
I. 서론

치주치료의 궁극적인 목표는 치주질환으로

인하여파괴된치주조직의재생에있으며, 이는

염증에 이환된 치근면의 신생 백악질의 형성,

신생골의침착, 이두 조직간에기능적으로배

열되는신생결합조직섬유및 상부치은조직의

재형성을 의미한다. 그러나 치주조직의치유시

치근백악질, 치주인대, 치조골및치은조직으로

부터 유래되는 다양한 세포들의 영향을 받아

치유되는 양태가 매우 다른데1 , 2 ), 치근면 활택

술과 같은 통법의 치주치료시 주로 긴 접합상

피로치유되나치주조직의재생을도모하기위

해서는혈관이없고고도로석회화된백악질이

나 상아질면에 새로운결합조직의 부착, 골형

성의시작과증진및 치은상피세포의치근단이

동의방지등이필요하다3 ).

치은상피세포의치근단이동을기계적으로막

기위하여 다양한 차폐막을 이용하는 조직유도

재생술이이용되고있고4 , 5 ), 생화학적인방법으

로 구연산과 염산테트라싸이클린같은 약제로

치근면을 탈회시켜 일형 교원섬유를 노출시키

든가 섬유아세포의 이주, 부착, 교원질 합성을

증가시킨다고 알려진 f i b r o n e c t i n을 치근면에

도포하여 신생 결합조직의 부착을 향상시키는

방법이 있으며6 - 8 ), fibroblast growth fac-

tors(FGFs), platelet-derived growth fac-

tors(PDGFs), insulin-like growth

factors(IGFs) 및 transforming growth fac-

t o r -β( T G F -β)와 같은 성장인자를 사용하여
세포의 화학주성, 증식, 분화 및 세포기질형성

을 자극하여치주조직의재생을도모하는방법

이 있다9 - 1 1 ). 또한 강력한 골형성 유도물질로

알려진 골형태형성단백질(bone morpho-

genetic proteins, BMPs)이 치주조직의 재생

에 미치는 영향에 대해서도 연구되고 있다1 2 -

1 9 ).

1 9 6 5년 U r i s t가 수종의산으로 탈회한 골기

질을 근육과 피하에 이식한 후 이소성 연골이

나 골의 분화가 일어난다는 사실을 밝힌 이래
2 0 ), 태생기 및 태생기이후에도 미분화골형성

전구세포를 분화시키는 물질을 발견하여 골형

태형성단백질이라 명명하였다2 1 ). 기능적 생물

검정을 통하여 천연의 골형태형성단백질이 정

제되었고분자클로닝과재조합된인간의골형

태형성단백질의 발현으로 수종의 골형태형성

단백질을 발견, 분류가 이루어지게 되었다2 2 -

2 4 ). 인간의 골형태형성단백질은 B M P - 1 ,

BMP-2(BMP-2a), BMP-3(Osteogenin),

BMP-4(BMP-2b), BMP-5, BMP -
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6(human homologue of the murine, Vgr-1),

BMP-7(Osteogenic protein-1), BMP-

8(Osteogenic protein-2), BMP-9, BMP-

10, Dpp(Decapentaplegic protein), GDP-

10(BMP-3b), BMP- 12(GDF-7), BMP-

13(GDF-6) 등으로 분류되었으며 B M P - 1을

제외한 이들은 일반적인 특성 뿐 아니라 아미

노산서열과삼차원적인구조가유사하고카르

복시말단에 c y s t e i n을 공유하는 등 T G F -β와
유사성을 가지는 T G F -β의 상과( s u p e r f a m i-
l y )로 분류된다1 3 , 1 5 , 1 8 , 1 9 ). 또한 이들은 아미노

산서열의 유사성에 따라 다시 B M P - 2 / - 4군,

B M P - 5 / - 6 / - 7 / - 8군, BMP-3/-12/-13군

의 3개의소군으로나누어지며, 이들은 생체내

에서 여러세포에 의해 합성되어 d i m e r i z i n g ,

g l y c o s y l a t i o n과정을 거쳐 dimeric, glycosy-

lated protein의형태로존재한다1 5 ). 

골형태형성단백질의알려진기능으로는태생

기 분화 및 구강악안면조직을 포함한 신체 골

격형성과 기관형성에 관여하며 태생기 이후에

도 치유될 골조직으로 세포들의 이주와 부착,

세포들의 증식, 세포들의생합성및 연골아세포

와 골아세포의분화를촉진시켜골형성을유도

하게 된다1 8 , 2 5 , 2 6 ) . 특히 T G F -β, IGFs, FGFs
와 같은 성장인자들은 골에 존재하는 분화된

골형성세포에만 작용하므로 골조직 형성에는

한계가 있는 반면 골형태형성단백질은 미성숙

연골아세포와 골아세포의 분화촉진 뿐아니라

이미성숙된골아세포에도영향을미치므로골

결손부의 근접도에 상관없이 거의 무제한적인

골형성능력을가진다고할수있다1 3 , 1 5 , 2 7 ).

치주조직의재생에는치조골과치주인대에서

유래되는 세포가 주로 관여함은 이미 밝혀진

사실이다1 , 2 , 2 8 , 2 9 ). Melcher 등 ( 1 9 8 6 )3 0 )은 i n

v i t r o에서골세포가백악질내지는골과비슷한

조직을 형성함을 보고하였고, Nojima 등

( 1 9 9 0 )3 1 )과 Arceo 등( 1 9 9 1 )3 2 )은 각각 i n

v i t r o에서 치주인대세포가 높은 a l k a l i n e

phosphatase 활성도를 보이는 골아세포의 표

현형을나타낸다고하였고, 적절한 배지환경에

서는 골과 비슷한 석회화결절( m i n e r a l i z e d

n o d u l e )을 형성한다고하였는데이는치주인대

에서 나타나는 골아세포, 백악아세포 및 이 들

의 전구세포들이 대부분 치조돌기의 골수강에

서 유래됐을 가능성을 나타낸다. 따라서 i n

v i t r o에서어떤세포의골아세포표현형을나타

나게하는 골형태형성단백질의 작용이 치주조

직을구성하는여러세포들에도비슷한효과를

준다는 사실은 치주조직재생에 있어서 골형태

형성단백질의국소송달의타당성을갖게한다.

