP4 c.958C>A and c.1019G>A haplotype and 

genotype frequencies.

*: Number of chromosomes,  **: Number of women
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SFRP1 haplotype SFRP4 haplotype

[1,1] [1,other] [other,other] P [2,2] [2,other] [other,other] P

(n=222) (n=159) (n=18) (n=16) (n=142) (n=241)

Demographic 

data

Age (years) 57.9±0.4 57.1±0.5 59.4±1.4 0.23 58.8±1.2 57.6±0.6 57.6±0.4 0.76

years since 

menopause
9.5±0.5 8.3±0.5 11.1±1.7 0.12 10.9±1.2 8.6±0.6 9.3±0.5 0.36

Height (cm) 155.4±0.3 155.1±0.4 155.8±1.0 0.74 157.2±1.4 155.4±0.4 155.2±0.3 0.25

Weight (kg) 58.5±0.4 57.7±0.6 56.5±1.3 0.30 55.1±1.1 58.1±0.6 58.3±0.5 0.20

BMI 

(kg/m2)
24.2±0.2 24.0±0.2 23.2±0.5 0.29 22.4±0.6a,b 24.1±0.2a 24.2±0.2b 0.04

BMD 

(g/cm2)

Lumbar 

spine

1.004

±0.012

1.019

±0.014

0.945

±0.034
0.23

0.895

±0.047c,d

1.012

±0.016c

1.013

±0.011d
0.038

Femoral 

neck

0.823

±0.011

0.829

±0.010

0.783

±0.031
0.46

0.766

±0.036

0.826

±0.015

0.826

±0.008
0.28

Table 13. Demographic data and bone mineral density in 

postmenopausal women in relation to SFRP1 rs3242C>T and 

rs16890444C>T haplotype genotype.

[1,1]: CC/CC    [1,other]: CC/other    [other,other]: other/other   

[2,2]: AA/AA    [2,other]: AA/other    [other,other]: other-other 

BMI= body mass index, BMD= bone mineral density 

P: ANCOVA   

a,b,c,d: P < 0.05 by LSD test
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Osteoporosis

L-spine

(n=59)

Femur neck

(n=29)

LS or FN

(n=65)

SFRP1 haplotype genotypes 

[1, 1] CC-CC 0.67(0.19-2.58) 1.49(0.19-11.8) 0.79(0.23-3.01)

[1, other] CC-other 0.48(0.13-1.92) 1.15(0.14-9.57) 0.51(0.14-2.04)

[other, other] other-other 1 1 1

SFRP4 haplotype genotypes 

[2, 2] AA-AA
4.37 

(1.48-12.91)*

2.71 

(0.55-13.33)

3.76 

(1.28-11.05)**

[2, other] AA-other 1.47 (0.82-2.64) 1.92 (0.82-4.50) 1.39 (0.79-2.44)

[other, other] other-other 1 1 1

Table 14. Odds ratio for osteoporosis at lumbar spine and femoral 

neck according to  SFRP1 rs3242C>T and rs16890444C>T haplotype 

genotypes.

Values are odds ratio (95% confidence interval) by chi-square test.

*P value: 0.0153
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SFRP1 haplotype genotype SFRP4 haplotype genotype

[1,1] [1,other] [other,other] P [2,2] [2,other] [other,other] P

Serum bone 

turnover 

marker

(n=177) (n=139) (n=17) (n=12) (n=127) (n=194)

BAP (U/L) 17.1±0.6 17.9±0.9 16.8±1.3 0.70
25.7±6.2

a,b

16.9±0.6
a

17.2±0.5b 0.001

CTX (pM/L)
1650.4

±126.6

1607.0

±173.7

1191.7

±171.1
0.61

2731.7±

951.0

1539.6

±133.2

1585.0

±134.0
0.09

OST (ng/ml) 14.3±0.5 14.4±0.6 13.7±1.2 0.94 17.2±2.514.2±0.6 14.2±0.5 0.26

PTH (pg/ml) 11.0±0.7 10.6±0.8 14.9±2.8 0.19 9.4±2.0 11.2±0.8 11.1±0.7 0.79

Calcitonin 4.7±0.4 5.8±0.7 4.6±1.1 0.33 4.1±0.5 5.2±0.6 5.3±0.5 0.75

Ca (mg/dL) 9.4±0.3 8.9±0.1 8.9±0.3 0.33 9.3±0.2 9.3±0.3 9.1±0.1 0.84

Serum 

OPG-RANKL
(n=120) (n=84) (n=7) (n=9) (n=75) (n=127)

sOPG 

(ng/ml)

