
I. 서론

치주조직의 재생은 치주질환으로 인해 상실

된부착기구들이신생골, 신생백악질과함께새

로운치주인대섬유가기능적으로삽입, 배열되

어 재형성된 상태를 말하며 이들 조직의 재생

이 치주치료의 목적이라 할 수 있다1 , 2 ). 이 중

치주질환으로 상실된 골조직을 재생시키기 위

한 방법으로골조직이식술3 ), 골유도재생술4 )과

여러가지성장인자의적용5 , 6 )과같은방법들이

제시되어왔다. 골조직은 골흡수과정과 신생골

합성과정이 반복되어 지속적인 재형성이 일어

나게되는데여기에관여하는조골세포, 파골세

포및그전구세포의증식, 분화및활성에영향

을 미치는전신적조절물질과국소적조절물질

에 의해 조절되고있다1 , 2 ). 치주질환의 치료접

근 방법으로염증의진행과정을억제방지하거

나, 염증의결과로서나타난파괴상을재생시킬

목적으로시도되어왔으며이에다수의항염증

약물이치주질환의치료에이용되고있는데, 이

러한 약물들은스테로이드성 약물과 비스테로

이드성약물로분류할수있다. 비스테로이드성

약물로는 propionic acid 유도체인 i b u p r o f e n

과 flurbiprofen 등이이용되고있는데, 이 약물

들은 치주염 환자에서 치조골의 상실을 늦출

수 있고, 또한 arachidonic acid metabolism의

cyclooxygenase pathway를 억제함으로서 프

로스타글라딘형성을감소시켜항 염증작용을

하는 것으로 알려져 있다7 - 1 3 ). 스테로이드성

약물인 c o r t i s o l과 덱사메타존( d e x a m e t h a-

sone, 이하D e x로 표기)등은작용이아주광범

위하여 함수탄소, 단백질, 지질 및 핵산대사에

영향을 주며, 체내수분및 전해질 평형 유지에

관여할뿐만아니라순환계, 신장, 임파계, 신경

계및골격근에작용한다1 4 , 1 5 ). 또한여러가지의

유해한 자극과 주위환경 변화에 대응하는 등

생체의 항상성 유지에 중요한 역활을 하며 다

른 호르몬, 즉 글루카곤및 성장 호르몬의 작용

에 영향을 미치고 항 염증작용이 있는 것으로

알려져있다1 6 ). 글루코코티코이드는다양한실

험을 통하여 생체내에서는 골형성을 감소시키

고 골 흡수를 야기시키지만 골세포 배양시 첨

가하면골세포의분화를촉진시켜골결절형성

수 및 크기를 증진시키는 것으로 알려져 있다
1 7 - 2 1 ). 또한 다수의 생체실험들에서 스테로이

드성 항 염증약물이 골상처 치유를 억제하고
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2 2 - 2 4 ) 육아조직의 성장을 방해하여 상처의 치

유를 지연시키는 것으로 나타났다 2 5 - 2 9 ).

Sisson 등2 4 ) 이 토끼의골절을 이용한 실험에

서 골회복이 지연되어 골막 형성이 결여되고

연골성가골이비정상적양상을나타내었다. 또

한 C h y u n등3 0의 연구에의하면골막조직의 선

택적감소가나타났고골 형성에서글루코코티

코이드의억제효과가나타났으나, Taylor등3 1 )

은 백서의 실험적 골절에서 충분한 양의 코티

존이 투여되었음에도 조직학적 변화와 치유의

지연이나타나지않은상반된결과를보고하였

다.