다양한 실험실연구와 동물실험을 통해 골형

태형성단백질의 골화능력이 검증되었는데, 여

러 가지 골형태형성단백질 중 B M P - 2 / 4군이

낮은 농도에서 골형성 능력이 뛰어나 많은 실

험에서 자주 이용되고 있다3 3 , 3 4 ). 특히 B M P -

2 / 4군은 뇌, 심장, 폐, 신경조직, 눈, 신장, 간,

췌장뿐 아니라치배, 상아모세포층, 구개궁및

두개안면부조직의 발생에 기여하는 등 구강악

안면영역의 발생에 많은 영향을 미친다1 3 , 3 5 ).

시험관에서 BMP- 2/4군을 골형성전구세포,

골아세포 및 연골세포에 적용한 결과 a l k a l i n e

phosphatase (ALPase)의 활성 증가, 화학주

성의향상, 부갑상선호르몬자극에의한 c A M P

의 생산 증가, 교원질의 합성, DNA의 합성, 단

백질의축적및 석회화결절의형성을관찰하였

고27,36-43) , 이를 토대로 여러가지 실험동물에

서 B M P - 2 / 4가 신생골의 형성, 신생결합조직

부착부의증가및 신생백악질의형성을촉진하

는 등 치주조직의 재생에 영향을 미치는 것이

확인되었다4 4 - 5 0 ). 특히 implant 주변의 신생골

형성시 골형태형성단백질에 의해 골화가 촉진

되므로 implant 치료시골형태형성단백질의활

용은 i m p l a n t의 성공률을 높이고 환자의 무치

악기간을 줄일 수 있는 장점이있다 하겠다5 1 -

5 3 ). 

이상의 연구에서와 같이 골형태형성단백질

특히 B M P - 2 / 4군은 태생기의 발생 및 분화에

관여하고 태생기이후에도 골의 정상적인 대사
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과정, 골절부위의 치유, 구강악안면 영역의 수

복, 손상된치주조직의재생및 implant 주위골

의 생성에이용될 수 있다. 그러나 치주질환으

로 인하여손상된치주조직의재생시골형태형

성 단백질의 효과를최대한발휘할수 있는 운

반체에대한연구, 치주조직의재생에관여하는

전구세포에 효과적인 골형태형성단백질의 검

증 및 이의 효과적인 사용농도와 골형태형성

단백질간 또는 골형태형성단백질과 다른 성장

인자와의 길항작용에 대한 연구가 더 필요할

것으로생각된다.

이에 본 연구는백서의치주인대세포와두개

관세포를 배양하고 이에 B M P - 2 / 4군을 적용

하여, 세포증식속도, 총단백질양, alkaline

phosphatase 활성도 및 시험관적상태에서석

회화 형성 등의 성상변화를 비교 관찰하여 치

주조직유도재생술과 골재생유도술시 골형태형

성단백질의 임상적 사용근거를 확립하고자 하

였다.

II. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

본 연구에서 사용된 골형태형성단백질은 미

국의 R&D Systems에서 구입한 것으로

Human Bone morphogenetic protein-2(Met

1-Arg 282)과 Human Bone morphogenetic

protein-4(Ser 293 - Arg 408)가 혼합되어

진것이다. 실험에사용하기위하여P h o s p h a t e

Buffered Saline(PBS)와 Bovine Serum

A l b u m i n을 희석하여혼합한후사용하였고, 시

료는사용하는동안- 2 0℃ 냉장고에서보관하

였다.

2. 세포의 배양

(1) 백서두개관세포(Rat Calvaria Cell, RCV)

의 배양

백서두개관세포를 배양하기 위해서 무게

1 0 0 g의 백서(Sprague Dawley. SD)를

Pentobarbital Sodium(Tokyo Industrial

Chem., Japan)으로복강마취한후 7 0 %알코올

로 두피를세척하고경추탈락법을이용하여희

생하였다. 외과용 가위로하악골을상악골에서

분리시킨후 두피를박리하고두개관을분리하

고연조직을완전하게제거하였다. 순수두개관

을 1 x 1mm 정도로 얇게 세절한 후

F u n g i z o n e과 Penicillin Steptomycin이 섞인

Dulbeco's Modified Eagle's Medium(DMEM,

Gibco, U.S.A.)에 배양접시에 부착시킨 다음

20% Fetal Bovine Serum(FBS, Gibco,

U . S . A )와 1 0 0㎕/ml Penicillin 100㎕/ m l

S t r e p t o m y c i n이 포함된 D M E M을 넣고 온도

3 7℃,습도 100%, 5% CO2공기가혼합된배양

기(Vision Scientific Co., Korea)에서 배양하

고 2세대가 경과한 다음 계대배양액인 1 0 %

F B S와 1 0 0㎕/ml Penicillin과 1 0 0㎕/ m l

S t r p t o m y c i n이 포함된 D M E M으로 3일에 한

번씩 배양액을 교환하면서 밀생까지 배양하였

다.

(2) 백서치주인대세포(Rat Periodontal

Ligament cell, RPDL)의 배양

1 0 0 g짜리 백서를 5일동안 0.4% β- a m i n o-
p r o p i o n i t r i l e을 5일 동안 섭취시킨 다음 상악

골의 대구치를 뽑아낸 다음 이틀 후에

Pentobarbital Sodium로 마취시킨 후 상악골

의 대구치부위를소독된해부실험용 S e t를 이

용하여잘라낸다. 잘라낸부위에서세포를채취

한 다음 Culture dish plate에 담고 20% FBS

D M E M과 1배의 F u n g i z o n e과 1 0 0㎕/ m l

Penicillin 100㎕/ml Strptomycin이 포함된

D M E M으로 배양한다음 2세대가되면 계대배

양액인 10% FBS DMEM과 1 0 0㎕ / m l

P e n i c i l l i n과 1 0 0㎕/ml Streptomycin이포함된

D M E M으로 3일에 한번씩 배양액을 바꾸면서

밀생이될때까지배양하였다.
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3. 실험방법

(1) 세포 증식속도 측정

6 w e l l의 배양접시(Corning Co., USA)에 백

서두개관세포와 백서치주인대세포 공히 배양

5 - 8세대의세포를각각 1×1 04/ml 씩넣은후

세포배양기에서 2 4시간 배양했다. 배양 2 4시

간 후 세포가 배양접시 바닥에 완전히 부착된

상태를확인한후 상층액을제거하고실험군에

는 BMP- 2/4을 배양액 1 m l당 25ng, 100ng,

2 5 0 n g을 산정하여 주입하였고 대조군에는 계

대배양액으로배양하였다. 배양 1, 2, 3, 5, 7일

후 Phosphate Buffered Saline(PBS)으로3회

세 척 하 고 0.05% Trypsin/0.02%

EDTA(Gibco, USA)로 처리한다음 세포를배

양기의 바닥으로부터 완전히 박리한다음

Trypan Blue로 염색하고 도립현미경

(Olympus Co., Japan)하에서 염색되지 않은

흰 색 의 세 포 만 혈 구 세 포 측 정 기

( H a e m a c y t o m e t e r )를 이용하여 세포수를 측

정하였다.