9172.1

±256.1

9238.2

±297.0

7833.9

±1458.4
0.45

10270.4

±788.7

8985.6

±297.4

9174.3

±262.7
0.43

sRANKL 

(pg/ml)
7.0±0.4 7.7±0.8 13.1±6.6 0.07 9.8±4.1 7.9±0.8 7.2±0.5 0.47

sRANKLx1000/

OPG
0.8±0.05a 0.9±0.07b 2.2±0.83a,b 0.001 1.0±0.4 0.9±0.1 0.9±0.1 0.82

Table 15. Serum levels of bone turnover markers, OPG, and 

sRANKL in postmenopausal women in relation to SFRP4 haplotype 

genotype

Values are mean ± SE.    

BAP=bone alkaline phosphatase; CTX=carboxy-terminal telopeptide of 

type I collagen; OST=osteocalcin; PTH=parathyroid hormone; 

Ca=calcium

P: ANCOVA      

a, b: P < 0.05 by LSD test
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고 찰

Wnt신호계는 조골세포의 생성이나 파골세포에 의한 골 흡수

를 조절하여 골량 조절에 있어 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 

있다.(10,11,64,65)Wnt신호를 조절하는 세포외 길항제는 크게 두 

분류로 나누어진다.두 종류 모두 리간드와 수용체간 상호작용을 막

아 작용하지만 작용 기전이 다른데 sFRP,WIF-1,Cerberus등은 

Wnt단백질에 결합하여 작용하고 Dkk는 Wnt수용체 복합체의 하

부단위 (subunit)에 결합하여 작용한다.(29)이들 길항제의 정확한 

작용 기전이나 골다공증에 있어서 유전적 차이는 명확히 알려져 있

지 않아 본 연구에서는 이들 길항제 유전자의 19개 부위의 다형성

과 골밀도,골다공증과의 연관성을 보고자 하였다.

본 연구에서 분석한 유전자의 19개 부위 중 10개에서는 한국

인에서 다형성이 발견되지 않았다.이 중 WIF-1유전자의 c.28G>A

와 c.496C>A,SFRP2의 c.-38C>G,SFRP5 유전자의 c.34A>T,

c.35C>A,DKK3유전자의 c.92C>A,c.706G>A는 지금까지 다른 인

종에서 다형성 빈도가 분석된 바 없는 부위이다.DKK3유전자의 

c.147G>T 부위는 유럽인이나 아시아인,아프리카인 모두에서 다형

성이 없었으며 (NCBIassayID:rs16240973)한국인에서도 관찰되

지 않았다.SFRP2유전자의 c.134C>T다형성은 백인이나 아프리카

인에서는 다형성이 보고되나 중국인에서는 다형성이 보이지 않았고 

일본인에서는 A대립인자의 빈도가 0.024의 빈도로 보고된 바 있으

나 (NCBIassayID:rs42182750)한국인에서는 다형성이 관찰되지 

않았다.SFRP3유전자의 c.598C>T부위는 지금까지 유럽이나 아프

리카인에서 다형성이 보고되었으며 주로 골관절염과의 관계가 연구

되었다.(66-68)골량에 대해서는 중국인에서 영향이 없다고 보고되
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었으며 (57)본 연구에서는 한국인에서 다형성이 관찰되지 않았다.

지금까지 DKK3,SFRP2,SFRP5유전자 다형성과 골밀도와의 관련

성은 연구된 바 없으며 상기 다형성부위는 한국인에서 최초로 분석

된 것으로 다형성은 관찰되지 않았지만 앞으로 한국인이나 동양인

에서의 유전연구에 참고자료로 사용될 수 있다.