시험관적 연구에서는태생 백서 두개골의조

직 배양 연구에서 코티졸로써 96 시간 처치한

결과 교원질 합성, 알칼린 인산화효소 활성도

및 DNA 양 등이 감소하는 것으로 나타났으나
3 2 , 3 3 ), 24시간 동안의짧은코티졸처치에는교

원질생성, 알칼린인산화효소활성도및 D N A

합성능이 증가하는 것으로나타 났다3 4 - 3 5 ). 이

러한 글루코코티코이드중 합성된 l o n g - a c t i n g

글루코코티코이드인 D e x은 시험관적 실험에

서 골전구세포의증식을촉진하고2 6 ), 성인 골

수 세포를조골세포로분화시키는것으로나타

났으며2 7 ), 생체내의 실험으로 쥐 두정골에 실

험적 천공을형성하고D e x을 투여한실험에서

골 재생 지연과 연조직 치유지연이 함께 나타

났다고 보고하였다3 6 ). 또한 글루코코티코이드

는 성장인자와병용시세포기능을조절하는효

과를나타내어, 섬유아세포성장인자의세포증

식능을 증가시키나3 7 ), 상피 성장 인자의 활성

은 억제시키는 것으로 보고38) 되었다. 그러나

아직 D e x와 같은 항염증약물사용시골재생에

대한견해가다르며골재생효과와초기치유과

정에서, 골기질생산과성장그리고석회화에관

여하는 것으로 알려진 골기질 단백질에 대한

연구도미흡한실정이다. 

이에골세포배양실험에서 D e x의 사용시, 골

세포의분화와성장과정에대한영향을규명하

고 골조직재생에의 임상적용의 가능성에 대해

알아보고자한다.

II. 연구방법

1. 재료(시약)

배 양 액 은 alpha-modified eagle

m e d i u m ( G i b c o사, 미국, 이하 α- M E M으로표
기)을 사용하였고, fetal bovine serum(Gibco

사, 미국, 이하 F B S로 표기)을 성장 촉진제로

첨가하였으며, 그외 β- g l y c e r o p h o s p h a t e ,
ascorbic acid(Sigma, 미국), Dexamethasone

(Sigma, 미국)을사용하였다.

2. 골아세포의배양

M C 3 T 3 - E 1세포를 취득하여 12 well plate

에 1×1 05cells/well, 24 well plate에 1×1 04

c e l l s / w e l l로 10% fetal bovine serum, 10mM

β-glycerophosphate, 50㎍/ m l의 아스코빅
산, 100U/ml penicilline, 100㎍/ml strepto-

m y c i n을 함유한 α- M E M배양액에서초기배양
하여3 7℃, 5% CO2 함유배양기에서유지하였

다. 10% fetal bovine serum에서 계속배양한

군을 대조군- 1로 하였고, Dex를 주입하기 4 8

시간전에 성장인자의 최대의 효과를 위해

serum free media로교체한군을대조군- 2로

하였으며, serum free media로교체하고 2 4시

간 경과후 1 0- 7M Dex를 주입한 군을 D e x로

하여3일간격으로배양액을교체하였다.

3. 세포성장율측정

세포접종후각 대조군과실험군의 5, 10, 15,

20, 25일의 해당일에각 w e l l의 배지를제거한

후 인산생리식염수로 세척하고 0 . 0 5 %

Trypsin/0.02% EDTA로 처리후 수분간 배양

시킨다음세포가w e l l로 부터완전히분리된뒤

h e m o c y t o m e t e r를 이용하여 광학현미경하에

서 세포수를측정하고대조군과실험군간의통
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계학적처리는SAS program 의 ANOVA test

를이용하였다.

