
구외지: Vol. 26, No. 6, 2000

602

Ⅰ. 서 론

자가조직이식이 생물학적으로 가장 이상적이라 할 수 있겠으

나 여러 제한점이 동반된다. 예를들면 자가골 채취시 부가적인

수술이 필요하고 채취할 수 있는 골의 량이 한정되어 있는 단점

이 있다. 따라서 합성물질이나 동종조직이 문제점이 있지만 현

재 많이 사용되고 있는 형편이다. 작은 크기의 골은 구강내에서

쉽게채취할수있다. 특히치조골은발치또는치주수술또는인

공치아매식시 공여부에 큰 합병증없이 얻을 수 있다. 만약 이 치

조골을 조금 채취하여 세포배양을 통해 다량의 치조골을 만들

수있다면자가골이식의문제점이극복될수있다고본다.  

치조골은 치아가 존재하지 않으면 소실되어 버리는 골로써 다

른부위의골과는다른특성을가지고있다1). 그러므로치과 역

에서 골세포를 이용한 연구나 골이식에 골세포를 사용할 경우

치조골세포를 이용하는 것이 바람직하다고 본다. 지금까지 골세

포는 주로 쥐의 골세포를 배양하여 실험에 이용하여 왔으며 사

람의골세포를배양하여이용하기시작한것은오래되지않았다
2). 사람 골세포를 이용한 골세포배양은 부분 두개골, 골반골,

혹은장골을사용하여왔다3,4). 특히사람의치조골세포를배양하

여 실험에 이용한 논문은 매우 적다5). 우리나라에서는 지금까지

사람의 치조골세포의 배양에 관한 문헌보고는 없었다. 저자등은

환자의 구강내에서 얻은 소량의 치조골을 실험실에서 배양하여

치조골세포를 얻는데 성공하여 그 배양방법과 치조골세포의 특

성에관하여보고하고자한다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 치조골세포의 일차배양

실험에 사용한 골파편은 본 병원 외래에서 매복지치발치시

0.5cm×0.3cm×0.1cm 의 크기의 치조골편을 채취하여 사용하

다. 치조골편을채취한환자는연령이 18�34세 으며골 사질

환이 없었다. 채취한 골편은 즉시 Dulbecco’s Minimum Essential

Medium (DMEM)에 넣어 실험실로 운반하 다. 5%의 항생제용

액이첨가된 DMEM으로 3회세척한후잘게잘랐다. 이골조각들

을 25cm2 배양용기 바닥에 위치시켰다. 배양액은 DMEM을 기초

배지로 하여 여기에 20% 우태혈청 (Gibco, NY, USA), 10 ml/L non

essential amino acid, 10 ml/L sodium pyruvate, 10 ml/L vitamin, 10

ml/L antibiotic (Gibco, NY, USA)를첨가한것을사용하 다.  배양

조건은 37℃, 5% CO2가섞인실내공기를사용하 으며, 7일후부

터 배양액을 2�3일 간격으로 교환공급하 다. 전도광학현미경

으로세포증식을관찰하 다.  
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2. 치조골세포의 특성분석

골편에서 증식되어 나온 세포들이 합류를 이루면 이를 트립신

처리하여 계 배양하 다. 계 배양한 세포들이 합류를 이루면

다시 계 배양을 시행하 다. 2차 계 배양시 1×105/ml 세포수

를 24wells에 접종하여 1주일간 배양후 alkaline phosphatase 분석,

제 I형 콜라겐 분석, osteocalcin 분석으로 치조골세포의 특성을

분석하 다. 2주간 배양후 Von Kossa 염색과 전자현미경관찰을

시행하 다. 이때 사용한 배지는 위의 배지성분에 50μg/ml

ascorbic acid, 10nM dexamethasone, 10mM β-glycerophosphate

(Sigma Chemical Co., USA)를첨가하 다.

(1) Alkaline phosphatase 분석

Alkaline phosphatase assay kit (86-C, Sigma Diagnostics, St. Louis,

MO, USA)를 사용하여 분석하 다. 25ml citrate 용액에 65ml ace-

ton과 8ml의 formaldehyde를 첨가하여 고정액을 만들어 세포를

고정한 후 증류수로 세척하 다. 0.25ml sodium nitrate 용액과

0.25ml fast red-violet alkaline phosphatase 용액과 11.25ml naphthol

phosphate를 혼합하여 alkaline phosphatase 염색용액을 만들어

염색한 후 hematoxylin 용액으로 다시 염색하 다. 세척후 공기

중에서 건조시킨 후 현미경으로 alkaline phosphatase 염색을 관

찰하 다.

(2) 제 I 형콜라겐분석

70% 에탄올로 세포를 고정한 후 공기중에서 건조시키고 염소

혈청으로실온에서 30분간배양기에넣어두었다. Collagen-I-anti-

body (Southern Biotechnology Ass)를 첨가하여 1시간 둔 후 2차항

체를 처리하 다. 이어서 hydrochinon/silver-acetate로 처리하고

hematoxylineosine으로염색하 다. 

(3) Osteocalcin 분석

세포배양에 사용한 배지에서 osteocalcin 량을 측정하 다. 상

품으로 나온 immunoassay kit (DAKO Osteocalcin Elisa, Denmark)

를사용하 다.

