
I. 서론

성장인자란 유사분열 활성을 갖는 p o l y p e p-

t i d e로 정의되는데 자신이 작용하는 세포에서

분비되든지(autocrine factor), 인접 세포에서

분비되어지든지(paracrine factor) 다양한 조

직 및 세포에서 합성된다1 ). 수 많은 종류의

p o l y p e p t i d e계 성장인자 중 창상치유에 관여하

는 성장인자로서 혈소판유래 성장인자

(Platelet-derived growth factor, PDGF), 섬

유아세포 성장인자(Fibroblast growth fac-

tor), 변형 성장인자(Transforming growth

factor), 인슐린-유사 성장인자( I n s u l i n - l i k e

growth factor), 상피 성장인자( E p i d e r m a l

growth factor)와 interleukin-1 등이 있으며

이들은 국소부위에서 중배엽세포를 조절하는

데 중요한 역할을 한다고 알려져 있다2 ). 이중

P D G F가 조직 재생에 가장 큰 영향을 줄 수 있

는 것으로 보고되고 있다. PDGF는 분자량이

28-35 KDa의 조절성 단백질3 - 4 )로서 R o s s5 )

와 K o h l e r와 L i p t o n6 )에 의하여 발견되었고

A n t o n i a d e s7 )에 의하여 분리되어 개발 명명되

었으며 단종이량체(PDGF-AA, BB)와 이종이

량체( P D G F - A B )가 발견되었다8 ). PDGF는 혈

소판의 α g r a n u l e로부터 유리된다고 알려져 있

고9 ) 혈소판 이외에 단핵세포및 대식세포, 섬유

아세포, 내피세포, 골기질 등으로부터 분리된다

고 알려져 있으며 중배엽의 세포 즉 섬유아세

포, 신경세포, 평활근세포, 골세포를 조절하는

데 중요한 역할을 하고 있다고 알려졌다6, 10).

이러한 P D G F는 중성구, 단핵세포 그리고 섬유

아세포에 대해 화학주성이 있으며 1 1 - 1 2 )

fibronectin, 교원질 분해효소와 다른 성장인자

들의 합성을 포함하는 창상 치유과정에 있어서

주된 역할을 하는 세포들을 자극시키는 것으로

알려져 있다1 3 - 1 4 ). Cochran 등1 5 )은 P D G F -

B B가 신생쥐의 두 개골에서 골기질 축적속도

를 억제한다고 보고하였고, Canalis 등1 6 )은

P D G F - B B가 interstitial collagenase의 증가

에 의한 교원성 단백질분해를 증가시킨다고 보

고하였으며, Centrella와 M c C a r t h y1 )는 백서

두개관에서 배양된 조골세포에 P D G F - B B적

용시 DNA, 교원질 및 비교원성 단백질의 합성

이 증가된다고 보고하였다. 또한 Lynch 등1 7 )

은 P D G F - B B를 쥐에 전신적 투여시 골밀도

및 골격의 강도가 증가되었다고 보고하였다. 생

체실험에서 Lynch 등1 8 )은 돼지의 피부 창상부

위에 PDGF-BB 적용시 적용농도에 따라 신생

결체조직과 내피층의 두께가 증가됨을 관찰하

였다.
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Rutherford 등1 9 )은 P D G F가 치수, 치은 및

치주인대로부터 유래된 섬유아세포의 증식을

촉진하였다고 보고하였고, Matsuda 등2 0 )은 배

양된 쥐의 치주인대세포에 PDGF 적용시 세포

증식, 화학주성, 교원질 합성을 증가시킨다고

보고하였으며, Oates 등2 1 )은 P D G F가 사람의

치주인대세포에 주된 유사분열 촉진인자로 작

용한다고 주장하였다. Piche와 G r a v e s2 2 )는 골

유래세포 배양시 P D G F를 첨가한 경우 세포 증

식률이 촉진된다고 보고하였다.

R u t h e r f o r d1 9 )와 Giannobile 등2 3 )은 P D G F -

B B를 I G F - 1과 함께 사용할 때 치주인대 세포

의 D N A합성에 대해 상승효과를 나타낸다고

보고하였고, Lynch 등2 4 )은 PDGF-BB 및 I G F

가 치주인대세포를 자극하므로 치주조직재생

에 효과가 있으며 이들 두 성장인자를 혼용시

상승효과가 있다고 보고하였다.

P D G F는 매우 분화된 골세포에서 생성되며
2 5 ) 골조직내에서 초기와 후기 분화단계의 세포

분열을 증가시키며 치유반응에서 중요한 역할

을 한다. 또한 P D G F는 골조직과 골세포 배양

에서 교원섬유 합성을 증가시키며 세포분열을

증가시키는 것으로 알려져 있다1, 16). 골조직 배

양에서 성장촉진 영향 이외에도 P D G F는 신생

마우스의 두개관의 배양에서 골흡수를 촉진시

키며 이러한 증가는 cyclo-oxygenase 활성을

억제함으로써 p r o s t a g l a n d i n의 합성을 방해하

는 것으로 여겨진다2 6 ). PDGF가 직접 파골세포

에 작용한다는 증거는 아직 알려져 있지 않다.

따라서 골조직내의 어떠한 다른 매개물질에 의

해 골흡수의 증가가 일어나리라 여겨진다.