4. ALP 활성도 측정

세포를 24 well plate에 접종하고 앞서 설명

한 대로배양하여 1 0- 7M Dex를 첨가하여 3일

간격으로 배양액을 교체해 주면서 5일, 10일,

1 5일, 20일, 25일에 ALP 활성을 p - n i t r o-

phenyl phosphate(Sigma, USA)를기질로이

용한방법으로아래와같이측정하였다. 부착된

세포를 인산완충식염수(phosphate buffered

saline, 이하 P B S )로 2회 씻어내고 0 . 0 2 %의

Nonidet P-40(Sigma) 1ml에 녹인후 u l t r a-

s o n i c a t o r에서 1 5초간 s o n i c a t i o n시켜

(Fischer, Rockville, MD) 12,000g에서 1 5분

간 원심분리하였다. 효소활성을측정하기 전에

상층액을- 2 0℃에두고 3 7℃에서3 0분간 c e l l

digestion buffer(1.5M Tris-HCL, 1mM

Z n C l2, 1mM MgCl2·6 H2O, pH 9.2, contain-

ing 1% Triton X-100)로 처리하며 7mM p-

nitrophenyl phosphate (Sigma, USA)를기질

로써 이용하여 4 1 0 n m에서흡수도를 측정하였

다. 단백질 농도는 BCA protein assay

reagent(Pierce, USA)를 사용하여 측정하며,

bovine serum albumin을 s t a n d a r d로 하였고,
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Figure 1. Time-response effect of Dex on Cell
growth activity of MC3T3-E1 cells
cultured for 5, 10, 15, 20, 25 days.

MC3T3-E1 cells were seeded at 1×1 04 cells/ml in

alpha-minimum essential medium containing 10 %

fetal bovine serum, 10 mM β-glycerophosphate and
5 0㎍/ml of ascorbic acid. Before 48 hours of indi-

cated time, medium were changed with serum free

medium containing 10 mM β-glycerophosphate, 10-
7M dexamethasone and 50㎍/ml of ascorbic acid..

Cell growth activity were measured as described in

materials and methods. Each value represents the

mean and S.D.(×1 04 c e l l s ) / 2 0 0㎕/well of five

d e t e r m i n a n t s .

* : significantly different from control-1 value in

dose resoponse effect (P < 0.05)

Figure 2. Time-response effect of Dex on ALP
activity of MC3T3-E1 cells cultured
for 5, 10, 15, 20, 25 days.

MC3T3-E1 cells were seeded at 1×1 04 cells/ml in

alpha-minimum essential medium containing 10%

fetal bovine serum, 10 mM β-glycerophosphate and
5 0㎍/ml of ascorbic acid. Before 48 hours of indi-

cated time, medium were changed with serum free

medium containing 10 mM β-glycerophosphate, 10-
7M dexamethasone and 50㎍/ml of ascorbic acid..

Cell growth activity were measured as described in

materials and methods. Each value represents the

mean and S.D.(×1 04 c e l l s ) / 2 0 0㎕/well of five

d e t e r m i n a n t s .

* : significantly different from control-1 value in

dose resoponse effect (P < 0.05)



A L P활성도는 nmole/min/mg of protein으로

나타내었다. 대조군과 실험군의통계학적 처리

는 SAS program의 ANOVA test 로 처리하였

다. 

5. Histochemical analysis

골결절형성을관찰하기위해서세포를3 0일

동안 100mm dish에서 배양하였으며, 칼슘 침

착을식별하기위해서세포를 ice-cold PBS로

2번 씻은 후 실온에서 1시간동안 0 . 1 %

Alizarin Red S 용액에서 배양하였고 세포를

3 0분동안 0.1% light green SF solution으로

염색하여세포를순차적으로 0.1% acetic acid

와 absolute ethanol로 씻은 후 5, 10, 15, 20,

2 5일째에광학현미경으로관찰하였다.

III. 연구결과

1. 세포성장율

D e x군은세포증식능에서, 대조군에비해 1 5

일까지낮은양상을보였으나 2 0일이후증가양

상을 보여, 통계학적으로 유의성 있는 차이를

보였다. (P<0.05)( Figure 1 참조)

2. ALP 활성도

시간경과에 따른 MC3T3-E1 세포의 A L P

활성은 대조군-1, 대조군- 2에서는 1 0일군까

지증가하다가이후감소하는것으로나타났고,

D e x군에서는 5일째보다 1 0일째에 감소하는

양상을 보였으나, 이후 증가하다가 2 5일째 다

시 감소하는 양상을 보여 대조군과는 다소 차

이를 보였으며, 특히 1 0일째는 통계학적으로

유의성있는차이를보였다. (P<0.05)

MC3T3-E1 세 포의 ALP 활 성 도를

nmole/min/mg of protein으로나타내었을때 ,

대조군- 1에서 5일군의2 . 0 4±0 . 5 7에 비해 1 0

일군에서 4 . 2 5±0 . 3 1로 증가하다가, 15일군에

서 3 . 3 5±1.17, 20일군에서 2 . 0 1±0.16, 25일

군에서0 . 8 6±0 . 5 4로 점차감소하는양상을보

였다. 

