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Ⅰ. 서 론

구강악안면외과 의사들에게 있어서 악안면 역의 선천적 기

형, 외상, 종양 등의 수술 후 조직 결손부의 심미적 및 기능적인

완전한 수복을 위한 노력은 중요한 과제로 남아있다. 술후 결손

부의 재건을 위한 다양한 연구가 진행되고 있는데 생체조직 중

골조직은손상후재형성되어완전한재생을이루는조직이지만

골결손 부위의 크기에 따른 치유능력 차이의 문제점과 골의 재

형성을촉진시키기위한연구가활발히진행되고있다. 

1965년 Urist가 수종의 산으로 탈회한 골기질을 근육과 피하에

이식 후 이소성 연골이나 골의 분화가 일어난다는 사실을 밝힌

이래비교원성단백질인골형성유도인자에 한연구가시작되

었다1).

이러한이소성골형성유도는태생성분화가끝난태생기이후

에도 미분화 골형성 전구세포를 분화시키는 물질이 존재한다는

것을 의미한다. 이들은 후에 골형성단백질(Bone Morphogenetic

Protein : BMP)이라 명명되었으며2) 탈회된 세포외골기질에서 태

생기 이후에 발생한 손상의 치유시 태생기와 유사한 골분화를

일으킨다는 점에서 관심이 집중되었다. 그러나 이러한 골분화의

유도는연속적인연골과골이분화하는태생기골단의골판에서

와는 달리 한 주기의 연골내골형성 만이 일어나는 것으로 알려

져있다.

이 후 골형성 단백질의 추출 및 정제를 위한 많은 연구들이 시

행되었으며3,4) 기능적 생물검정을 통하여 천연의 골형성단백질

이 정제되었고 분자 클로닝(molecular cloning)과 재조합된 인간

의 골형성단백질의 발현으로 수종의 골형성단백질을 발견, 분류

가 이루어지게 되었다5). 인간의 분자 클로닝 방법이 알려진 후
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IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY FOR THE EXPRESSION OF BMP-2/4 ON THE 
HEALING PROCESS IN THE MANDIBULAR BONE DEFECT OF RAT

Jae-Yong Choi, Sang-Chull Lee 
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Bone morphogenetic protein-2/4 are members of Transforming Growth Factor- β(TGF- β) superfamily and they may induce formation
of cartilage and bone in vivo.

This study was performed to investigate the cellular target and period of action of BMP-2/4 and understanding of actions of BMP-2/4
at cellular level. The appearance of BMP-2/4 during healing of mandibular and periodontal defect in rat was evaluated immunohisto-
chemically. 40 Sprague-Dawley strain white male rats, each weighing about 300gm were used. Bony defect was performed in the
mandible and they were sacrificed at the day of 3rd, 10th, 20th, 30th after operation. The specimens were harvested and examined his-
tologically and immunohistochemically by localization of anti-BMP-2/4.

The results were as follows:
1. Woven bone was observed at 10th day and perfect healing of defect with compact bone and periodontal ligment space at 30th

day.
2. Osteoprogenitor cells, osteoblastic cells and periosteum were positive reaction to immunohistochemical stain at 10th day.
3. Cells of bone marrow space and surface cells of osteocytes and cementoblasts were positive reaction to immunohistochemical

stain at 20th day.
4. Newly formed osteocytes and cementocytes were positive reaction to immunohistochemical stain at 30th day.

From the above findings, we could conclude that BMP-2/4 acted significant roles as factors of  induction, proliferation and differenti-
ation during bone healing process.
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BMP-2(BMP-2a), BMP-3 (Osteogenin), BMP-4(BMP-2b), BMP-5,

BMP-6(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) 등 12종이상의골형성

단백질 및 성장과 분화요소로 분류되었으며 BMP-1을 제외한 이

들은 일반적인 특성 뿐 아니라 아미노산 서열과 삼차원적인 구

조가 유사하고 카르복시말단에 cysteine을 공유하는 등

Transforming Growth Factor (TGF)-β와 유사성을 가지는 TGF-β의

상과(superfamily)로분류되었다6-10). 아미노산서열의유사성의정

도로 이들은 다시 BMP-2/-4군, BMP-5/-6/-7/-8군, BMP-3/-12/-13군

의 3개의소군(subgroups)으로나누어지며 BMP-9와 BMP-10은분

류가 확실치 않다10,11). 각각의 골형성단백질들은 생체 및 시험관

에서의 골형성능력에서 다양한 차이가 나타나고 천연의 골형성

단백질 뿐 아니라 재조합된 사람의 골형성단백질(rh BMP) 역시

국소적인 연골내골을 형성하며 유전자 서열도 유사하나12) 천연

의 골형성단백질이 더 강력한 골형성 작용을 하는 것으로 알려

져있다13).