골기질을 합성하며 활발한 대사작용으로 석

회화 과정에 중요한 역할을 하는 조골세포는

골표면에 근접한 세포질내에 과립형질내세망

이 발달해 있고, 핵 주위로 골지체가 위치하며,

골지체 바깥 세포질에 사립체가 존재하며2 7 ),

세포막에 당 단백효소인 염기성 인산 분해효소

를 갖고 있다. 또한 조골세포내에 미세소관2 8 )

과 5 - 7 n m의 미세사2 9 )가 존재하며, 용해소체

도 존재한다고 알려져 있다3 0 - 3 1 ). 또한 조골세

포는 많은 표현형의 특징을 가지고 있다. 즉 제

1형 교원섬유의 생합성3 2 ), 높은 염기성 인산

분해효소 활성도, PTH-의존형 a d e n y l a t e

cyclase 활성, prostaglandin E2 합성,

osteonectin, osteopontin3 3 ), bone phospho-

p r o t e i n s3 4 ), proteoglycan과 c o l l a g e n a s e의 생

합성, 1,25(OH)2D3-의존형 o s t e o c a l c i n합성
3 5 )등이 있다. 따라서 조골세포의 표현형의 특

질들은 성장인자에 대한 반응을 측정하기에는

유용하나 그 이전에 다양한 세포형의 분화와

발현정도의 기본 상태를 인식하는 것이 필수적

이다.

치주재생에 있어서 성장인자의 화학주성인자

는 매우 중요하다7, 36). 특히 조골세포와 치주인

대세포의 이주능력에 대한 작용이 중요한데 그

이유는 치주병소의 기저부에는 항상 골조직과

치주인대가 있으며 완벽한 치주재생이 이루어

지기 위해서는 이들 세포가 치관쪽으로 이동하

여야 하기 때문이다. 강력한 주성 성분없이는

세포들의 치관쪽 이동은 일어나지 않을 것이며

골형성이식재나 이주능력과 함께 증식이 중요

한데 병소 기저부의 치주인대세포들이 창상부

위로 이주한 후 휴지기에 빠지는 것을 방지하

여야 하기 때문이다. 이러한 성장인자 중

P D G F는 골형성과 창상치유에 주로 관계하는

것으로 알려져 있다1, 7). 또한 P D G F는 골흡수

와 교원질 퇴화에도 관여하는데 이는 교원질

분해효소의 생성을 자극하기 때문이다 3 7 ).

P D G F가 조직재생에 미치는 영향의 원리는 상

처 발생 직후 최초로 혈소판이 침착되고 혈괴

가 형성되면 처음 나타나는 세포는 과립세포,

단핵세포와 임파구이며 P D G F는 이때 혈소판

단핵세포와 손상받은 내피세포에 의해 다른 성

장인자와 함께 분비된다. 혈소판으로부터 유래

된 P D G F에 의해 초기의 백혈구와 섬유아세포

를 이주하게 하고 대식세포로부터 유래된

P D G F는 섬유화과정에 주된 역할을 한다. 즉

혈괴가 형성될 때 혈소판과 손상받은 내피세포,
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그리고 상처속으로 들어가 대식세포로 전환된

단핵세포로부터 유래된 P D G F는 섬유아세포의

이주와 증식 그리고 신생 결체조직의 형성을

야기한다.

이 연구의 목적은 골형성세포로의 분화능력

에 대한 표지인자로 알려진 조골세포의 증식도

와 염기성 인산 분해효소의 활성도, 석회화결절

형성정도 및 osteocalcin 합성도를 측정하기 위

하여 ROS 17/2.8세포와 HOS 세포에서

P D G F - B B를 농도별로 투여하여 결과를 확인

하므로서 P D G F가 치주조직재생에 중요한골세

포 분화에미치는영향을알아보고자 하였다.

II. 실험재료 및 방법

1. 조골세포의 배양

백서와 사람 조골세포주인 ROS 17/2.8 세포

와 HOS 세포를 사용하였으며 각각 통상적인

방법에 의해 5% fetal bovine serum(FBS,

Gibco, USA)과 항생제가 포함된 F12 배양액

과 10% FBS가 포함된 Dulbecco's modified

Eagle media(DMEM, Gibco, USA) 에서 배양

하였다. 모든 세포는 7 5 c m2배양 플라스크에서

배양하였으며 배양액은 일주일에 2회 교환하

고 세포가 단층을 이룬 후 1 : 10으로 계대배양

하였다. 배양시 온도는 3 7℃, 습도는 9 5 %를 유

지하였고 계속하여 5% CO2와 95% 공기를 공

급하였다. 세포는 실험목적에 따라 24 well

p l a t e와 6 well plate에 분주하여 일주일간 배

양하여 세포가 단층을 이룬 후 실험에 사용하

였다.

2. 세포증식도 측정

조골세포를 24-well plate에 well 당 2×1 04

개의 세포가 되도록 분주하여 배양하면서 세포

가 단층을 이루기 전 P D G F - B B를 여러 가지

농도(0.1, 0.4, 2, 10, 50 ng/ml)로 혹은 시간의

경과에 따라 처치하였으며, 배양이 끝난 후에는

trypsin-EDTA 용액을 이용하여 부착된 세포

를 모아 인산 완충 생리식염수(D-PBS, pH 7,

Gibco, USA)로 희석시킨 후 광학현미경

(Nikon, Japan)하 에 서

hemocytometer(Sigma, USA)를 이용하여 계

수 하였다. 계수한 세포는 대조군에 비해 %로

표시하였다. 