(2) 총단백질량 측정

초기밀생상태의백서두개관세포와백서치주

인대세포를 T r y p s i n으로 처리하여 그 수를 측

정 한 다 음 6well tissue culture

plates(Corning Co., USA)에 각 w e l l당 1×

1 04개씩 세포를 분주하였다. 대조군에서는

B M P - 2 / 4가 함유되지 않은 상태에서 접종하

였고, 실험군에는 nodule medium 1ml당

25ng, 100ng, 250ng의 B M P - 2 / 4을 혼합하여

접종한다음2, 5, 7일후배양액을버리고P B S

로 3번 세척한 다음 L y s i s완충용액( 0 . 0 2 %

Nonodent F-40)을 0 . 5 m l첨가하여3 0초간초

음파분쇄기(Ultrsonic Dismembrator Model-

300, Fisher Co., USA)로 분쇄한다음 2 0 0㎕

를 취한후 Protein assay kit시약( B I O - R A D ,

U.S.A) 5ml에 넣고 Vortex Mixer(Vision

Scientific Co., Korea)을 이용하여 혼합한 후

UV-VIS Spectrophotometer(Shimatsu Co.,

J a p a n )로 5 9 5 n m에서흡광도를측정하고정규

곡선을 이용하여 세포내의 단백질함량을 측정

하였다.

(3) Alkaline phosphatase 활성도측정

초기밀생상태의백서두개관세포와백서치주

인대세포를 T r y p s i n으로 처리하여 세포의 수

를 측정한후에 6well tissue culture plates에

각 w e l l당 1×1 04개씩 세포를 분주하였다. 대

조군에서는 B M P - 2 / 4가 함유되지 않은 상태

에서 접종하였고 실험군에서는 nodule medi-

um 1ml당 25ng, 100ng, 250ng의 B M P - 2 / 4

을혼합하여접종한다음2, 5, 7일후배양액을

버리고 P B S로 3번 세척한다음 세포층에 1 m l

의 L y s i s완충용액을 넣고 3 0초간 초음파분쇄

기로분쇄한다음 3 0 0㎕를취하여기질액2 m l

에 넣어주고 1 5분간 Wather bath(Vision

Scientific Co., Korea)에 넣어준 다음 발색액

2 m l을 넣어주고 Vortex Mixer을 이용하여 혼

합 후 UV-VIS Spectrophotometer로 5 0 0 n m

에서 흡광도를 측정하고 정규곡선을 이용하여

alkaline phosphatase의활성도를측정하였다.

(4) 석회화 과정 관찰

백서두개관세포와 치주인대세포를 6 - w e l l

tissue culture plates에 각 w e l l당 1 x 1 05개씩

접종한 후 B M P - 2 / 4가 포함되지 않은 일반배

양액으로 배양한 BMP-2/4 비처리군과 배양

액 1 m l당 1 0 0 n g의 B M P - 2 / 4을 혼합하여 배

양초기1일동안만적용한BMP-2/4 초기처리

군과배양1 4일동안계속적용한BMP-2/4 장

기처리군으로세분하였다. 

모든 세포는 각각 배양 7일, 14일에 배양액

을버리고P B S로 세척하여10% Neutral for-

malin solution에 3 0분간고정하고증류수로 2

회 세척한다음 Hematoxylin solution으로 1 0

초 염색한 다음 흐르는 물에 2 0분간 세척하고
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Eosin solution에 1분간 재염색한 후 3 0분 동

안 재세척하고 계열알코홀을 이용하여건조하

여 봉입하고 도립 현미경하에서 관찰촬영하여

세포의형태변화를비교한다.

4. 통계 분석

각 실험군에 대해서 3번씩 측정하여 평균하

였고, 각시간별실험군의농도에따른변화와,

각 농도의 실험군의 시간에 따른 변화를

unpaird Student's t-test를 이용하여 검증하

였다.

III. 실험 성적

1. 세포의 증식속도

배양한 백서두개관세포와 백서치주인대세포

를 B M P - 2 / 4군을 넣지 않은 대조군과 배양액

1 m l당 25, 100, 250 ng/ml을 접종 배양한 실

험군의세포증식율을배양1, 2, 3, 5, 7일에측

정하여비교하였다(Table 1, Fig. 1, Table 2,

Fig. 2). 백서두개관세포의 경우 대조군에서는

배양 3일 까지는 세포수의 증가가 완만하였으

나 배양 5일부터는증가폭이컸으며, 25 ng/ml

투여군에서는 배양 3일부터, 100 ng/ml 투여

군과 250 ng/ml 투여군에서는 배양 2일부터

유의성있게 증가하였다(p<0.05). 각 배양일별

대조군과각 실험군간의농도에따른세포수의

유의한차이는발견할수없었다. 백서치주인대

세포의경우대조군에서는배양 3일 까지는세

포수의 증가가 완만하였으나 배양 5일부터는

증가폭이 컸으며, 100ng/ml 투여군에서는 배

양 3일부터, 25ng/ml 투여군과 250 ng/ml 투

여군에서는 배양 5일부터 유의성있게 증가하

였다(p<0.05). 각 배양일별 대조군과 각 실험

군간의 농도에 따른 세포수의 유의한 차이는

발견할수 없었다. 전체적으로 볼 때 두개관세
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Table 1. Proliferation of rat calvaria cell with bone morphogenetic protein-2/4(cell No.: 1×
1 04/ m l ) . ( m e a n±SD. n=3).