다양한 방법을 이용하여 인간 및 실험동물로부터 골형성단백

질의추출이이루어졌으며이들연구를통해골형성단백질이골

기질 뿐아니라 골육종조직14), 상아질의 기질, 세포내 성분 및 세

포외 성분에 존재하며15), 골형성시에 전구세포에 비가역적으로

작용하여 시험관내에서 연골을, 생체내에서는 연골과 골을 형성

하는유도인자임이 밝혀졌다16).

골형성단백질은 다양한 실험 동물의 여러 부위에서 골조직의

손상시의치유에다양한경로로 향을미치는것으로보고되었

는데17-23) 농도가 높을수록, 실험동물의 연령이 낮을수록 그리고

인간의 재조합된 골형성단백질이나 다른 동물에서 추출한 골형

성단백질보다 우골에서 추출한 것이 가장 강력한 작용을 하는

것으로알려져있다13,16,24).

여러 가지 골형성단백질 중 BMP-2/4군이 다른 군의 골형성단

백질과 성장인자 등에 비하여 유전자 서열이 가장 유사하고 생

체 및 시험관에서 낮은 농도에서의 골형성 능력이 뛰어나 골형

성단백질의 골형성 유도를 검증하는 동물실험에서 많이 이용되

고있다6,11,24-31).

BMP-2/4군을 특히 구강생물학자와 치주과 및 구강악안면외과

의사들에게서 관심이 높은데 이는 BMP-2/4가 심장, 신경조직 뿐

아니라 치배, 상아모세포층, 구개궁 및 두개안면부조직의 발생

에 기여하는 등 구강악안면 역의 발생에 많은 향을 미치기

때문이다12,32). 많은연구를통해 BMP-2/4가치주조직에가해진손

상의 치유과정에서 치근흡수를 방지하고 치아의 유착발생 등의

합병증을 줄여주며 치주인 와 백악질, 치조골의 생성을 촉진하

는 등 치주조직의 재생에 향을 미친다는 것이 확인되었다
6,7,12,33,34).

일반적인 BMP-2/4군의특징은다른군의골형성단백질에비해

낮은 농도에서 생체에서 골형성을 유도하고 alkaline phos-

phatase(ALP)활성을 증가시키고35) 교원질의 합성을 자극하고31,35)

시험관에서 MC3T3, W-20-17 cell에서 골모세포화를 유도하며 골

모세포와골형성전구세포를자극하여골형성에기여하고18) 쥐의

골모세포에서 DNA와 교원질 합성, 단백질 축적, ALP의 활성을

자극한다11,28,36-38). Yamaguchi 등의 연구에서는 BMP-2가 골형성 전

구세포의 증식과 분화는 자극하나 섬유모세포의 증식은 저하시

킨다고하 다38). 

Reddi 등의 가설에 의하면 BMP-3와 BMP-4가 단핵세포와 전구

세포의 화학주성, 원층세포의 부착, 간엽세포의 분열, 연골모세

포의 분화, 연골모세포의 증식과 석회화, 맥관형성과 혈관의 함

입, 골모세포의 분화, 세포외조직의 생합성과 광화, 골흡수와 재

형성, 소골내의 조혈골수의 분화 등의 복잡한 연골내 골화과정

에서 단핵세포의 화학주성과 TGF-βmRNA의 분비를 자극하고

간엽세포의 화학주성과 이주를 자극하여 연골내 골화에 향을

미친다고 알려져있으며이인자들의주표적세포(cellular target)

로 골형성 전구세포가 지목되고 있으나 아직까지 이 인자들이

기질의 어느 부분에 존재하는 지와 정확한 표적세포 및 작용기

전에 해서는확인하지못하 다11,32,39-42).

이와 같이 골조직의 손상 후 골형성단백질이 치유과정에 미치

는 향에 한 많은 실험과 연구가 시행되어 왔으며 이들의 추

출 및 정제방법, 이들의 효과를 최 한으로 발휘할 수 있는 운반

체 등에 해서는 어느 정도 밝혀져 있으나 이들의 작용기전 및

표적세포에 한부분이아직까지밝혀지지않은부분중하나이

다. 이를밝혀내기위해서는이들의위치를가시적으로확인하는

것이필요한데이를위한방법으로는항체와같이세포에특이성

을 가지고 있는 표식자를 가진 항원-항체 반응을 이용한 면역조

직화학염색을실시하여확인하는방법이많이사용된다43-49).