본 연구에서 SFRP4유전자 내 c.958C>A와 c.1019G>A 다형

성 양상에 의한 일배체형만이 골밀도나 골다공증의 위험과 연관성

을 보였다.SFRP4는 7p14.1에 존재한다.본 연구 결과 SFRP4

c.958C>A 다형성에서 CC 유전자형의 빈도는 21.1%로서 일본인에

서 보고된 18%와 유사하였고,(69)덴마크인 남성에의 36.2%보다는 

낮았다.(71)한국 폐경 여성에서 SFRP4c.1019G>A가 골밀도와 연

관성을 보인바 있는데,(58)본 연구에서는 c.958C>A 다형성을 함

께 분석한 결과 c.958C>A다형성이 골다공증의 빈도와 연관성을 보

였고 c.1019G>A와 c.958C>A 부위의 일배체형 분석 결과 AA 동형

접합체 (homozygote)가 유의하게 낮은 요추 골밀도와 높은 혈청 

BAP농도를 보였다.또한 요추에서의 골다공증 위험이 4.37배 증가

하는 소견도 보였다.이러한 결과는 두 부위 다형성의 연관불균형 

분석 결과 연관성을 보이는 것으로 설명된다.c.958C>A 부위의 다

형성은 1,383명의 덴마크 남성을 대상으로 한 연구에서 키,체지방,

대퇴경부 골밀도와 연관성을 보인 바 있다.하지만 벨기에 남성들에

선 이러한 연관성이 보이지 않았다.(70)이 부위는 일본인에서 신

장암의 위험과 분석했을 때 관련이 없었고 (69)Cho 등 (71)은 

SFRP4유전자의 다른 부위인 rs1721400부위의 다형성이 한국인에

서 골밀도와 연관성을 보인다 하였다.따라서 본 연구는 SFRP4

c.958C>A와 c.1019G>A 사이의 일배체형과 골밀도 사이의 연관성

을 보인 최초의 연구로서 한국인에서 SFRP4유전자가 골량 결정에 
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중요한 역할을 가짐을 시사한다.

 SFRP4 유전자 다형성이 골량 결정에 어떻게 작용하는지는 아

직 불분명하다. 일반적으로 유전자 다형성은 유전자 기능에 영향을 

주거나, mRNA 전사 과정에 영향을 주어 기능적 이상을 유발하거

나 다른 결정적 기능을 주관하는 다형성 부위와 연관불균형을 통해 

질병과 연관성을 보일 수 있다. 본 연구에서 분석된 c.958C>A와 

c.1019G>A 부위는 모두 코딩 부위 (coding lesion)로서 

Pro320Thr, Arg340Lys 부위이다. 이들 아미노산 변화가 sFRP4 

단백질 기능에 영향을 미쳤을 가능성도 있다.

Berndt등 (72)은 sFRP4가 신장에서 Wnt신호계 길항작용을 

통해 나트륨의존성 인산염 수송을 억제하여 인산염요증을 유발한다 

하였다.이러한 무기인산염의 재흡수 저하에 따른 인산염요증은 

PTH 비의존성으로 나타나고 보상기전인 1,25(OH)vitaminD증가도 

나타내지 않았다.하지만 Sfrp4유전자를 제거한 쥐에서는 요중 인

산염 농도에 변화가 없고 골량에도 차이를 보이지 않는 걸로 보아 

장기적인 인산염 농도 조절 기능은 없는 것으로 보인다.(73)조골

세포에서의 sFRP4의 과발현은 조골세포의 증식을 억제하고 골형성

의 저하를 유발하며 canonicalWnt신호계를 활성화시킬 경우 골량

이 회복되는 현상을 보이고,(74)canonicalWnt신호 억제를 통해 

비타민 D대사에도 관여한다고 알려져 있다.(29)이와 같은 결과들

은 sFRP4가 다양한 경로를 통해 골량을 결정한다는 것을 의미한다.

SFRP5 유전자의 c.20G>C 다형성 부위는 본 연구에서 

Hardy-Weinberg공식을 따르지 않는 것으로 나타났는데 이는 유전

자형 분석 과정의 오류나 연구 대상군 선정의 오류,유전체 내 동종 
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부위 (homologousregion)의 존재 등이 원인이 될 수 있다.다른 부

위의 다형성 부위에서는 Hardy-Weinberg공식을 따르는 것으로 보

아 연구 대상군의 문제일 가능성은 적고,분석 과정의 오류는 확인 

시 문제가 없었으며 유전체 내 동종 부위가 존재하는 지에 대한 추

가적인 확인이 필요할 것으로 보인다.이 부위의 다형성은 아직 다

른 인종에서의 다형성 빈도도,질환과의 연관성도 알려져 있지 않

다.sFRP5는 비만 기전에서도 연구된 바 있고 (55)고지방 식이를 

지속시킬 경우 지방세포 (adipocyte)에서 발현율이 증가하는 결과를 

보인만큼 비만과 지방세포와 골과의 연관성을 연구하는 데에도 중

요한 의미를 가질 수 있다.(75)하지만 본 연구에서 다형성 양상에 

따라 환자군의 체질량지수에는 차이가 없었다.