D a y s 1 2 3 5 7

c o n t r o l 0 . 9 0 0±0 . 1 2 5 2 . 2 5 0±1 . 0 6 8 2 . 5 0 0±1 . 1 9 2 5 . 2 5 0±1 . 6 8 1# 7 . 8 5 8±1 . 4 8 8#

2 5 n g / m l 1 . 2 0 8±0 . 1 4 4* 2 . 3 7 5±0 . 6 9 5 3 . 0 0 0±0 . 2 5 0# 5 . 3 7 5±1 . 5 0 0# 1 0 . 7 5 0±2 . 6 4 5#

1 0 0 n g / m l 1 . 2 5 0±0 . 3 3 0 2 . 7 5 0±0 . 5 7 2# 3 . 7 5 0±0 . 6 9 5# 6 . 2 0 8±1 . 8 8 0# 1 1 . 2 5 0±1 . 7 5 0#

2 5 0 n g / m l 1 . 7 5 0±0 . 6 6 1 4 . 1 2 5±0 . 9 7 6# 4 . 2 5 0±1 . 0 8 9# 7 . 5 0 0±1 . 5 3 6# 1 2 . 0 0 0±2 . 2 2 2#

*significantly different from the control on dose-dependent manner, p<0.05

Fig. 1. Proliferation of rat calvaria cell with
bone morphogenetic protein-2/4(cell
No.: 1×1 04/ml). (mean±SD. n=3)

Fig. 2. Proliferation of rat periodontal ligament
cell with bone morphogenetic protein-
2/4(cell No.: 1×1 04/ml). (mean±S D .



7 7 0

Table 2. Proliferation of rat periodontal ligament cell with bone morphogenetic protein-2/4(cell
No.: 1×1 04/ m l ) . ( m e a n±SD. n=3).

D a y s 1 2 3 5 7

c o n t r o l 0 . 7 0 8±0 . 1 9 0 1 . 7 0 8±0 . 6 2 9 3 . 2 0 8±1 . 2 1 4 4 . 3 7 5±0 . 4 5 0# 1 6 . 6 6 6±1 . 8 8 0#

2 5 n g / m l 1 . 0 0 0±0 . 4 3 3 1 . 0 4 4±0 . 3 0 1 1 . 8 0 1±0 . 5 8 1 4 . 2 9 1±0 . 5 6 3# 1 9 . 2 0 8±7 . 2 6 9#

1 0 0 n g / m l 1 . 4 1 6±0 . 3 1 4* 1 . 9 1 6±0 . 4 3 8 4 . 0 0 0±0 . 8 7 5# 4 . 5 8 3±0 . 6 2 9# 1 9 . 5 0 0±1 1 . 1 0 3

2 5 0 n g / m l 1 . 5 8 3±0 . 2 8 8* 2 . 0 0 0±0 . 7 5 3 3 . 2 0 8±1 . 1 3 4 5 . 0 0 0±1 . 2 0 5# 2 1 . 9 1 6±4 . 9 4 7#

*significantly different from the control on dose-dependent manner, p<0.05
#significantly different from the 1st. day on time-dependent manner, p<0.05

Table 3. Protein determination of rat calvaria cells treated with bone morphogenetic protein-
2 / 4 ( m e a n±SD. n=3).

D a y s 2 5 7

c o n t r o l 0 . 4 9 1±0 . 0 4 1 0 . 5 1 2±0 . 0 6 7 0 . 6 0 2±0 . 0 1 0#

2 5 n g / m l 0 . 4 9 7±0 . 0 4 1 0 . 5 2 1±0 . 0 5 8 0 . 6 6 5±0 . 0 1 6*#

1 0 0 n g / m l 0 . 5 0 1±0 . 0 3 9 0 . 5 9 3±0 . 0 9 4 0 . 6 9 7±0 . 0 2 6*#

2 5 0 n g / m l 0 . 5 1 6±0 . 0 4 9 0 . 5 9 2±0 . 0 8 9 0 . 7 1 2±0 . 0 1 9*#

*significantly different from the control on dose-dependent manner, p<0.05

Table 4. Protein determination of rat periodontal ligament cells treated with bone morphogenetic
p r o t e i n - 2 / 4 ( m e a n±SD. n=3).

D a y s 2 5 7

c o n t r o l 0 . 5 2 6±0 . 0 2 7 0 . 5 5 6±0 . 0 3 5 0 . 8 7 3±0 . 0 0 6#

2 5 n g / m l 0 . 5 0 6±0 . 0 4 9 0 . 5 4 9±0 . 0 1 5 0 . 9 0 9±0 . 0 0 7*#

1 0 0 n g / m l 0 . 5 3 7±0 . 0 1 8 0 . 5 5 9±0 . 0 1 9 1 . 0 2 9±0 . 0 1 5*#

2 5 0 n g / m l 0 . 5 3 2±0 . 0 3 1 0 . 5 8 6±0 . 0 4 6 1 . 0 8 6±0 . 0 0 8*#

*significantly different from the control on dose-dependent manner, p<0.05
#significantly different from the 1st. day on time-dependent manner, p<0.05

Fig. 3. Protein determination of rat calvaria
cells treated with bone morphogenetic
p r o t e i n - 2 / 4 ( m e a n±SD, n=3).

Fig. 4. Protein determination of rat periodontal
ligament cells treated with bone mor-
phogenetic protein-2/4(mean± S D ,



포보다치주인대세포의증식율이더높았다.

2. 총단백질양

배양한 백서두개관세포와 백서치주인대세포

를 B M P - 2 / 4를 넣지 않은 대조군과 배양액

1 m l당 25, 100, 250 ng/ml을 접종 배양한 실

험군의총단백질양을 배양 2, 5, 7일에 측정하

여 비교하였다(Table 3, Fig. 3, Table 4, Fig.

4). 두 세포모두배양 5일까지는큰 변화가없

었으나 배양 7일 후에는 대조군, 실험군 모두

유의한 차이를 보였다(p<0.05). 농도에 따른

변화는두세포모두배양7일에서대조군에비

해 각 실험군이 유의한 차이를 보였다

(p<0.05). 

3. Alkaline phosphatase 활성도
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Table 5. Alkaline phosphatese activity of rat calvaria cells treated with bone morphogenetic pro-
t e i n - 2 / 4 ( m e a n±SD. n=3).