이에 본 연구는 흰쥐의 하악골을 모델로 하여 치아 주위 조직

을 포함한 하악골 손상의 치유 과정에서 BMP-2/4가 분포하는 세

포 및 작용 시기를 연구하기 위해 이들 요소들의 발현부위를 가

시적으로 확인하는 방법인 면역조직화학법을 이용하여 이들의

분포를 연구함으로써 골형성단백질의 치과적 응용에 보탬이 되

고자하 다.

Ⅱ. 실험 재료 및 방법

1. 실험 재료

실험동물로는 동일한 조건하에서 사육된 체중 300g 내외의 웅

성 Sprague-Dawley계 백서 40마리를 사용하 으며 이 중 20마리

는 면역조직화학염색에, 나머지는 일반조직 절편제작에 사용하

다.

2. 실험 방법

Ketamine (유한, 한국) 0.12cc (0.4ml/kg)를 동물의 복강내 주사

하여 전신 마취시키고 실험동물의 좌측 하악골의 하연을 따라

길이 4�5mm의 절개를 하여 피부와 근막을 근육으로부터 분리

하고 교근이 나올 때까지 박리 후 교근의 정지 부위를 절개하고

골막기자로교근을하악 구치의치조정부위까지박리하여하

악제1, 2, 3 구치의치조돌기부위가노출되도록하 다.
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저속 round bur (No.4, 700rpm)를 사용하여 하악 제1 구치의

근심 치근부위의 치조 돌기로부터 시작하여 약 3�4mm의 길이

와근심치근및협측치근이노출될때까지의깊이로창상을형

성하 다. 

수술이끝난후수술부위를봉합하고감염방지를위하여 gen-

tamycin을 하루 1회씩 3일간 근육내 주사하고 수술 3, 10, 20 및

30일 째에 일반 조직 관찰용 5마리와 면역 조직 관찰용 5마리씩

한군당 10마리를희생하 다.

3. 일반 조직 절편 제작

각 실험 동물을 ketamine(유한, 한국) 0.12cc (0.4ml/kg)을 실험

동물의 복강내 주사하여 전신 마취시키고 2.5% glutaraldehyde

(pH 7.4)로 심장 관류 고정을 하 다. 수술한 하악골을 적출하고

같은 용액에 4시간 더 고정하 다. 그 후 구강 점막 이외의 불필

요한 연조직을 제거하고, 0.1M 인산완충용액 (pH 7.4)으로 30분

간 수세하여 0.1M 인산완충용액에 희석시킨 10% EDTA (pH 7.4)

로 4℃에서 7일간 탈회하 다. 일련의 ethanol로 탈수한 후

propylene oxide를거쳐 Epon 포매박절기(RMC MTX USA)로 1μm

의준박절편을제작하 다.

조직절편을건조시킨후 1% alkaline toluidine blue 용액을절편

에 떨어뜨려 염색하 다. 따뜻한 물로 남은 염색액을 세척해 낸

후봉입하여광학현미경으로관찰하 다.

전자현미경 관찰을 위해 포매된 시료를 RMC MTX 초박절편기

로 600�900A�로 잘라 uranyl acetate와 lead citrate로 이중 전자 염

색한후 Jeol 1010 투과전자현미경으로관찰하 다.

4. 면역 조직 화학 염색

탈회가 끝난 조직을 0.1M 인산완충용액 (pH 7.4)으로 30분 간

수세한 후, 10% sucrose에 5시간, 15% sucrose에 5시간, 20%

sucrose에 24시간, 30% sucrose용액에 24시간동안침지시켰다. 조

직을 OCT compound로 embedding 하고액체질소에급속냉동시

킨 후, cryostat (Reichert-Jung, Germany)로 10μm의 두께로 절편을

제작하 다. 내재성 과산화효소를 불활성화시키기 위해 메탄올

에 희석한 0.5% H2O2로 실온에서 30분 간 처리하 다. 0.01M

phosphate buffered solution(PBS)으로 10분씩 2회 수세한 후, 비특

이적 반응을 방지하기 위해 Rabbit 정상 혈청으로 20분간 반응시

켰다. 여분의 혈청을 제거해 내고, 조직절편에 일차항체로서

goat anti-rat BMP-2,4 항체를 25℃에서 2시간 반응시켰다. 0.01M

PBS로 5분씩 3회 수세한 후, 이차항체로서 biotinylated rabbit anti-

goat IgG를실온에서 30분반응시켰다. 0.01M PBS로 5분씩 2회수

세 후 avidin-biotin conjugate reagent로 실온에서 30분간 작용시켰

다. 절편을 0.01M PBS로 5분 간 수세하고, 마지막으로 0.1M Tris-

HCl buffer(pH 7.2)에 희석한 0.02% diamino- benzidine tetrahy-

drochloride(DAB)와 0.02% H2O2를 혼합한 후 적용하여 암조건에

서 5분 간 반응시킨 후 흐르는 물에 10분 간 수세하고 수용성 봉

입제로봉입하여광학현미경으로관찰하 다.