3 . 조골세포의 염기성 인산 분해효소 활성
도 측정

세포내의 염기성 인산 분해효소 활성도를 측

정하기위해 24-well plate에서 10 ng/ml의

P D G F - B B를 처치하여 시간별(1, 2, 3일)로

배양하여 계수한 후 원심 분리하여 세포를 모

은 후 증류수를 첨가하여 ultrasonic dis-

rupter(Tomy, Seiko, Tokyo, Japan)로 1 0초

간 초음파처리 하여 세포추출액을 효소활성에

사용하였다. 

세포추출액의 일정량을 0.1% Triton X-

1 0 0 / s a l i n e으로 상온에서 처치하고 기질인 2 0

m M의 p-nitrophenyl phosphate(PNPP,

Sigma, USA) 존재하에 g l y c i n e - N a O H

buffer(pH 10.4)와 함께 3 7℃에서 3 0분간 반

응시켜 기질인 P N P P로부터 유리되어 나온

P N P의 양을 흡광광도계( s p e c t r o p h o t o m e t e r ,

Shimadzu, Japan)를 이용하여 405 nm에서 비

색정량하였다. 

4. 조골세포의석회화결절 형성 측정

조골세포를 24-well plate에 분주하여 세포

가 단층으로 증식한 후 매 2 - 3일마다 5 0㎍/ m l

ascorbic acid(Sigma, USA)와 10 mM β-

glycerophosphate (Sigma, USA)를 혼합한

신선한 배양액으로 교환하며 여러 가지 농도

(0.1, 0.4, 2, 10, 50 ng/ml)의 P D G F - B B를 처

치하였다. 처치를 시작한 1 9일 후 3.7% for-
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m a l i n으로 세포를 고정하고 3% silver

nitrate(Sigma, USA)용액을 넣어 직사광선에

서 석회화결절형성이 보일 때까지 1 5 - 3 0분간

반응시킨 후 1% toluidine blue(Sigma, USA)

로 대조염색을 시행하였다. 염색이 완료된 후

광학현미경(Nikon, Japan)하에서 석회화결절

의 형성을 관찰하였다. 

5. Osteocalcin 생성측정

Osteocalcin 합성을 ROS 17/2.8와 HOS 세

포에서 측정하였다. 6-well plate에서 세포가

단층을 이룬 후 72 시간동안 P D G F - B B를 처

치한 후 0.5% Triton X-100/PBS를 이용하여

세포추출액을 준비하였다.

세포추출액은 enzyme immunoassay(EIA)

kit (Takara, Biomedicals, JAPAN)를 이용하

여 제조회사의 방법에 따라 osteocalcin 합성량

을 측정하였다. 즉, 각 농도의 osteocalcin 표준

용액과 세포추출액을 각 w e l l에 첨가한 후 상온

에서 2시간 반응시킨 후 반응액을 버리고 인산

완 충 생 리식 염수로 3회 세척 하였 으며

Antibody-POD 결합용액을 첨가하여, 상온에

서 1시간 반응시켰다. 반응액을 버리고 P B S로

다시 4회 세척한 후 기질용액을 첨가하여, 상온

에서 1 5분간 반응시켰다. 1N 황산을 각 w e l l에

더해서 반응을 정지시킨 다음 증류수를 이용하

여 대조군을 삼은 후 파장 4 9 2 n m에서 흡광도

를 측정하였다. 발색은 반응 정지 후 1시간까지

안정하며 그래프용지의 가로축에 각o s t e o c a l-

cin 표준용액의 농도를, 세로축에 대응할 흡광

도를 놓아 표준곡선을 작성하고, 세포추출액의

흡광도로부터 대응하는 o s t e o c a l c i n농도를 읽

었다.

6. 통계처리

7 8 8

Table 1. Effect of PDGF-BB on cell proliferation
in ROS 17/2.8 and HOS cell culture

Cell proliferation(% of control)

PDGF conc.
Ros 17/2.8 H O S

( n g / m l )

0 1 0 0±6 . 1 1 1 0 0±7 . 0 0

0 . 1 1 2 3 . 9 6±7 . 9 3* 1 2 2 . 7 6 ±

5 . 9 7* *
0 . 4 8 9 . 4 1±8 . 4 1 1 3 5 . 0 7 ±

1 0 . 1 7* *
2 8 5 . 2 5±7 . 0 3 1 7 4 . 2 5 ±

1 0 . 2 6* *
1 0 1 1 5 . 2 1±1 0 . 3 7 1 8 2 . 8 4 ±

9 . 8 9* *

Figure 1. Effect of PDGF-BB on cell proliferation as determined by cell counting. Ros 17/2.8 cells
couning. Ros were cultured for 48 hours in the DMEM/10% FBS with increasing concentrations



실험결과는 평균과 표준 오차로 나타내었으

며 Student's t t e s t를 이용하여 통계적으로 분

석하였다.

III. 실험결과

1. 조골세포의 세포증식도 측정

ROS 17/2.8 세포와 HOS 세포의 세포증식도

를 측정하기 위하여 여러 가지 농도(0.1, 0.4,

2, 10, 50 ng/ml)의 P D G F - B B를 처치한 결과

ROS 17/2.8 세포는 유의차를 보이지 않은 반

면 HOS 세포의 경우 모든 농도(0.1, 0.4, 2,

10, 50ng/ml)에서 세포증식이 증가되었고 그

증가는 농도 의존적으로 나타났으며 특히

7 8 9

Figure 2. Effect of PDGF-BB on cell proliferation as determined by cell counting. HOS cells were
cultured for 48 hours in the DMEM/10% FBS with increasing concentrations of PDGF.