D a y s 2 5 7

c o n t r o l 0 . 0 6 5±0 . 0 0 4 0 . 1 3 7±0 . 0 4 4 0 . 2 0 2±0 . 0 1 9#

2 5 n g / m l 0 . 0 7 4±0 . 0 1 1 0 . 1 5 0±0 . 0 5 0 0 . 2 5 6±0 . 0 2 8#

1 0 0 n g / m l 0 . 0 8 2±0 . 0 0 7* 0 . 1 9 7±0 . 0 6 6 0 . 3 3 7±0 . 0 4 6*#

2 5 0 n g / m l 0 . 0 8 6±0 . 0 0 2 0 . 2 3 4±0 . 0 9 4 0 . 4 4 6±0 . 0 6 9*#

*significantly different from the control on dose-dependent manner, p<0.05

Table 6. Alkaline phosphatese activity of rat periodontal ligament cells treated bone morpho-
genetic protein-2/4(mean±SD. n=3).

D a y s 2 5 7

c o n t r o l 0 . 0 7 6±0 . 0 0 2 0 . 0 9 7±0 . 0 0 6# 0 . 4 2 0±0 . 0 2 2#

2 5 n g / m l 0 . 0 6 9±0 . 0 0 1* 0 . 0 8 9±0 . 0 0 5# 0 . 5 6 5±0 . 0 0 7*#

1 0 0 n g / m l 0 . 0 8 3±0 . 0 0 6 0 . 1 9 7±0 . 0 1 4*# 0 . 5 8 3±0 . 0 0 4*#

2 5 0 n g / m l 0 . 0 7 7±0 . 0 0 6 0 . 2 0 2±0 . 0 0 5*# 0 . 7 2 5±0 . 0 1 0*#

*significantly different from the control on dose-dependent manner, p<0.05
#significantly different from the 1st. day on time-dependent manner, p<0.05

Fig. 5. Alkaline phosphatese activity of rat cal-
varia cells treated with bone morpho-
genetic protein-2/4(mean±SD, n=3).

Fig. 6. Alkaline phosphatese activity of rat
periodontal ligament cells treated with
bone morphogenetic protein-2/4(mean



배양한 백서두개관세포와 백서치주인대세포

를 B M P - 2 / 4를 넣지 않은 대조군과 배양액

1 m l당 25, 100, 250 ng/ml을 접종 배양한 실

험군의 alkaline phosphatase의활성도를배양

2, 5, 7일에 측정하여 비교하였다(Table 5,

Fig. 5, Table 6, Fig. 6). 백서두개관세포는배

양 5일까지는큰 변화가없었으나배양 7일 후

에는 대조군, 실험군 모두 유의한차이를 보였

다(p<0.05). 농도에따른변화는배양 7일에서

100 ng/ml 투여군과250 ng/ml 투여군이대조

군에 비해 유의한 차이를 보였다(p<0.05). 백

서치주인대세포는 배양 5일부터 대조군, 실험

군 모두 유의한 차이를 보였다(p<0.05). 농도

에 따른 변화를보면 배양 5일에서 100 ng/ml

투여군과 250 ng/ml 투여군이 대조군에 비해

유의한차이를보였고 (p<0.05), 배양 7일에서

모든 실험군이 대조군에 비해 유의한 차이를

보였다( p < 0 . 0 5 ) .

4. 석회화 과정 관찰

(1) 백서치주인대세포의 배양

BMP-2/4 비처리군에서배양 7일째보다 1 4

일째 소견에서 단층배열 세포의 분포가 더 밀

집된소견외에는커다란변화가관찰되지않았

다. (사진 1, 2 참조) BMP-2/4 초기 처리군에

서는 배양 7일째에 세포가 일부에서는 세포가

특정방향으로극성을띄며 (점선) 증식되어전

체적으로 농염되게 나타나 응집상태로 배양되

고, 14일째는부분적으로농염된부위(▶◀)가

관찰되었다. (사진 3, 4 참조) BMP-2/4 장기

처리군은 배양 7일째 이미 농염된 세포응집상

태가 여러부위(*)에서 나타났고, 14일째에는

세포극성이현저하여4 0배의 배율상에서 대부

분의 배양접시에 농염된 세포응집상(▶◀)이

관찰되었으며 응집인접부에는 공동현상 (▷

◁)이보였다. (사진5, 6 참조)

(2) 백서두개관세포의 배양

B M P - 2 / 4 비처리군에서는배양초기에일부

세포의밀집상(*)이나타났으나시간이지남에

따라세포가특정방향으로극성을띄며 (점선)

증식되었다. (사진 7, 8 참조) BMP-2/4 초기

처리군에서는 배양 7일에 세포증식에 따른 밀

집현상과극성상(점선) 이관찰되었으며1 4일

후에는 심화되어 일부에서는 세포상이 응집농

염(▶◀)되고 공동현상(▷◁) )도 심화되었다

(사진9, 10 참조). BMP-2/4 장기처리군에서

는 배양 7일에서 세포극성의 심화로 세포공동

현상이 보였고 1 4일에는 크고 강한 농염상태

(▶◀)가관찰되었다 (사진11, 12 참조) .

IV. 총괄 및 고찰

치주질환은치태세균에의한만성염증성질

환으로치조골을포함한치주조직의파괴를보

이는데, 치주조직의특성상고도로석회화된백

악질과주위의치조골및 이 둘을 연결하는 치

주인대등의구조로이루어져조직파괴의기전

은 물론 치주조직의 재생에 있어서도 다양한

세포들에의한복잡한치유과정을거치게된다
1 - 3 ).

치주조직의 재생을 위한 다양한 치료방법이

사용되고있는데, 세포부착능향상을위한치근

면 처치제의 사용, 골결손부의 재생을 위한 골

이식술, 특정 세포의선별적 이주를이용한 조

직유도재생술, 질환에이환되기이전의조직위

치를재건하기위한치관변위판막술과함께골

형태형성단백질을 포함하는 다양한 p o l y p e p-

tide growth factors의 임상적용이 연구되고

있다4 , 6 , 9 , 1 2 , 5 4 ).

골형태형성단백질은골의세포외기질의유기

및 무기성분에긴밀히부착되어있는단백질로

골의분화과정의기시제로작용하여태생기분

화 및 구강악안면조직을 포함한 신체골격형성

과 기관형성에관여하며태생기이후에도치유

될골조직으로세포들의이주와부착, 세포들의

증식, 세포들의생합성및연골아세포와골아세

포의분화를촉진시켜골형성을유도하게된다
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1 8 , 2 5 , 2 6 ) .