Ⅲ. 실험 성적

1. 수술 3일 째

손상부위는 상처의 범위를 나타내는 매끈한 경계선에 의해 조

직학적으로 명확하게 구별되었고 길쭉한 섬유모세포를 가진 미

성숙결합조직으로채워져있었으며가끔염증세포침윤이군데

군데관찰되었다(Fig. 1). 

BMP-2/4 항체를이용한면역염색에는음성반응을보 다.

전자현미경 관찰에서 손상부위의 세포는 길고 납작한 섬유모

세포로써 많은 세포들이 집되어 있었다. 세포핵은 긴 방추형

이며 세포질에는 과립세포세망, 사립체, 자유리보소체 등 다

수 소기관의 발달이 미약하 다. 그 주위에는 소량의 아교섬유

가성 고불규칙하게배열되어있었다(Fig. 2). 

골모세포의 전자현미경 소견은 입방형으로 그 표면에는 약간

의세포돌기가형성되어있었으며골침의표면을따라배열되어

있었다. 핵은 체로 둥 고 뚜렷한 핵소체를 가지고 있었으며

세포질에는 잘 발달된 골지장치와 과립세포질세망, 많은 사립

체, 작은 용해소체, 자유리보소체, 분비소포 등 다수 소기관들

이 잘 발달되어 있었으며, 이웃하고 있는 골모세포 돌기사이에

는교통연접이형성되어있었다(Fig. 3).

2. 수술 10일 째

미성숙 파상골이 처음 생겨났다(Fig. 4). 아교섬유 다발이 불규

칙하게 얽혀 있어 층판은 형성하고 있지 않으며 많은 수의 골세

포들이 아교섬유사이에 무질서하게 분포된 바늘모양의 골침이

형성되어 있었다. 골침의 곁에는 중간엽세포로 부터 분화된 골

모세포가 둘러싸여 있었다(Fig. 5). 손상 받지 않은 주변 골의 바

깥 면을 덮고 있는 골막은 두꺼운 치 결합조직층으로 구성되

어 있고 그 속층은 혈관이 풍부하고 골모세포가 엉성하게 배열

되어 있었고, 바깥 층은 소수의 섬유모세포로 구성된 섬유결합

조직으로구성되어있었다(Fig. 6).

BMP-2/4 항체를 이용한 면역염색에 의해 신생 골모세포와 그

주변골발생세포, 골막이양성반응을보 다(Fig. 7, 8).

3. 수술 20일 째

골침은 부가성장으로 커져 골주를 이루고 이들이 부분적으로

붙어서 망상의 해면골조직이 관찰되었다(Fig. 9). 신생 골의 해면

골사이에 형성된 골수공간은 세포성 결합조직으로 구성되어 있

었고 이 세포들은 섬유모세포와 닮은 납작한 모습의 세포로 골

표면을 따라 배열되어 있고 그 주위에 다각형세포가 채워져 있

었다(Fig. 10). 삭제된치주공간의미분화중간엽세포들이집결되

어 노출된 치근을 덮었고 새로 형성된 아교섬유의 방향은 불규

칙적이었다. 치근부위에서 골과의 유착은 관찰되지 않았다(Fig.

11).

BMP-2/4 항체를이용한면역염색에의해골수공간의세포들과
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신생백악질의 주변과 표면의 세포들이 양성반응을 보 다(Fig.

12, 13).

골수공간의전자현미경소견에서많은돌기를가진입방형또

는 약간 납작한 세포로서 일차 골수 공간 내면을 따라 배열되어

아교섬유와기질을형성하고있었다(Fig. 14).

치주 공간의 전자현미경 소견에서 치근 표면에 인접한 세포는

백악모세포로분화되어크기가커졌고단백질의합성및분비와

관련된모든세포소기관들이발달되어있었다(Fig. 15).

4. 수술 30일 째

주변은 치 골로 싸여있고 기능적으로 배열된 아교섬유를 가

진 치주인 공간이 유지된 완전한 손상치유가 관찰되었다(Fig.

16). 발생중인해면골의겉을싸고있는결합조직이치 해졌고,

이 속에 입방형 골모세포가 둥근 핵과 뚜렷한 핵소체를 가지고

특징적으로 골 표면을 따라 판상으로 배열되어 있었다(Fig. 17).