대조군- 2의 경우 5일군의 3 . 4 4±0 . 6 0에 비

해, 10일군에서 9 . 0 0±2 . 0 0으로 증가하였고

1 5일군이후 5 . 3 3±1 . 0 3로, 20일군에서 2 . 3 3

±0.87, 25일군에서 1 . 8 4±1 . 1 2로 점차 감소

하였으나, 대조군- 1보다는 높은 ALP 활성도

를보였다( P < 0 . 0 5 ) .

D e x군의 영향은 5일군의 1 . 4 4±0 . 0 6에 비

해 1 0일군에서 1 . 1 6±0 . 1 2로 감소하는양상을

보여, 대조군보다 통계학적으로유의성있는감

소양상을 보였고 1 5일째 2 . 5 2±0 . 4 2로, 20일

째는 4 . 5 6±0 . 5 1로 증가양상을 나타내었으나,

2 5일째 1 . 5 8±0 . 6 0로 다시 감소하는 양상을

보였으며 대조군과 비교시 통계학적 유의성은

없었다( P < 0 . 0 5 ) .

3. 골결절 형성
골결절형성은대조군은 2 0일째처음관찰되

었으며, 25일째에는 크기는 작았지만 다수의

골결절이 관찰되었고 D e x군에서는 1 0일째 처

음관찰되어, 이후시간이경과함에따라크기가

큰 다수의 골결절 형성이 관찰되었다( F i g u r e

3-7 참조) .

IV. 총괄 및 고안

치주조직재생에 관여하는 치주조직은 치은,

치주 인대, 치근 백악질과치조골로되어 있으

며1 ), 이 중골의 재형성은골흡수와신생골 합

성과정이동시에일어나는과정이다.

글루코코티코이드는 다양한 실험을 통하여

생체내에서는 골형성을 감소시키고 골 흡수를

야기시키지만, 골세포배양시첨가하면골세포

의 분화를 촉진시켜 골결절 형성수 및 크기를

증진시키는 것으로 알려져있다2 4 - 2 6 ). 또한 다

수의 생체실험들에서 스테로이드성 항 염증약
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물이골상처치유를억제하고2 7 - 3 4 ) 육아조직의

성장을방해하여, 상처의치유를지연시키는것

으로나타났다2 7 - 3 4 ).

그러나아직 d e x와 같은항염증약물사용시,

골재생에 대한 견해가 다르며 초기치유과정에

서 골기질생산과성장과석회화에관여하는것

으로 알려진 골기질 단백질에 대한 연구도 미

흡한 실정이다. 이에 골배양 실험에서 d e x의

골세포의분화와성장과정에대한영향을규명

하고, 골조직재생에의 임상적용의 가능성에대

해 알아보고자 적용시간에 따른 M C 3 T 3 - E 1

세포의 세포성장율, ALP활성도, 그리고 골 결

절 형성을관찰해보고자하였다. 본 연구에사

용된 D e x의 농도는 다양한 실험2 6 - 3 1 )에 의해

골세포배양시골세포의분화를촉진시켜골결

절 형성수 및 크기를 증진시키는 것으로 알려

져 있는 1 0- 7M의 농도를 본 실험에 사용하였

다.