1 9 9 4년 U r i s t의 가설에 의하면 골형태형성단

백질은미분화간엽세포를자극하여정상적인골

대사과정, 골절부위의치유및이식골의생착등

에관여한다고하였고골형태형성단백질에의한

골형성과정을세 과정으로설명하였다. 첫 단계

인화학주성시골형태형성단백질을이식한조직

으로다형핵백혈구에이어섬유아세포가이주하

여기질에세포부착이발생한다. 두번째분열과

정에서는 이식 후 3일 째 간엽세포가 증식되어

서로응집하고, 마지막분화과정에서는이식후

5일째간엽세포가연골아세포로분화되고이식

후9일째혈관이형성되고이어서섬유아세포의

성숙과 연골의석회화가 일어난다. 이식 후 1 0

내지1 2일 째골아세포가나타나신생골기질을

형성하고 이 때 연골아세포는 석회화된 연골을

제거하기시작한다. 이 시기에골아세포와연골

아세포에 의한 alkaline phosphatase의 활성이

최고를이룬다. 이식후 12 내지1 8일째골아세

포가신생골을r e m o d e l시킨다. 이식후 2 1일 째

골수강을가진신생골이형성된다1 8 ).

본 연구에 사용된 골형태형성단백질- 2 / 4군

은 다른군의골형태형성단백질과성장인자등

에 비하여 유전자 서열이 가장 유사하고 낮은

농도에서 골형성 능력이 뛰어나 많은 실험에

이용되고 있다2 7 , 3 3 , 3 4 ). 또한 골형태형성단백

질- 2 / 4군은치배, 상아모세포층, 구개궁및 두

개안면부조직의 발생에 기여하며 손상된 치주

조직의치유시치근흡수를방지하고치아의유

착을줄여주며치주인대와백악질및 치조골의

생성을촉진하는등 치주조직의재생에영향을

미치는것이확인되었다1 3 , 3 3 , 4 4 , 4 5 ).

이러한골형태형성단백질의골형성능을입증

하기위하여많은시험관적실험이시행되었는

데 골형성과정을 나타내는 다양한 s p e c i f i c

m a r k e r의 발현을 측정한다. 이 s p e c i f i c

m a r k e r에는 alkaline phosphatase의 활성도,

부갑상선 호르몬 자극에 의한 c A M P의 생산,

o s t e o c a l c i n의 합성, osteonectin의 합성,

o s t e o p o n t i n의 합성, matrix Gla protein의 합

성, proteoglycan의합성, 교원질의합성, DNA

합성및석회화결절의형성등이있다. 

골형성세포의 경우 분화과정에 따라 나타나

는 specific marker들이 다른데 간엽세포에서

전골아세포로 분화될 때는 I형 교원질의 생산

이 증가하고, 전골아세포에서 골아세포로 분화

될 때는 alkaline phosphatase의 활성도,

o s t e o n e c t i n의 합성, matrix Gla protein의 합

성이 증가하며, 골아세포에서 골세포로분화될

때는 o s t e o p o n t i n과 o s t e o c a l c i n의 합성이 증

가한다5 5 ).

본 연구에서도 골형태형성단백질- 2 / 4군에

의한 두개관세포와 치주인대세포의 성상변화

를관찰하기위하여세포증식속도, 총단백질양,

alkaline phosphatase의활성도및 석회화결절

형성을측정하였다. 

세포의증식속도를 보면 두 세포 모두 각 배

양일별 대조군과 각 실험군간의 농도에 따른

세포수의 유의한 차이는 발견할 수 없었으나

골형태형성단백질의 농도가 증가할수록 세포

의증식율이높게나타났다. 이는Chaudhari 등

( 1 9 9 7 )3 7 )과 Yamaguchi 등 ( 1 9 9 1 )3 9 )의 결과

와도일치한다. 전체적으로볼때두개관세포보

다치주인대세포의증식율이더높았다.

세포의총단백질양을보면두세포모두배양

5일까지는 큰 변화가없었으나배양 7일 후에

는 대조군, 실험군 모두유의한차이를보였다.

농도에따른변화는두세포모두배양7일에서

대조군에 비해 각 실험군이 유의한 차이를 보

였다.

Alkaline phosphatase는 유기인산 에스테르

를 가수분해하여 석회화가 이루어지는 부위에

서 국소적으로 인산이온의 농도를 증가시키는

효소로서, 세포외기질에calcium phosphate를

침착시킴으로써 석회화를 유도하는 기능을 갖

는다. 미분화간엽세포가 골아세포로 분화되어

신생골을 형성하는 과정 중, 초기 세포분화 시

기에 많이 관찰되며 s p e c t r o p h o t o m e t r y나
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BCA protein assay 방법으로 확인할수 있다.

본 연구의 alkaline phosphatase의 활성도를

보면 두개관세포는 배양 5일까지는 큰 변화가

없었으나배양7일후에는대조군, 실험군모두

유의한 차이를보였다. 농도에 따른 변화는배

양 7일에서 100ng/ml 투여군과 250ng/ml 투

여군이 대조군에 비해 유의한 차이를 보였다.

치주인대세포는 배양 5일부터 대조군, 실험군

모두 유의한 차이를보였다. 농도에 따른 변화

를 보면 배양 5일에서 100ng/ml 투여군과

250ng/ml 투여군이 대조군에 비해 유의한 차

이를보였고, 배양7일에서모든실험군이대조

군에 비해 유의한 차이를 보였다. 본 실험에서

는 골형태형성단백질의 농도가 증가할수록

alkaline phosphatase의활성도도계속증가하

였는데 Chaudhari 등 ( 1 9 9 7 )3 7 )의 연구에서는

골형태형성단백질- 2군의 농도가 21.5 ng/ml

에서 태생두개관세포의 alkaline phosphatase

의 활성도가 최대치를 보였고, Takuwa 등

( 1 9 9 1 )4 0 )의 연구에서는 골형태형성단백질- 2

군의농도가200 ng/ml이될때까지M C 3 T 3 -

E1 골아세포의 alkaline phosphatase의 활성

도가 계속 증가하였고, Thies 등( 1 9 9 2 )2 7 )의

연구에서는 골형태형성단백질- 2군의 농도가

1㎍/ m l가 될 때까지도 W-20-17 stromal

c e l l의 alkaline phosphatase이 농도가 최대치

를 기록하지 못 하였다. 각 실험들간의 a l k a-

line phosphatase 활성도의 차이는 배양한 세

포의종류와배양조건이다르기때문인것으로

생각된다.