Figure 3. Time course effect of PDGF-BB on cell proliferation. ROS 17/28 cells were cultured with
10ng/ml PDGF.(**;p<0.01 from Student’s t t e s t )
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Table 2. Effect of PDGF-BB on ALP activity in ROS 17/2.8 and HOS cell culture

ALP activity per cell number

PDGF cone. ROS 17/2.8 H O S

( n g / m l )

0 8 . 7 8 6 . 7 2

0 . 1 9 . 0 0 4 . 1 8

0 . 4 1 0 . 4 6 4 . 1 4

2 9 . 4 2 3 . 9 7

1 0 8 . 0 4 3 . 1 6

5 0 7 . 7 9 4 . 4 0

Figure 5. Effect of PDGF-BB on ALP activity. ROS 17/2.8 cells were cultured for 48 hours with increas-
ing concentrations of PDGF.

Figure 4. Time course effect of PDGF-BB on cell proliferation. HOS cells were cultured with 10ng/ml
PDGF. (**: p<0.01 from Student’s t t e s t )
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Figure 7. Time corese effect of PDGF-BB on ALP activity. ROS 17/2.8 cells were cultured with 10ng/ml

Figure 8. Time course effect of PDGF-BB on ALP activity. HOS cells were cultured with 10ng/ml PDGF

Figure 6. Effect of PDGF-BB on ALP activity. HOS cell were cultured for 48 hours with increasing con-
centrations of PDGF.



1 0 n g / m l의 농도에서 현저한 증가를 나타내었

다(Table 1과 Figure 1 및 2). 

또한 시간경과에 따른 세포증식도를 측정하

기 위하여 10 ng/ml의 P D G F - B B를 처치하여

처치 전 및 처치 후 1, 2, 3일째 세포증식도를

측정한 결과 대조군과 PDGF-BB 처치군 모두

시간이 경과함에 따라 세포증식이 증가하였으

며 두 세포 모두 3일째대조군에비해 유의성있

는 증가를 나타내었다(Figure 3 및 4 ) .

2 . 조골세포의 염기성 인산 분해효소 활성
도 검사 ROS 17/2.8 세포와 HOS 세포의 염기성 인

7 9 2

Figure 9. Effect of PDGF-BB on the calcified nodule formation in HOS cells in cultures

Figure 10. Effect of PDGF-BB on the osteocalcin production in ROS 17/28 cells in culture(**:P<0.01
form Student’s t t e s t )

Table 3. Effect of PDGF-BB on the calcified
nodule formation in HOS cells in cul-
t u r e

PDGF cone.(ng/ml) No. of calcified nodule

0 7 1 . 0 0±2 7 . 7 8

0 . 1 6 9 . 5 0±8 . 4 5

0 . 4 7 1 . 5 0±1 2 . 9 2

2 5 8 . 2 5±1 0 . 3 8

1 0 5 1 . 5 0±9 . 4 9

5 0 3 8 . 5 0±8 . 4 3

Data represent Mean±S.E of 4 replicates.
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Figure 11. Effect of PDGF-BB on the osteocalcin production in HOS cells in cultures(*:p<0.05,
**:p<0.01 from Student’s t t e s t )

Figure 12. Effect of PDGF-BB on the 1,25(OH)2D3-stimulated osteocalc in cultures of ROS 17/2.8 cells
in cultures.(**:p<0.01 from Student’s t t e s t )

Figure 13. Effect of PDGF-BB on the 1,25(OH)2D3-stimulated osteocalc in production in cultures of
HOS cells in cultures.(**:p<0.01 from Student’s t t e s t )



산 분해효소 활성도를 측정한 결과, ROS

17/2.8 세 포에 서는 PDGF-BB 농 도가

0.1ng/ml, 0.4ng/ml, 2ng/ml 일때활성도가 증

가하였고, 10ng/ml, 50ng/ml 일 때 감소하였

다. HOS 세포에서는 PDGF-BB 농도가 증가

함에 따라 감소하였다. 특히 HOS 세포의 경우

10 ng/ml의 P D G F - B B를 처치한 경우 가장 큰

감소를 보였다(Table 2와 Figure 5 및 6 ) .

또한 시간경과에 따른 염기성 인산 분해효소

의 활성도를 측정하기 위하여 10 ng/ml의

P D G F - B B를 처치하여 처치 전 및 처치 후 1 ,

2, 3일째 활성도를 측정한 결과 ROS 17/2.8 세

포의 경우 1일과 3일째 대조군에 비해 활성도

가 감소하였으며 HOS 세포의 경우 처치 후 1 ,

2, 3 일 모두 대조군에 비해 활성도가 감소하는

경향을 나타내었다(Figure 7 및 8 ) .

3. 조골세포의 장기배양시 석회화결절 형성
측정

HOS 세포를 1 9일간 배양하여von Kossa 염

색 후 광학현미경으로 관찰한 결과 대조군에서

다수의 작은 석회화결절을 관찰한 결과, HOS

세포에서는 0.1ng/ml, 0.4ng/ml의 P D G F - B B

를 처치한 결과 대조군과 별 차이 없이 다수의

작은 석회화결절이 관찰되었고, 10ng/ml와

5 0 n g / m l의 PDGF-BB 처치 결과 석회화결절

의 크기는 증가하였으며, 그 수는 대조군에 비

해 감소하는 경향을 보였다(Table 3과 F i g u r e

9 ) .