MC3T3-E1 세포는 골아세포 분화의 정상

적인성장과정을거치게되는데, 쥐의두개골기

원의골아세포에서와유사한골과같은광화된

세포외기질의 형성을 관찰할 수 있고39-41) 골

아세포유사세포인MC3T3-E1 세포는골기질

침착, 광화, 성장인자의영향, 형태의변화와대

사에 관해서 사용되어 왔으며4 0 , 4 1 ) 교원질,

o s t e o c a l c i n과 다른 골아세포 분화의표지인자

에 대한 보고4 2 , 4 3 )도 있어 온 한편, 최 등4 1 )의

연구에서M C 3 T 3 - E 1세포의골아세포적분화

중 골기질단백질의 발현 양상에 대해 밝힌 바

있다.

본 연구에서 MC3T3-E1 세포에 대한 D e x

의 영향을알아보기위해, 시간경과에 따른 골

결절형성을측정해본 결과골결절형성은, 대

조군은초기에전혀 관찰할수 없었고, 20일째

에야 관찰되었으며 D e x군에서는 1 0일째 처음

관찰되어이후시간이경과함에따라많은양과

크기가 큰 골 결절 형성이 관찰되었다. 이러한

실험결과는 신생쥐의 두개골에서 추출한

M C 3 T 3 - E 1세포에서 2 1일경에 골결절 형성

이 관찰되었다는 Hiroko Sudo 등의 보고3 9 )와

유사하였으나, 동일한세포의배양시1 6일경부

터골결절이관찰되어그후 3 0일경까지시간의

경과에 따라 골결절 수와 크기가 차츰 증가했

다는 최 등4 0 )의 보고와는다른 양상을 보였는

데, 이차이는배양기간동안의배양조건의차이

에 기인된것으로 사료된다. 이러한 결과는 골

세포의석회화과정에D e x가 중요한영향인자

로 관여함을 시사하고 있으며, 정확한 기전을

밝히기위한부가적인실험이필요할것으로생

각된다.

세포성장율에서 D e x군은 대조군에 비해 1 5

일까지낮은 양상을보였으나, 20일 이후 높은

양상을 보여 D e x가 골아유사세포의 성장초기

에, 세포증식을억제시킨것으로사료된다.

A L P는 칼슘과인대사에관여하는효소로서,

정확한 기능은 알려져있지 않지만 R o b i n s o n

등4 4 )은 유기인산 기질에서 무기인산을 분리해

낼 수 있는 효소라고 보고하였으며, Siffert4 5 )

는 골형성 이전의 세포대사와 칼슘과 인 이온

이 결정화되기 이전의 골기질 형성에 주로 관

여한다고보고하였다.

Stein 등4 6 )은골세포의표지인자로서A L P활

성도를측정해보아야하며높은 A L P활성도는

골세포분화의표지인자라고보고한것을기초

로 본 실험에서시간경과에 따른 M C 3 T 3 - E 1

세포의ALP 활성을측정해보았다.

대조군-1, 대조군- 2에서는 1 0일군까지 증

가하다가이후감소하는것으로나타났고, Dex

군에서는 대조군보다 전반적으로 감소양상을

보였으며 1 0일째가장감소하는양상을보였으

나, 이후 증가하는 양상을보여 대조군과는 다

소 차이를보였다. 이는 세포종류의 차이는 있

지만 오 등4 7 )의 연구에서 1 0일째보다 1 5일째

에 높은 A L P활성도를 나타낸 것과 서 등4 8 )과

Nojima 등4 9 )의 연구에서치주인대세포의A L P

활성도가시간이경과함에따라증가했다는결

과와는 다르게 나타났고, MC3T3-E1 세포의

A L P활성도는처음며칠동안증가하여, 10일경
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에 최고치에 도달하였으며 그 후에는 차츰 감

소하였다는최 등4 1 )의연구와는일치하는것으

로, ALP활성도가 최고에 다다른 이후 골결절

이관찰된대조군에비해D e x군은, 대조군보다

낮은 ALP 활성을 보였음에도 가장 빨리 골결

절이 관찰되어 D e x가 골세포의 성장과정에서

다른 요소에도 많은 영향을 끼치는 것으로 사

료된다. 향후 이에 대한 골세포의 분화와 증식

에 대한 효과와, 다양한 골기질 단백질발현에

대한연구가더필요하리라고사료된다. 