주변 손상받지않은 치주인 와 마찬가지로 결합조직부착이 치

면에 평행하게 부착되었고 종종 기능적으로 주행하는 아교섬유

가 관찰되었다. 간혹 Malassez상피 잔사와 유사한 상피세포섬이

치주인 공간에서관찰되었다(Fig. 18). 

BMP-2/4 항체를 이용한 면역염색에 의해 골모세포와 새로 발

육된 세포성 백악질에 있는 백악세포가 양성반응을 보 다(Fig.

19, 20).

Ⅳ. 총괄 및 고안

골조직은 물리적 요구에 반응하여 계속적인 흡수와 재형성이

일어나는 복합조직으로서 연조직이 손상시 섬유성 반흔조직으

로 치유되는데 반해 골조직은 손상시 치유와 재생에 뛰어난 능

력을 가지고 있으며 이 때에 태생기의 막내골형성 기전처럼 치

유가 된다는 것은 잘 알려진 사실이다. 이러한 골흡수와 골재생

이동시에일어나는골조직의치유과정에는국소적인성장인자

와 분화인자, 세포외기질, 호르몬 그리고 아직까지 밝혀지지 않

은 미지의 요소들이 작용한다25). 이 중 호르몬의 작용은 널리 연

구되어왔으며최근에는성장인자에 한연구가활발히진행되

고 있다. 과거에는 이들 성장인자들도 전신적으로 작용하는 것

으로알려져왔으나최근의연구에서그들이세포성장기에국소

적으로 작용하고 소실되는 초기 조절자임이 밝혀졌다. 또 골세

포는다양한성장인자를합성하고골기질은이들의풍부한자원

이되는것으로알려져있다50,51).

Bolander 등은 손상받은 골조직의 치유과정을 조직학적으로 4

단계로 나누고 각 단계별로 여러 가지 성장인자가 향을 미치

는 세포에 한 면역염색을 실시하 는데 1단계는 손상후 나타

나는 조직의 염증반응으로 혈종이 형성되고 미분화 간엽세포들

의이주와증식이일어나며주변의다형핵백혈구와 식세포및

염증세포들이 혈종주위에서 육아조직을 형성하는 단계로 섬유

성 골막이 TGF-β에 양성반응을 보이며 2단계는 막내골화 단계

로초기에나타난간엽세포에서분화된것으로믿어지는연골모

세포들이 막내골을 형성하며 골모세포가 TGF-β에 양성을 나타

냈다. 3단계는 연골화 단계로 연골외세포들은 조혈세포와 내피

세포들에 의해 혈관화가 일어나고 연골세포와 연골기질에서

TGF- β에 양성반응을, 4단계는 연골내 골화단계로 태생기와 성

장판에서의 골형성 과정과 유사한 과정을 거쳐 연골에서 골로

체되는 단계로 증식된 연골세포와 석회화된 연골기질이 TGF-

β에 양성반응을 보인다고 하 다52). 본 연구에서는 백서의 하악

골과 치아주위에 정상적으로 치유 가능한 크기인 1×3mm의 창

상을 형성하여 치유과정을 관찰하 으며 40증례 모두에서 정상

적인 치유양상을 관찰할 수 있었다. 수술 3일 째에서는 다수의

염증세포와 미성숙 결합조직으로 채워져 있어 Bolander 등이 기

술한치유 1단계와같은소견을보 으며시간이지남에따라연

골모세포들에의한미성숙파상골과골침이발생하고망상의해

면골조직이 나타난 후 30일 째에는 치 골로 싸여있는 완전한

손상치유가 이루어져 Bolander 등의 연구와 부합되는 양상을 관

찰할수있었다. 

본 연구에서는 골조직의 손상 치유시 세포의 변화를 알아보기

위해 투과 전자현미경적인 관찰도 시행하 는데 3일째 다수

미약한 발달을 보이던 소기관들이 20일째 단백질의 합성 및 분

비와관련된모든세포소기관들이발달되어정상적인세포질의

소견을 보여 손상 치유시의 나타나는 세포학적인 치유양상을

관찰할 수 있었다. 이는 Lee 등이 막내골 골절의 치유과정의 투

과전자현미경을이용한세포학적인연구를시행하여죽어없어

지는 세포와 증식하는 세포의 균형, 즉 흡수와 재형성의 과정을

통해 골절의 치유가 일어나며 이때의 투과 현미경을 사용하여

밝힌세포내의소기관의발달과정과유사하 다53).