4. 조골세포의 osteocalcin 합성량측정

Osteocalcin 합성량을 측정한 결과, 두 세포

모두에서 PDGF-BB 처치시 농도가 증가함에

따라 osteocalcin 합성량이 억제되었으며,

H O S세포에는 ROS 17/2.8세포에 비하여

osteocalcin 합성량이 상대적으로 높게 나타났

다(Figure 10 및 11). 또한 1,25 (OH)2D3를

처치한 결과 osteocalcin 합성량이 대조군에 비

하여 증가되었으며, 1,25(OH)2D3와 P D G F -

B B를 같이 처치한 결과, 1,25(OH)2D3에 의하

여 증가된 osteocalcin 합성량도 억제하였다

(Figure 12 및 1 3 ) .

IV. 총괄 및 고안

골조직은 교원질, 당단백과 같은 세포의 기질

과 조골세포, 파골세포, 골세포 등 여러 종류의

세포들로 구성되어있는 매우 복잡하고 활동적

인 조직으로서 지속적으로 골개조가 일어나며,

골개조는 파골세포에 의한 골흡수와 조골세포

의 골형성에 의하여 균형을 이루는 과정으로

순차적으로 진행된다. 이 중 골기질의 성분을

주로 합성하는 조골세포는 미분화 간엽세포에

서 유래된 전조골세포가 골표면에 도달하여 성

숙한 조골세포로 분화되고, 10-20%가 골세포

로 석회화조직에 묻힌다고 알려져 왔다3 8 ).

골대사과정은 동일 조직내에서 파골세포에

의한 골흡수와 조골세포에 의한 골형성이 상호

보완적 혹은 상호 견제적인 현상으로 동시에

발견되는 결합현상이라 할 수 있다. 이러한 골

흡수와 형성의 균형정도를 평가하는데 과거에

는 골교체율이 이용되었으나 최근에는 생화학

적 표지자를 이용하게 되었다. 즉 골형성의 생

화학적 표지자로서는 osteocalcin (Bone gla-

protein), procollagen I carboxyl terminal

extension peptide 등이 사용되고 염기성 인산

분해효소 활성도도 많이 사용된다. 조골세포의

활성도를 연구하기 위하여 여러 가지 방법들이

기술되었는데 이에는 골조직배양, 골유도세포

혹은 조골세포 유사세포 일차배양 등이 포함되

며, 이러한 배양 방법은 조골세포의 병리와 생

리를 이해하는데 중요한 공헌을 하였고, 최근에

는 사람의 조골세포 배양방법도 여러 연구가들

에 의하여 발전되었다3 9 ).

치주조직은 치은, 치주인대, 백악질 그리고

치조골 등 네 가지 조직학적으로 상이한 조직
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이 상호 연결된 복합구조로 구성되어있다. 또한

치주조직 자체는 두 개의 경조직인 치근표면의

백악질과 치조골사이의 교원섬유를 지닌 연조

직이 존재하여 치아를 고유위치에 상존하게 하

여 상호연결하는 형태의 구조를 가진 특수한

형태를 지니고 있다. 이러한 구조는 치태침착으

로 인해 조직파괴가 야기되어 고유기능을 상실

하는 것이 치주질환이며, 소실된 치주조직을 재

생한다는 의미는 치아를 고유위치에 잔존시켜

저작기능을 완성하게 하는 것이다. 치주치료의

궁극적인 목적은 파괴된 치주조직 결손부에 신

생골과 신생백악질 형성 그리고 그 사이에 기

능적으로 배열된 치주인대가 형성되는 치주조

직의 재생이다. 과거 여러 치료 방법은 대부분

긴접합상피결합40, 41), 치근흡수42, 43), 골유착4 4 ,

4 5 ) 등의 결과를 초래하여 치주조직재생이라는

원래의 목적을 이룰 수 없었다. 그러나 최근에

치주조직에 관여하는 여러 조직에 대한 성질과

또한 이들 각종세포의 고유성상이 규명되고 세

포의 화학주성이 밝혀지면서 이들 치유에 관여

하는 세포의 생성 및 활성을 조절하려는 노력

이 시행되어져 왔다4 6 ). 본 연구에서 P D G F -

B B를 실험재료로 정한 배경은 골유래세포 배

양시 P D G F - B B를 첨가한 경우 세포의 증식률

이 촉진되었다는 P i c h e와 G r a v e s 2 2 )의 연구

와 치수, 치은 및 치주인대로부터 유래된 섬유

아세포를 대상으로 P D G F - B B의 효과를 규명

한 Rutherford 등1 9 )의 보고에 근거를 두었다.

또한 Lynch 등2 4 )은 생체실험에서 P D G F - B B

나 I G F - I을 단독으로 치주결손부에 적용하였

을 때 신생치조골과 신생백악질의 형성을 자극

할 수 있다는 보고를 하였고, 두 성장인자를 혼

용할 때 그 효과가 상승된다고 보고하였다.

P D G F는 R o s s5 )와 K o h l e r와 L i p t o n3 2 )에 의

하여 동맥의 평활근 세포의 증식을 자극하는

물질이 혈소판에서 분비된다는 사실이 발견되

었고, Antoniades 등7 )이 이를 분리 정제하여

P D G F라 명명하였다. 그러나 이름과는 달리 혈

소판 뿐 아니라 최근에는 단핵세포, 대식세포

4 7 ), 섬유아세포4 8 ), 내피세포4 9 ) 및 골기질5 0 ) 등

에서도 발견된다고 보고되고 있다. PDGF는 열

에 안정적인 단백질로 AA, BB, AB 세 가지 형

태가 있으며 각각은 세포막의 α, β 수용기에 선

택적으로 결합하며 그 기능은 D N A와 교원질

합성, 섬유아세포, 평활근세포에 대한 화학주성

및 유사분열 촉진 등으로 밝혀지고 있다.