본 연구에서 관찰된 SFRP1,SFRP3,DKK 유전자 다형성 부

위는 골밀도나 골다공증,골교체인자와의 연관성을 보이지 않았다.

SFRP1은 염색체 8p12-p11.1,sFRP2는 4q31.3,sFRP3은 2q31-q33에 

존재한다.다형성이 관찰된 SFRP3유전자의 c.970C>G부위는 골관

절염과의 연관성에 대해 연구된 바 있다.(68,76)본 연구에서 골밀

도나 골교체인자,골다공증의 빈도와 연관성을 보이지 않았는데 이

는 벨기에 여성에서 골반골절율과 관련 없음을 보인 연구나,(59)

SFRP1 유전자의 다른 부위의 다형성 (rs9288087, rs2242070,

rs7775)이 미국 백인 여성에서 골밀도나 골다공증성 골절과 관련성

이 없음을 보인 연구 결과,(77)일본인에서 rs16890444다형성은 요

추나 골반 골밀도와 연관을 보이지 않은 결과와 유사한 것이다.

(60)하지만 일본인에서 rs3242다형성이 대퇴경부 골밀도와 연관성

을 보였고,(60)Sims등 (62)이 호주인에서 rs921142,rs4736965부

위의 다형성이 골밀도와 연관성을 보임을 밝힌바 있다.이번 연구 

결과에서 나타난 SFRP1 다형성의 일배체형에 따른 혈청 
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sRANKL/OPG비의 유의한 차이가 어떠한 임상적 의의를 가지는지

는 불명확하다.sFRP1이 조골세포나 골세포의 생존에 중요한 역할

을 하는 만큼 (35)연구 대상이 된 다형성이 골대사에 중요한 영향

을 줄 것으로 예상할 수도 있겠지만 골밀도나 골다공증의 빈도와는 

연관이 없는 것으로 보아 일시적인 골대사의 반영일 뿐일 수도 있

다.

SFRP3유전자는 rs4666865부위의 다형성이 스페인 폐경 여

성에서 골밀도와 연관성을 보인바 있으나 (63)중국인에서는 최대 

골량과 관련이 없는 것으로 보고된 바 있다.(57)본 연구와 같은 

부위의 SFRP3유전자 다형성을 분석한 Gordon등 (76)은 이 부위

의 다형성이 골반관절 수술 (totalhip arthroplasty)후 골용해 

(osteolysis)나 이소골화 (heterotopicossification)와 관련 있음을 보

인바 있고,골반의 골다공증 빈도와 연관 있음이 보고된 바 있다.

(59)하지만 한국인에서는 골밀도나 골다공증의 빈도와 연관이 없는 

것으로 나타나 인종간의 차이를 확인할 수 있었다.

다형성이 관찰된 부위 중 DKK1 c.318A>G, DKK2

c.437G>A,DKK3c.1003A>G는 인종 간 다양한 다형성 빈도를 보

고한 바 있으나 (NCBI assay ID: rs52074151; rs48417856,

rs68907362;rs23574960,rs88467985)질환과의 연관성은 불분명한 

부위로 본 연구에서 골밀도나 골다공증의 빈도와 연관성을 보이지 

않았다.DKK1은 염색체 10q21.1,DKK2는 4q25,DKK3는 11q15.2에 

존재하는데 DKK1유전자의 다형성은 덴마크인에서도 골밀도나 골

교체인자와 연관 없음이 보고된 바 있다.(60)DKK2 유전자의 

c.437G>A 다형성은 GG유전자형의 빈도가 32.6%로 일본인에서 보

고된 53%에 비해 낮게 나타났으며 (68)호주 여성에서 골밀도와 연
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관성을 보인 것 (61)과 달리 골밀도나 골다공증의 빈도와 관련이 없

었다.Dkk3는 Wnt신호에 영향을 주지 않는 것으로 알려져 있는데 

(11,30)본 연구 결과에서도 유전자 다형성이 골밀도나 골다공증의 

빈도와는 연관성을 보이지 않았다.