이러한 일련의 정상적인 자연 치유 과정은 미분화 간엽세포가

어떠한 요소에 의해 골격조직을 이루는 골모세포, 연골세포, 골

기질세포로 분화됨으로써 이루어지게 되는데 이들 세포에 골형

성단백질이미치는 향에 한연구가선학들에의해이루어져

왔다. 이 중 특히 골모세포를 상으로 많은 연구가 진행되고 있

는데 Wada54)와 Erickson55) 등의 연구에 의하면 골모세포가

Alkaline Phosphatase(ALP)의 활성을 높여주고, 부갑상선 호르몬

(PTH)에 한 감수성이 있으며, 교원질과 Osteocalcin과 같은 비

교원질성 단백질을 합성하는 등의 작용을 하며 생체 및 시험관

에서 석회화된 골을 형성하는 것으로 알려져 있으며 이러한 골

형성과정에있어서지금까지알려진여러종의골형성단백질이

각각 다른 표적세포에 작용하여 연골화 및 골화의 다양한 시기

에 작용하여 골모세포, 연골모세포의 분화의 조절자로서의 역할

을하는것으로알려져있다55). 

최근의 연구는 생체내에 내재성으로 존재하고 있는 것으로 밝

혀진골형성단백질이작용시기와표적세포를확인하고 골조직

과 치주조직의 치유 기전을 밝히는데 많은 노력이 경주되고 있

다. Lianjia 등은골형성단백질이정상골조직의교원섬유, 골막세

포, 골수내의 간엽세포에서 강하게, 층판골의 골세포와 석회화

된 골기질에서 약하게 발현되고 인간의 상아전질, 법랑상피의

내,외층 등의 법랑기관에 존재함을 보고하 으며 이외에도 골육

종과연골육종에도존재함을확인하여이와같은방법이골육종
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과기타다른골질환의진단과치료, 예후의판단에도움을줄수

있을 것이라고 하 다42). Jin 등도 골육종과 섬유육종의 감별진단

에이용할수있다고하 다56).

일반적인 골형성단백질은 태생기의 골격발생기에 나타나는

것으로 알려져 있으나 BMP-2/4의 경우 골격기관 이외에 별도로

태생성 외피, 간엽세포 및 신경조직에서도 발견되었다. 이들은

골절의 치유시 특별한 세포에서 나타나는데 TGF-β가 연골형성

을 방해하는데 반해 BMP-2/4의 분비로 인해 이들 방해를 극복하

고 연골모세포의 기시 및 분화가 일어나는 것으로 알려져 있다.

BMP-2/4는 골기질내의전구세포로부터 골모세포로의분화에관

여하는데 시험관 실험에서 골형성전구세포가 근세포로 분화되

는것을막고골모세포로의분화를유도하는것이밝혀졌다39).

치주조직 및 치근 부위의 치유과정에 있어서의 BMP-2/4의

향도여러문헌을통해입증되었는데6,7,12,33,34) Sigurdsson 등은 BMP-

2/4가 치주인 와 백악질의 재생에 향을 미치며 치근의 흡수

도감소시켜치주조직의재생에중요한역할을한다고하 으며
7), Ripamonti 등은 치주인 에서 발견되는 골모세포, 백악모세포

의 전구세포들이 치조돌기에서 유래하며 골형성단백질은 교원

기질에서 발생되어 외과적으로 형성된 창상의 치주조직의 치유

에 향을미친다고하 다12,34,57). King 등은 BMP-2의사용으로정

상적인 막내골 형성율을 높일 수 있었으며 선택적으로 치유 초

기단계에서 백악질의 재생을 증진시킬 수 있었다고 보고하 다
33). 본 실험에서도 20일 째와 30일 째의 소견에서 미분화 중간엽

세포들이 집결되어 노출된 치근을 덮은 후 이들이 치주인 로

분화하는정상적인치유양상을관찰할수있었으며이기간중

백악모세포와 신생 백악세포에 BMP-2/4가 분포함을 확인할 수

있었다.

이와 같이 골 손상후의 치유과정에서 골형성단백질이 내재성

으로 존재하는 지의 여부, 작용하는 시기와 표적세포, 이들의 작

용기전을알기위해서는이들의위치를가시적으로확인하는것

이 필요한데 이를 위한 방법으로는 항체와 같이 세포에 특이성

을 가지고 있는 표식자를 사용하여 항원-항체 반응을 이용하는

면역조직화학법을 이용함으로써 이들 인자의 존재를 가시적으

로확인하는방법이많이이용되고있다43-49).