P D G F의 치주조직 재생에 대한 연구는 많이 진

행되어 왔으나 그 적용법에 대하여는 아직 규

명되지 않거나 정해진 바가 없어 학자에 따라

다양하게 연구되고 있다.

P D G F의 골조직에 대한 영향은 여러 연구에

서 다소 상반된 견해를 보이고 있어 본 연구에

서는 P D G F가 조골세포의 분화에 미치는 영향

을 알아보고자 실험을 시행하였다. ROS

17/2.8 세포와 HOS 세포는 백서와 사람의 골

조직에서 분리된 조골세포로서 섬유아세포 형

태를 보이다가 장기간 배양시 높은 농도의 염

기성 인산 분해효소 활성도를 보이며 조골세포

와 골세포로 분화 가능하며 골기질의 석회화를

유도하는 세포로 알려져 있다. 

ROS 17/2.8세 포와 H O S세 포에 대한

P D G F - B B의 영향을 관찰하기 위하여 농도별,

시간경과에 따른 조골세포의 증식도를 측정해

본 결과 ROS 17/2.8세포에서는 세포증식도에

서 유의한 차이를 보이지 않았다. 그러나 H O S

세포에서는 PDGF-BB 모든 농도(0.1, 0.4, 2,

10, 50 ng/ml)에서 대조군에 비하여 세포증식

도가 증가되었고, 특히 10 ng/ml의 P D G F - B B

농도에서 현저한 증가를 나타냈다. 이러한 결과

는 P D G F - B B의 적용농도에 따른 세포증식에

관한 여러 시험관적인 연구 결과와 일치하는

내용이다.

C a n a l i s5 1 )는 쥐의 두개관을 조직배양하여

0.1, 10, 100 ng/ml의 P D G F - B B투여시 농도

가 증가함에 따라 DNA 합성능이 증가함을 보

고하였고, Oates 등2 1 )은 사람의 치주인대세포

에 0.1, 0.5, 10, 20, 50 ng/ml의 P D G F - B B ,

A A를 투여해본 결과 농도가 증가함에 따라 양
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군 모두 DNA 합성능이 증가하였다고 보고 하

였다. 정 등5 2 )은 치주인대세포에 P D G F - B B투

여시 세포증식을 촉진시키며, 20 ng/ml농도시

최고의 효과를 보인다고 보고하였다. Blom 등
5 3 )은 P D G F가 농도의존적으로 세포의 활성을

증가시키며, 50 ng/ml농도에서 DNA 합성이

2 7 4 %로 나타나고 최적의 유사분열 유발농도

는 0.1-15 ng/ml 라고 보고하였으며, 생체에

서 세포이주와 증식에 적절한 P D G F의 농도에

대하여는 아직 알려진 것은 없으나 여러 선학

의 연구를 참조시 주로 50 ng/ml이상의 P D G F

농도에서 세포의 활성에 큰 영향을 미치는 것

으로 밝혀졌다. 그러나 이 연구에서는 P D G F -

B B의 농도가 10 ng/ml일 때가 50 ng/ml일 때

보다 세포의 증식도가 증감을 보였다. 이는 정

등5 2 )은 20 ng/ml일 때, Blom 등5 3 )은 50 ng/ml

일 때 가장 증식도가 크다는 결과와는 다른 것

이다. 이 연구에서 P D G F - B B농도를 분류시 순

차적으로 희석하는 방법을 사용하여 50, 10, 2,

0.4, 0.1 ng/ml의 농도로 배분되어서 20 ng/ml

의 농도로는 실험을 하지 못했다. 다음의 실험

에서는 10 ng/ml와 50 ng/ml 사이의 농도를

세분하여 가장 증식도가 높은 농도를 정확히

찾아 보고해야 될 것으로 생각된다.

PDGF-BB 처치 후 시간경과에 따른 세포증

식도 관찰 결과 ROS 17/2.8세포와 H O S세포

모두에서 시간이 경과함에 따라 세포증식이 증

가함이 보였는데 특히 3일째 대조군에 비하여

유의성있는 증가를 보였다. PDGF-BB 적용후

시간경과후 이곳에 세포의 이주와 증식이 촉진

되어 치주인대 섬유아세포의 급속한 재군집과

새로운 치주인대 형성에 기여한다는 보고와 일

치하고 있다1 9 - 2 1 ). PDGF-BB의 임상적 적용

시 유용한 시간으로 사용될 수 있는 시간은 3 0

초, 1, 2, 4 및 8분 등 비교적 짧은 시간이 이용

될 수 있다. 그러나 이번 실험에서는 P D G F -

B B적용후 1, 2, 3일에 세포증식도를 측정한 것

이어서 임상적으로 적용이 불가능한 시간이다.