석회화결절의 형성은 골조직재생의 기본이

되는 석회화능력을 암시하는 중요한 지표로

glucocorticoids, β-Glycerophosphate 등을
배양액에 첨가시켰을 때 석회화결절의 형성이

증가한다고보고하고있다5 7 , 5 8 ). 본 연구에서두

세포모두 1 0 0 n g / m l의 BMP-2/4 농도에서배

양 7일 후 석회화결절형성을보였는데결절은

원형으로주위에세포가밀집되어있었으며결

절 중앙부위가염색액에농염되고주위로연하

게염색되었다.

본 연구에서는 백서의 두개관세포와 치주인

대세포를사용하였는데두개관세포는골아세포

로서많은 실험에이용되고 있는데골아세포의

각 분화단계에 따른세포종류에 따라골형태형

성단백질에 의한 성상변화가 다르게나타날수

있으며 같은 종류의 골아세포라도 원시배양

(primary culture)한세포와후속배양( s u b c u l-

t u r e )한 세포의성질이다를수 있다. 후속배양

시 t r y p s i n과 같은분해효소에의해정상세포의

성질이변할수있고3 7 ), 원시배양시배양시간이

오래걸리고적절한배지환경을 형성하기 힘든

단점이있으나세포의고유한성질을유지할수

있어 좀더 믿을만한 실험결과를 얻을 수 있다
5 6 ). 본연구에서도백서의두개관세포를원시배

양하여사용하였다.

치주인대세포는 치주조직의 주 구성세포로

다양한 성질을 나타내는데 섬유아세포이면서

도 골이나 백악질을 형성할 수 있어 골원성섬

유아세포 또는 osteoblastic fibroblast로 명명

되고 있다3 1 , 3 2 ). Melcher 등 ( 1 9 8 6 )3 0 )은 치주

인대세포를 골기질상및 상아질기질상에 배양

하면 신생골양조직이형성된다고보고하였고,

Nojima 등 ( 1 9 9 0 )3 1 )과 Arceo 등 ( 1 9 9 1 )3 2 )은

in vitro에서 치주인대세포가 높은 a l k a l i n e

phosphatase 활성도를 보이는 골아세포의 표

현형을나타낸다고하였고, 적절한 배지환경에

서는골과비슷한석회화결절을형성한다고하

였다. 본 연구에서 골형태형성단백질- 2 / 4이

배양세포의 석회화에미치는 영향을 규명하기

위하여 배양액에 골형태형성단백질- 2 / 4을 함

유하여 배양한 경우의 비교실험에서 백서치주

인대세포와 백서두개관세포 모두에서 공히 골

형태형성단백질을 투여한 경우에서 세포들의

증식속도가 빠르고 세포의 응집을 위한 특정

방향으로의 극성화와응집현상이 빠르게 나타

난다는사실을 확인할 수 있었다. 따라서 응집

된 세포들의염색농도도시간이갈수록농염되

는 현상이 나타났고 응집범위도 더 넓게 확산
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되어석회화를촉진하는것을알 수 있었다. 본

실험과정에 골형태형성단백질- 2 / 4의 투여기

간의변화를관찰하기위하여배양세포에전혀

투여하지않은경우와1일만첨가한경우의비

교에서괄목할만한속도로세포응집에빠르게

나타난다는사실을알수있었다. 그러나1일만

첨가한경우와실험기간동안계속적으로투여

한 경우의비교에서는전실험기간동안투여한

경우가 더 신속하게 응집이 된다는 사실을 알

수있었다. 세포의특정방향으로의극성화와응

집현상은 세포외기질형성의 전단계 현상이라

는 사실을미루어석회화과정의일부분이라유

추되며 중요한 점은 특정세포가 1회라도 골형

태형성단백질- 2 / 4에 노출되면 세포의 변화는

당분간 지속된다는 사실을 확인할 수 있어 임

상응용에기준이되리라생각된다.

본 연구결과를 종합하여 보건데 골형태형성

단백질- 2 / 4군이 백서의 두개관세포와 치주인

대세포의 증식속도, 총단백질 형성, alkaline

p h o s p h a t a s e의 활성도및 석회화과정에많은

영향을미치는것으로나타나치주조직의재생

시 골형태형성단백질- 2 / 4군의 임상적용의 근

거를 확인할 수 있었다. 차후 다른 골형태형성

단백질과 또는 다른 성장인자와의 길항작용에

대한 연구가 더 필요하며, 임상적용시 유용한

운반체에대한연구와함께적절한사용농도에

대한연구가계속되어야할것으로사료된다.

V. 결론

골형태형성단백질- 2 / 4군을 백서의 두개관

세포와 치주인대세포에 적용하여 세포증식속

도, 총단백질양, alkaline phosphatase 활성도

및 석회화결절형성능을분석하여다음과같은

결과를얻었다.

1 . 세포증식율은 양 세포 모두 실험군,

대조군에서 시간이 지남에 따라 증가하였

으나(p<0.05), 골형태형성단백질- 2 / 4군

의 농도에따른 유의한차이는없었다. 백

서두개관세포보다백서치주인대세포가더

많은세포증식을보였다.

2 . 총단백질양은 양 세포 모두 실험군,

대조군에서 시간이 지남에 따라 증가하였

으나 큰 차이는없었고, 배양 7일 후 모든

실험군이대조군에비해유의한차이를보

였다 ( p < 0 . 0 5 ) .

3 . Alkaline phosphatase 활성도는 양

세포 모두 실험군, 대조군에서 시간이 지

남에 따라 증가하였다 (p<0.05). 또한 백

서두개관세포에서는 배양 7일 후 실험 2

군, 실험 3군이대조군에비해유의한차이

를 보였고(p<0.05), 백서치주인대세포에

서는 배양 5일 후 실험 2군, 실험 3군이,

배양 7일후 모든실험군이대조군에비해

유의한차이를보였다(p<0.05). 

4 . 백서치주인대세포와두개관세포배양

모두에서 B M P - 2 / 4를 처리한 군이 대조

군에 비해 빠른 극성화, 세포응집현상 및

농염상을 보였고, BMP-2/4를 백서치주

인대세포와두개관세포배양과정에서 1일

동안만 처리하여도 세포의 극성화와 응집

현상이대조군보다빠르게관찰되었다. 전

체적으로백서치주인대세포보다두개관세

포가 B M P - 2 / 4에 더 민감한영향이 있는

것으로나타났다.