내재성 골형성단백질의 정상적 및 비정상적 상황에서의 발현

에 한 연구로는 Wozney 등이 치아의 발달 단계별 골형성단백

질의분포연구에서 BMP-2/4가초기종상기(bell stage)에내법랑

상피에서 나타나 간엽세포가 상아모세포와 법랑모세포로 분화

하는 과정을 자극하여 상아질과 법랑질의 형성에 기여한다고

하 고10), Wada 등은 백서두개골의 발달 과정에서의 BMP-2/4의

발현에 한 시험관 연구를 통해 미석회화 초기 결절이 형성된

5일째 소수의 양성반응을 보이는 세포가 나타나기 시작하여 석

회화 결절이 형성되는 10일과 15일에서 강한 양성반응을 관찰

함으로써 이들이 골모세포의 석회화에 중요한 역할을 함을 밝

혀냈다54).

Lianjia 등은 가토 하악골의 골절시의 골형성단백질의 분포연

구에서 3일 째에 혈종을 이루는 간엽세포에서 강하게 염색되고,

7일 째에 골막주위와 골수내에 강하게 염색되는 세포들이 보이

며 14일 째에 골모세포, 신생 연골과 골에서 강한 양성반응을,

21일 째부터 간엽세포의 양성반응이 줄기 시작하여 완전한 치

유가 일어난 30일 째에는 반응하는 세포가 거의 없어짐을 발견

하 다42).

Urist 등의가토의귀에부여한손상의치유시내재성골형성단

백질의 분포에 관한 연구에서 14일 째에는 연골막에서 약하게,

간엽세포와 혈관주위조직에서 강하게 반응하 으며 3주 째에는

반응하지 않던 유리연골(hyaline cartilage)이 5주 째에 강하게 반

응하는 골조직으로 체되는 것을 관찰하 다. 5주 째에는 연골

이 거의 부분 혈관화가 잘 이루어진 막골로 체되어 세포질

내에만 염색되고 8주 째에는 골막과 혈관 주위조직에서만 양성

반응을보이는것을관찰하 으나이들의수용기나신호전달기

전에 해서는명확한증거를발견하지못하 다58).

Yazaki 등이 시행한 신생 백서의 퇴골의 골단 성장판에서의

골형성단백질의 발현 연구에서 증식되고 성숙하고 있는 연골모

세포에서강한양성반응을보여연골내골화에중요한역할을함

을 밝혀냈다59). Nakase 등은 BMP-4에 한 연구에서 쥐의 장골골

절시 분화가 덜된 골형성 전구세포와 가골 형성 조직에서 많이

발생하여골절의초기치유과정에많은기여를한다고하 다60).

본연구에서도초기에해당하는 3일째에서는골형성단백질의

발현을확인할수없었으나술후 10일째에골발생세포, 신생골

모세포, 및 골막에 양성반응을 확인함으로써 골형성단백질이 골

손상의 초기 단계에서 골발생세포를 자극하여 골모세포로의 분

화를 자극하고 골막에서의 골형성에 기여한다는 Lianjia, Yazaki,

Urist의연구결과와일치되는소견을볼수있었으나골형성단백

질의발현시기의차이는다소있었으며이러한차이는실험동물

과 실험부위가 다르기 때문으로 생각된다. 술후 20일 째에 골수

공간의 기질을 이루는 세포와 신생백악질 세포들이 양성반응을

보여 이들이 Wozney 등의 연구에서 태생기의 치근과 치주조직

의 발달 양상과 마찬가지로 치근 손상시에도 삭제된 치근의 백

악질의 재생에 향을 미침을 확인할 수 있었다. 30일 째에는 새

로발육된골기질의골세포와세포성백악세포가양성반응을보

으나성장이완성된골세포에서는음성반응을보여골형성단

백질이골형성시에미분화간엽세포및골형성전구세포에서발

생되어골모세포및백악모세포의분화와증식에관여하고완전

한 치유가 끝난 후 소멸됨으로써 골조직 및 치주조직의 손상치

유시 태생기의 골발생과 같은 양상을 보 으며 구강악안면외과

역의 골 및 치주조직의 치유에 있어서 많은 향을 미침을 알

수있었다. 

저자의 실험에서 골과 치아 주위 조직 손상후의 치유과정에서

BMP-2/4가 내재성으로 존재하며 치유 기간이 경과함에 따라 주

로 발현되는 세포가 다른 것을 확인 할 수 있었으나 3일 군에서

는 BMP-2/4의 발현을 확인 할 수 없었다. 따라서 손상 직후의 치

유과정에 향을미치는다른성장인자또는골형성단백질이작

용하는 지의 여부을 알기 위해서는 TGF-β등 다른 성장인자와의

관련성을 알아보기 위한 특이성이 있는 항체의 개발을 통한 세

한연구가계속필요할것으로생각되었다. 
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Ⅴ. 결 론

골형성유도인자로알려진골형성단백질 2/4 (BMP-2/4)가백서

의 하악골과 치아 주위 조직 손상의 치유시 작용하는 시기와 작

용 세포를 알아보기 위하여 일반조직염색과 면역조직화학염색

을 실시하여 광학현미경과 전자현미경으로 검경하여 다음의 결

과를얻었다.