1, 2, 3일후 세포증식도의 증가함을 밝히는 것

보다 임상적으로 적용할 수 있는 적용후 짧은

시간 후에 나타나는 세포증식도를 관찰한 결과

가 더 필요할 것으로 생각된다. 주로 세포막에

결합되어 존재하는 염기성 인산 분해효소는 기

질특이성과 염기성 p H에서 최적의 활성을 나

타내는 효소이고5 4 ) 세포외막과 석회화조직의

기질소포에서 높은 농도로 발견되며5 6 ) 석회화

과정동안 무기인산의 국소적 농도증가5 5 ), 광화

결절 성장억제제의 국소적 파괴5 7 ), 무기인산의

운반5 8 ), 세포분열이나 분화의 조절자5 9 )로써의

역할을 한다. 그러나 칼슘과 인 대사에 관여하

는 효소로써 염기성 인산 분해효소의 정확한

기능은 알려져있지 않다. 

Robinson 등6 0 )은 유기인산기질에서 무기인

산을 분리해낼 수 있는 효소라고 보고하였고,

S i f f e r t6 1 )는 골형성이전의 골기질형성에 주로

관여한다고 보고하였고, Stein 등6 2 )은 골세포

의 표지인자로 염기성 인산 분해효소 활성도를

측정해 보아야하며 염기성 인산 분해효소 활성

도는 골세포분화의 표지인자라고 보고하였다.

이 실험에서 ROS 17/2.8세포와 H O S세포에서

P D G F - B B농도에 따른 염기성 인산 분해효소

활성도를 측정한 결과, ROS 17/2.8세포에서는

저농도(0.1, 0.4, 2 ng/ml)처치시 활성도가 증

가하였으나 고농도(10, 50 ng/ml)에서는 감소

하였다. HOS세포에서는 모든 농도에서( 0 . 1 ,

0.4, 2, 10, 50 ng/ml) 감소하였으며, 특히 1 0

n g / m l에서 가장 큰 감소를 보였다. 이는

Centrella 등1 3 - 1 5 )이 발표한 태생기 쥐의 골에

서 PDGF-AB, BB 적용시 염기성 인산 분해효

소 활성도가 감소한다는 보고와 일치한다. 이렇

게 감소하는 이유는 P D G F가 골아세포에 작용

하여 다른 다양한 성장인자의 효과를 조절하기

때문에 활성도가 감소하는 것으로 사료된다. 그

러나 P D G F - B B가 단순히 염기성 인산 분해효

소 활성만을 지연시키는 결과인지, 다른 성장인

자나 다른 골기질 단백질에 영향을 미친 결과

인지에 대하여는 이 실험에서는 알 수 없었다.

10 ng/ml PDGF-BB 처치 후 시간경과에 따른
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염기성 인산 분해효소 활성도를 측정한 결과

ROS 17/2.8세포는 전반적인 활성도는 증가하

였으나 대조군에 비하여 1, 3일 후에는 감소하

였다. HOS세포에서는 염기성 인산 분해효소

활성도가 감소하였고 대조군에 비하여서도 1 ,

2, 3일 후 모두 다 감소하였다. 이 결과는 서 등
6 3 )과 Nojima 등6 4 )의 연구 결과인 치주인대세

포의 염기성 인산 분해효소 활성도가 시간이

경과함에 따라 증가한다는 결과와 일치되지 않

는 것이다. 그러나 이는 적용세포의 종류, 세포

접종수에 의한 세포의 밀도, 세포배양기간과 실

험에 사용된 배양액의 농도 등의 실험방법의

차이에 의한 것으로 생각된다. 그러나 일반적으

로 염기성 인산 분해효소의 활성도는 처음 몇

일동안 증가하다가 나중에 감소한다는 결과와

일치하지 않으므로 이에 관한 집중적인 연구가

더욱 필요하다고 생각된다. 

여러 농도의(0.1, 0.4, 2, 10, 50 ng/ml)

P D G F - B B를 H O S세포에 처치한 결과 1 9일후

에 다수의 석회화결절이 관찰되었다. 이는

Hiroko 등6 5 )이 발표한 신생골 쥐 두개골에

P D G F처치시 2 1일 후에 석회화결절이 형성되

었다는 연구 결과와 일치하는 것이다. 그러나

이번 실험에서 저농도(0.1, 0.4 ng/ml)

PDGF-BB 처치시 작은 크기의 석회화결절이

관찰되었고, 고농도의(10, 50ng/ml) PDGF-

BB 처치시 크기에 있어서는 저농도의 경우보

다는 큰 석회화 결절이 관찰되었으나 숫자에

있어서는 대조군보다 감소하는 결과를 보였다.

이는 최 등6 6 )이 발표한 시간경과에 따라 석회

화 결절의 수와 크기가 증가했다는 보고와는

다른 것이다.

조골세포의 osteocalcin 합성량 측정의 결과

는 ROS 17/2.8세포와 H O S세포에 여러 농도

의(0.1, 0.4, 2, 10, 50 ng/ml) PDGF-BB 처치

시 농도가 증가함에 따라 osteocalcin 합성량이

억제되었고 H O S세포에서 R O S 1 7 / 2 . 8세포 보

다 상대적으로 osteocalcin 합성량이 높게 나타

났다.

이러한 연구 결과 P D G F - B B는 조골세포의

증식을 촉진시키는 작용을 하는 반면 개개 세

포의 기능은 억제시키는 양상을 보인 것으로

판단된다. 따라서 P D G F - B B의 영향은 다른 골

기질단백질이나 성장인자에 직접적으로 영향

을 끼치거나 P D G F - B B에 영향을 받은 염기성

인산 분해효소가 다른 성장인자나 골기질 단백

질에 영향을 미치는 것으로 생각된다. 그러나

골개조와 연관되어 P D G F의 어떤 요소가 염증

과 창상치유에 반응하는 기능을 갖고 있을 것

으로만 추측하고 있다1 6 ). 그러므로 다른성장인

자와 병용하여 골세포의 분화와 증식에 대한

효과를 확인하기 위하여 여러 농도의 P D G F를

처치하여 더 많은 시험관내 실험과 생체실험을

하여 계속적인연구를 해야할 것으로 사료된다.