상기 결과를 근거로 골형태형성단백질- 2 / 4

군은특히 1 0 0 n g / m l이상농도에서백서치주인

대세포와 백서두개관세포의 골형성 과정을 의

미하는 여러 지표가 농도의존형으로 나타나게

하는 것으로 미루어 골형성 과정에 관여하는

것을알 수 있었고, 이를 근거로차후장기간의

시험관적실험과생체실험을통한임상적용가

능성을확인할수있었다.
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사진부도 설명

Figure 1. Photomicrographs of Rat Periodontal ligament cell(RPDL) on 7 days culture

without BMP-2/4 application(x 40).

Confluence state of Monolayer of RPDL populations on 7 days after culture without

any remakable phenomenon on cell.

Figure 2. Photomicrographs of Rat Periodontal ligament cell(RPDL) on 14 days culture

without BMP-2/4 application(x 40).

RPDL cell showed more density than one week before but there is no polarity.

Figure 3. Photomicrographs of Rat Periodontal ligament cell(RPDL) on 7 days culture with

1 day application of BMP-2/4 on culture medium(x 40).

Confluence state of polarity Monolayer of RPDL cell were divided with 2 different

density by aggregation on 7 days after culture(dot line).

Figure 4. Photomicrographs of Rat Periodontal ligament cell(RPDL) on 14 days culture with

day application of BMP-2/4 on culture medium(x 40).

Highly aggregated and stained cells were observed in the center of culture dish

p a r t l y (▶◀) .

Figure 5. Photomicrographs of Rat Periodontal ligament cell(RPDL) on 7 days culture with

total application of BMP-2/4 on culture medium during experiment period(x 40).

The number of high stained and aggregated cell were more than other group(*) .

Figure 6. Photomicrographs of Rat Periodontal ligament cell(RPDL) on 14 days culture with

total application of BMP-2/4 on culture medium during experiment period(x 40).

Wide spreaded high stained and aggregated cell were found in this slide(▶◀) .

There were some vacancy area between aggregated cell which had multidirected

p o l a r i t y (▷◁) .

Figure 7. Photomicrographs of Rat calvaria cell(RCV) on 7 days culture without BMP-2/4

application(x 40).

Slight cell aggregation and polarity of Monolayer of RCV were revealed.(*)

Figure 8. Photomicrographs of Rat calvaria cell(RCV) on 14 days culture without BMP-2/4

application(x 40).

Remarkable RCV aggregation divided 2 different density and stain by

aggregation(dot line). All the cell showed more poalrity to specipic direction.

Figure 9. Photomicrographs of Rat calvaria cell(RCV) on 7 days culture with first 1 day

application of BMP-2/4 on culture medium.(x 40)

Cultured RCV showed more remarkable aggregation, and high stained phenomenon

which made 2 distinguished area.(dot line)

The shape of cell poalrity to specipic direction were more obvious.

Figure 10. Photomicrographs of Rat calvaria cell(RCV) on 14 days culture with first 1 day



application of BMP-2/4 on

culture medium.(x 40)

Distinguished 2 area(dot line)

with high stained and aggregated

cell were observed more

r e m a r k a b l e (▶◀). There were

many vacancy area between

aggregated cell which had multi-

directed polarity(▷◁) .

Figure 11. Photomicrographs of Rat cal-

varia cell(RCV) on 7 days cul-

ture with total application of

BMP-2/4 on culture medium

during experiment period(x

4 0 ) .

The portion of cell aggregated

area extended more widely

compared with other groups(dot

line), and more large vacancy

area prominent(▷◁) .

Figure 12. Photomicrographs of Rat cal-

varia cell(RCV) on 14 days

culture with total application of

BMP-2/4 on culture medium

during experiment period.(x

4 0 )

Large portion of vacancy area

were prominent(▷ ◁ ), and

aggregated cell were severe

stained in partly(▶◀) .
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U n i v e r s i t y

Bone morphogenetic protein-2/4 (BMP-

2/4) are members of Transforming Growth

F a c t o r -β ( T G F -β) superfamily and they
may differentiate the osteoprogenitor cell

and induce formation of cartilage and bone

in vivo.

This study was performed to investigate

the effects of bone morphogenetic protein-

2/4 on the characteristics of rat periodontal

ligament cells(RPDL) and rat calvaria

cells(RCV). In the control group, the cells

were cultured alone with Dulbeco's

Modified Eagle's Medium contained with

20% fetal bovine serum, 100㎕/ml penicillin,

1 0 0㎕/ml streptomycin. In the experimental

groups, recombinant human bone morpho-

genetic protein-2/4 (25ng, 100ng,

250ng/ml) were added into the above cul-

ture condition. And then each group was

characterized by examing the cell prolifer-

ation at 1, 2, 3, 5, 7th day, the amount of
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total protein synthesis and alkaline phos-

phatase activity at 2, 5, 7th day. And also,

the calcified nodule was examed.

The results were as follows ;

1 . Both RCV and RPDL cells in both

control and experimental groups pro-

liferated during the entire experimen-

tal period, but there is no stastically

significant difference according to the

BMP-2/4 concentration. 

2 . Amount of total protein synthesis

of both cells in both groups was

steadily increased until 5th day, but all

experimental groups were significantly

different from the control group at 7th

d a y .

3 . Alkaline phosphatase activity of

both cells in both groups was

increased during the entire experiment

period. In RCV cells, the experimental

group treated with 100ng/ml and

250ng/ml BMP-2/4 were significantly

different from the control group at 7th

day. In RPDL cells, the experimental

group treated with 100ng/ml and

250ng/ml BMP-2/4 were significantly

different from the control group at 5th

day, and all experimental groups were

significantly different from the control

group at 7th day.

4 . In the both of the cultured Rat

Periodontal ligament and calvaria cell

treated with BMP-2/4 to compared

with control group, it revealed more

rapid cell polarization, cell aggregation

and hyperchromatic stained on HE

agent, and even though only 1 day

treated with BMP-2/4 both RPDL and

RCV showed more rapid cell reaction

than control group. More sensivitve

cell reaction of RCV were observed

than RPDL in this experiment. 

From the above results, we could con-

clude that BMP-2/4 influenced the induc-

tion, proliferation and differentiation of bone

forming cells
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