1. 하악골 치유과정에서 술후 10일 째, 미성숙 파상골이 처음 생

겨났으며 술후 30일 째, 주변이 치 골로 싸이고 치주인 공

간이유지된완전한손상치유가관찰되었다.

2. 술후 10일 째, BMP-2/4 항체를 이용한 면역 염색에 의해 골발

생세포, 신생골모세포및골막이양성반응을보 다.

3. 술후 20일 째, BMP-2/4 항체를 이용한 면역 염색에 의해 골수

공간의 세포, 신생 골과 신생백악질 표면세포들이 양성반응

을보 다.

4. 술후 30일 째, BMP-2/4 항체를 이용한 면역 염색에 의해 새로

발육된골기질의골세포와세포성백악질에있는백악세포가

양성반응을보 다.

이상의 결과로 BMP-2/4는 골조직의 형성과정에서 세포의 유

도, 증식 및 분화과정에 분비되어 중요한 역할을 하는 것으로 사

료된다. 
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사진부도 설명

Fig. 1. The bony defect area contained immature connective tissues(CT) with osteoblasts and inflammatory cells. (at 3rd day, Toluidine blue, ×

40)

Fig.  2. The defect area was filled with long and squamous osteoblasts(OB). The nucleus was long spindle shape and minimal development

of granular reticulum, mitochondria, and free ribosome. (at 3rd day, EM)

Fig.  3. Osteoblasts(OB) were cubiform and arranged on bone spicular surface. Nucleus had round nucleolus and there were well developed

organoids as kike Golgi apparatus, mitochondra, free ribosome,and lysosome. (at 3rd day, EM)

Fig.  4. The woven bone(WB) and bone spicule were appeared. (at 10th day, Toluidine blue, ×40)

Fig.  5. The bone spicule(BS) was appeared and surrounded with osteoblasts(arrow). (at 10th day, Toluidine blue, ×200)

Fig.  6. The periosteum of intact area consisted of thick compact connective tissues and the inner layer was occupied by loose osteoblasts(OB)

and outer layer was occupied by fibroblasts(FB). (at 10th day, Toluidine blue, ×400)

Fig.  7. The positive reaction was observed at newly formed osteoblasts and osteoprogenitor cells(arrow). (at 10th day, A-20, ×200)

Fig.  8. The positive reaction was observed at periosteum(PO). (at 10th day, A-20, ×400)

Fig. 9. The bone spicules made bony trabecule(BT) and spongy bone tissue. (at 20th day, Toluidine blue, ×40)

Fig. 10. The marrow space(MS) was filled with cellular connective tissues and the osteoblast like flat cells arranged around the bone surface. (at

20th day, Toluidine blue, ×400)

Fig. 11. The exposed root was covered with undifferentiated mechenchymal cells(MC) but collagen fiber’s direction was irregular. (at 20th day,

Toluidine blue, ×400)  

Fig. 12. The positive reaction was observed at cells in the bone marrow(arrow). (at 20th day, A-20 ×400)

Fig. 13. The positive reaction was observed at newly formed cells surrounding cementum(C). (at 20th day, A-20, ×400)

Fig. 14. The cells in the marrow space were cuboidal and squamous shape with many processes, arranged along the inner surface, formed

matrix with collagen fibers(arrow). (at 20th day, EM)

Fig. 15. The cells in the periodontal space were differentiated to cementoblasts(CB) and all organoids were well developed. (at 20th days, EM)

Fig. 16. The complete healing was observed with compact bone(CMB), functional collagen fiber, and periodontal space. (at 30th day,

Toluidine blue, ×40)

Fig. 17. The osteoblasts(OB) surrounding sponge bone were compact and osteocyte has round nucleus and nucleolus. (at 30th day, Toluidine

blue, ×400)

Fig. 18. The connective tissue attachment was observed as like normal periodontal ligament, without ankylosis(PDL). (at 30th day, Toluidine

blue, ×400)

Fig. 19. The positive reaction was observed at newly formed osteocytes(NOB). (at 30th day, A-20, ×400)

Fig. 20. The positive reaction was observed at cementocytes in newly formed cellular cementum(CC). (at 30th day, A-20, ×400)
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사진부도 ①
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사진부도 ②
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사진부도 ③
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사진부도 ④
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