V. 결론

치주조직의 재생을 위해서는 골조직의 재생

이 필수적이라할 수 있으며, 본 연구에서는골

세포의성장과분화에대한D e x의영향을관찰

하였다. 생체내에서는 골형성을감소시키고골

흡수를야기시키지만골세포배양시D e x가 골

아유사세포의분화와성장에어떠한영향을미

치는지규명하고자본실험을시행하였다.

D e x를 주입하지않은군을대조군으로하고,

D e x를 주입한군을실험군으로하여 5, 10, 15,

20, 25일째에 세포증식능, 알칼린인산효소활

성도, 골결절 형성을 관찰하여 다음과 같은 결

과를얻었다.

1 . D e x군은 세포증식능에 있어서 대조군에

비해, 15일까지 낮은 양상을보였으나골

결절 형성은 D e x군에서는 1 0일째, 대조

군에서는 2 0일째 처음 관찰되어이후 시

간이 경과함에따라, 크기가 큰 다수의 골

결절형성이관찰되었다(p < 0.05).

2 . 시간 경과에 따른 MC3T3-E1 세포의

ALP 활성은, 대조군-1, 대조군- 2에서는

1 0일군까지 증가하다가 이후 감소하며,

D e x군에서는 성장초기에 대조군보다 낮

은양상을 보였으며 1 0일째 가장 낮은 양

상을보였으나, 이후높은양상을보여대

조군과는다소차이를보였다(p < 0.05).

이상의결과로미루어볼때, Dex가 골결절형

성은 촉진시키나 세포증식율과 ALP 활성도는

감소 시키는것으로나타나, Dex가 골아유사세

포의성장과분화과정의초기에는세포의성장

을 억제시켰으나, 석회화과정은촉진시키는것

으로나타났다.
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사진부도 설명

Figure 3. Histochemical change of control

group at 10 days

Photomicrograph shows no bone

n o d u l e s (× 4 0 ) .

Figure 4. Histochemical change of on Dex

group at 10 days

Photomicrograph shows bone

n o d u l e s (× 4 0 ) .

Figure 5. Histochemical change of control

group at 20 days

Photomicrograph shows bone

n o d u l e s (× 4 0 ) .

Figure 6. Histochemical change of Dex

group at 20 days

Photomicrograph shows bone

n o d u l e s (× 4 0 ) .

Figure 7. Histochemical change of control

group at 25 days

Photomicrograph shows bone

n o d u l e s (× 4 0 ) .

Figure 8. Histochemical change of Dex

group at 25 days

Photomicrograph shows very

larger bone nodules than control group(×

4 0 ) .

- A b s t r a c t -

The Effects of

Dexamethasone 

on Growth and Di f f e r e n t i a-

tion of Osteoblast-like Ce l l

J a e -Mok Lee 

Department of Periodontology, School of

Dentistry, Kyungpook National University

The ultimate aim of periodontal treatment

is periodontal regeneration, which necessi-

ates the regeneration of bone tissues. To

evaluate the effects of Dex growth and dif-

ferentiation of MC3T3-E1 cells, cells were

seeded in alpha-modified eagle medium

containing 10% fetal bovine serum, 10mM

beta-glycerophosphate , 50㎍/ml of ascor-

bic acid, with or without 10- 7M Dex and

examined cell proliferation activities, alka-

line phosphatase activities, and bone nodule

formation until 25days.

The results were as follows : 

1 . In Dex group, cell proliferation activi-

ties were lower until 15 days com-

pared to control group. Bone nodules

formation were showed at 10 days. 

2 . In the time-response effect, ALP

activities were increased until the 10

days in control groups thereafter

decreased and ALP activities of Dex

group were lower aspect than control

group until the 10 days
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In this study, bone nodule formation of

osteoblast-like cells were accelerated by

Dex and cell proliferation activities, ALP

activity of Dex group showed lower than

control group. Dex was considered that it

did suppress initial growth, but accerelate

mineralization of osteoblast-like cells.
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