V. 결론

P D G F가 배양중인 조골세포의 증식과 활성

도에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 백서와

사람의 조골세포주인 ROS 17/2.8 세포와

HOS 세포를 배양하였다. 배양 후 세포를 계수

하여 세포증식도를 분석하였고, 염기성 인산분

해 효소 활성도와 석회화결절 형성 및 o s t e o-

calcin 합성도를 측정하여 조골세포의 활성도

를 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1 . ROS 17/2.8 세포와 HOS 세포에

P D G F - B B를 처치한 결과, ROS 17/2.8

세포에서는 각 농도간에 세포증식도에서

유의차를 보이지 않은 반면( p > 0 . 0 5 ) ,

HOS 세포의 경우 모든 농도에서 세포증식

이 증가되었고, 그 증가는 농도 의존적으

로 나타났으며, 특히 10 ng/ml의 농도에서

현저한 증가를 나타내었다. 

2 . 시간경과에 따른 세포증식도를 측정

하기 위하여 10 ng/ml의 P D G F - B B를 처

치한 결과, 대조군과 PDGF-BB 처치군

모두에서 시간이 경과함에 따라 세포증식

도가 증가하였으며, 두 세포 모두 3일째 대
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조군에 비해 유의성 있는 증가를 나타내었

다.

3 . ROS 17/2.8 세포와 HOS 세포의 염

기성 인산분해 효소 활성도를 측정하기 위

하여 여러 가지 농도(0.1, 0.4, 2, 10, 50

n g / m l )의 P D G F - B B를 처치한 결과 두 세

포 모두 농도가 증가함에 따라 활성도가

감소하는 경향을 나타내었으며 HOS 세포

의 경우 특히 10 ng/ml의 P D G F - B B를 처

치한 경우에서 가장 큰 감소를 보였다

4 . 시간경과에 따른 염기성 인산 분해효

소의 활성도를 측정하기 위하여, 10 ng/ml

의 P D G F - B B를 처치한 결과, ROS

17/2.8 세포의 경우 1일과 3일째 대조군

에 비해 활성도가 감소하였으며, HOS 세

포의 경우에는 처치 후 1, 2, 3 일 모두 대

조군에 비해 활성도가 감소하는 경향을 나

타내었다.

5 . 석회화결절 형성을 관찰한 결과,

HOS 세포에서는 0.1 ng/ml, 0.4 ng/ml의

P D G F - B B를 처치한 경우 대조군과 별 차

이 없이 다수의 작은 석회화결절이 관찰되

었고, 10 ng/ml와 50 ng/ml의 P D G F를 처

치한 경우에는 석회화결절의 크기는 증가

한 반면 그 수는 대조군에 비해 감소하는

경향을 보였다. 

6 . Osteocalcin 합성량을 측정한 결과,

두 세포 모두에서 PDGF-BB 처치시 농도

가 증가함에 따라 osteocalcin 합성량이

억제되었으며, HOS세포에는 ROS 17/2.5

세포에 비하여 osteocalcin 합성량이 상대

적으로 높게 나타났다. 또한 1 , 2 5 ( O H )2D3

를 처치한 결과 osteocalcin 합성량이 대

조 군 에 비 하 여 증 가 되 었 으 며 ,

1 , 2 5 ( O H )2D3와 P D G F - B B를 같이 처치

한 경우에서는 1 , 2 5 ( O H )2D3처치에 의하

여 증가된 osteocalcin 합성량이 억제됨이

관찰되었다.

이상과 같은 결과를 종합하여 볼 때 P D G F -

B B는 조골세포의 증식을 촉진시키는 작용을

하는 반면 개개 세포의 기능은 억제시키는 양

상을 보인 것으로 사료된다
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Dentistry Dan-Kook University

The cell activities of bone metabolism is

affected by growth factor rather than by

hormone. The affects of growth factors on

the bone activity were observed using var-

ious culture methods. Platelet-derived

growth factor(PDGF) is produced from the

well differentiated bone cell. It stimulates

cell mitosis, synthesizes collagen in bone

tissue and plays a role in healing response.

The purpose of this study is to evaluate the

effects that PDGF has on the activity and

the proliferation of osteoblast by measuring

the activity of alkaline phosphatase, the

growth formation of calcified nodules, and

osteocalcin production.

In this study, HOS and ROS 17/2.8

osteoblastic cell line was used, along with

variable concentrations of PDGF the were

measured with osteoblastic proliferation.

The cell proliferation of HOS and ROS

17/2.8 cells was stimulated dose- depent-

dently. Alakline phosphatase activity was

significantly decreased by PDGF in

osteoblastic cells. A number of small calci-

fied nodules were observed in HOS cell

treated with low concentrations(0.1, 0.4

ng/ml) of PDGF-BB and no significant dif-

ference from control group was found. High

concentrations(10, 50 ng/ml) of PDGF

suppressed calcified nodule formation. And

osteocalcin production was inhibited with

PDGF. These results suggest that PDGF

stimulates the osteoblastic proliferation,

whereas suppresses the individual cellular

f u n c t i o n s .
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