본 연구는 몇 가지 제한점을 가지고 있다.첫째로 단일 의료기

관을 방문한 폐경여성을 대상으로 하였고 둘째로 대상 환자 수가 

적으며 셋째로 흡연이나 운동량 등 골밀도에 영향을 주는 생활습관 

인자가 보정되지 않았다는 점이다.하지만 상대적으로 연구 결과가 

적은 Wnt신호체계 억제인자의 유전자 다형성과 폐경여성에서 골밀

도와의 관계를 최초로 분석한 연구라는 의의가 있다.앞으로 더 큰 

규모의 연구에서 해당 유전자의 골밀도에 대한 영향에 대한 추가적

인 연구와 그 기전을 밝힐 수 있는 연구가 필요하다.

결론적으로 한국 폐경 여성에서 SFRP4유전자 c.958C>A,

c.1019G>A 다형성의 일배체형 AA 동형접합자가 요추 골다공증의 

빈도가 높고 혈청 BAP농도가 높으며 요추 골다공증의 위험이 4.37

배 증가하는 결과를 보였다.이는 이 부위의 다형성이 한국 폐경여

성에서 요추 골량 결정에 중요한 역할을 한다는 의미일 수 있다.
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Abstract

Introduction: The purposes of this study were to investigate the 

relationship between the polymorphisms in Wnt antagonists genes, and 

BMD in postmenopausal Korean women, and to test the hypothesis that 

these polymorphisms in Wnt antagonist genes are associated with serum 

levels of osteoprotegerin (OPG), soluble receptor activator of NF-kB 

ligand (sRANKL) and bone turnover markers, etc.

Methods: Nineteen single nucleotide polymorphism (SNP)s in Wnt 

antagonists genes were analyzed by restriction fragment length 

polymorphism, Taqman assay, and direct DNA sequencing in 399 

postmenopausal Korean women. Serum levels of OPG and sRANKL 

bone turnover markers were measured. The bone mineral density 

(BMD) at the lumbar spine and proximal femur was determined by 

dual energy X-ray absorptiometry.

Results: The c.28G>A, and c.496C>A SNP in Wnt inhibitory factor 

(WIF)-1 gene, c.-38C>G, and c.134C>G SNP in secreted 

frizzled-related-protein (SFRP)2 gene, c.598C>T SNP in SFRP3 gene, 

c.34A>T, and c.35C>A SNP in SFRP5 gene, and c.92C>A, c.147G>A, 

and c.706G>A SNP in Dickkopf (Dkk)3 gene were not observed. 

Significant association between the haplotype genotype defined by 

combination of c.958C>A, and c.1019G>A SNPs in SFRP4 gene and 

BMD at the lumbar spine were observed. After adjusting for potential 

confounding factors such as age, body mass index, and menopause 

duration, the BMD in the haplotype genotype AA homozygotes was 
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lower than in corresponding genotypes respectively. The haplotype 

genotype AA homozygote was 4.37 times more frequently found in 

women with osteoporosis at the lumbar spine. No associations were 

noted between BMD at skeletal sites measured and other SNPs in Wnt 

antagonist genes. After adjusting for age, years since menopause and 

body mass index, serum bone alkaline phosphatase levels in the 

haplotype AA homozygotes (P<0.001) showed the highest levels. No 

significant differences in the adjusted serum levels of osteocalcin, 

parathyroid hormone, calcium according to genotypes of single other 

SNPs in Wnt antagonist genes and haplotype genotypes of SFRP4 

SNPs were noted. Adjusted serum levels of OPG, sRANKL, and their 

ratio were not different according to genotypes of single SNPs in Wnt 

antagonists genes and haplotype genotypes of SFRP4 SNPs whereas 

RANKL/OPG ratios in SFRP1 haplotype genotypes without CC were 

significantly higher than those in other haplotype genotypes.

Conclusions: These data indicate that haplotype genotype composed of 

the c.958G>A, and c.1019 G>A SNP in SFRP4 gene among Wnt 

antagonist genes is one of the genetic factors affecting bone mineral 

density at the lumbar spine and the measurement of these 

polymorphisms may be useful in identifying Korean women at the risk 

of osteoporosis.

Keywords: postmenopausal Korean women, Wnt antagonists, gene 

polymorphism, bone mass 
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