(4) Von Kossa 염색

2주배양한 세포를 이용하여 Von Kossa 방법 (Mailhot-Bancroft)

으로 무기질형성능력을 검사하 다. 세포를 먼저 10% 포르말린

으로 고정하고 이어서 2.5% silver nitrate 용액에 30분간 둔 후 증

류수로 세척하고 sodium carbonate formaldehyde로 처리하 다.

세척하고건조시킨후무기질형성을관찰하 다.

(5) 전자현미경 (transmission electron microscopy)관찰

배양접시에서 2주간 배양후 2.5% glutaraldehyde로 고정하여 완

충액(buffer solution)으로 세척한 다음 2% osmium tetroxide로 후

고정하 다. 알콜농도를 높이면서 탈수후, epon 액을 첨가한 상

태에서 60℃ 항온기에서 2일간 경화시켜 포매를 시행하 다. 증

식된 세포면에 수직으로 70nm의 두께로 절단하고 uranyl acetate

와 lead citrate로염색한후전자현미경으로관찰하 다.  

Ⅲ. 결 과

치조골에서 채취한 골편으로 치조골세포를 효과적으로 배양

시킬 수 있었다. 골편이 바닥에 안정되게 위치시킬 경우 증식하

는 세포들이 초기부착하는데 문제점이 없었다. 치조골편에서 단

일세포들이 5�7일째 증식을 시작하여 골편을 중심으로 주변으

로 자라나가는 것이 관찰되었으며, 5�7주후에는 배양용기의 바

닥전체가세포로덮 다. 2주경에는일부분에서검은물질의반

점이 관찰되기 시작하 다 (Fig. 1). DMEM을 기본배지로하여

20% 우태혈청, 10 ml/L non essential amino acid, 10 ml/L sodium

Fig. 1. 증식된 치조골세포의 모습과 검은 물질의 반점을 보여 줌. Fig. 2. Alkaline phosphatase염색결과 양성반응을 보여줌.
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Fig. 3. 제 I 형 콜라겐검사에서 양성반응을 보여줌. Fig. 4. Von Kossa염색에서 양성반응을 보여줌.

Fig. 5. 치조골세포의 전자현미경 모습 (×8000).

↑ 콜라겐섬유

Fig. 6. 무기질침착을 보여주는 전자현미경 모습 (×8000).

↑ 무기질

pyruvate, 10 ml/L vitamin, 10 ml/L antibiotic을 첨가한 배지가 세포

들을 증식시키는데 어려움이 없었고 또한 트립신으로 처리하여

계 배양하는데도 어려움이 없었다. 또한 이들 배지에 50μg/ml

ascorbic acid, 10 nM dexamethasone, 10 mM β-glycerophosphate를

첨가한배지가무기질형성을도와주었다.  

치조골편에서 증식된 세포의 특성을 alkaline phosphatase 분석,

osteocalcin 분석, 제 I형 콜라겐 분석, Von Kossa 염색으로 시행하

다. alkaline phosphase 염색에서 치조골편에서 증식된 세포들

이 보라빛으로 염색되어 양성반응을 보 다 (Fig. 2). 비콜라겐성

골단백질의 약 20%를 구성하고 있는 osteocalcin의 검사에서 치

조골편에서 증식된 세포들에서 osteocalcin이 검출되었고 평균

7.7g/l의 량을 분비하 다. 골기질 단백질의 약 90%이상을 구성

하고 있는 제 I 형 콜라겐에 한 검사에서 거의 모든 세포들이

양성반응을 보 다 (Fig. 3). 무기질결절 생성능력을 검사한 Von

Kossa 염색에서다양한정도의석회화된부위를보 다. 즉, 국소

적으로석회화된부위를보이거나또는광범위하게석회화된양

상을보 다 (Fig. 4). 전자현미경으로관찰한결과여러층의세포

들을 보 고 세포들은 많은 rough endoplasmic reticulum과 Golgi

를 가지고 있었고 콜라겐섬유를 분비하 다. 이들 콜라겐섬유는

특정한방향이없이배열되어있었다 (Fig. 5). 세포표면에는기포

(vesicles)와무기질형성이관찰되었다 (Fig. 6).

Ⅳ. 고 찰

골세포를 배양하여 실험한 논문들은 부분 쥐의 두개(crani-

um)에서 얻은 골세포를 이용하거나 또는 정형외과분야에서 채
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취한사람의골세포를이용하 다2-4). 그러나이들세포들은채취

에 어려움이 있고 골의 기원에 있어서도 차이가 있고 세포의 생

리에도 차이가 있을 수 있다.  골의 특성은 골이 처한 환경에 따

라 변한다는 사실은 잘 알려져 있다1). 그래서 본 연구에서는 치

조골에서골세포를배양하고자하 으며그골세포의특성을밝

히고자 하 다. 치과 역의 연구에서 치조골세포를 이용하므로

써 더 적합한 실험모형을 제시하게 된다. 골세포를 분리, 배양하

는 방법으로 많은 저자들이 골세포를 골편에서 유리해 내기 위

해서 콜라겐분리효소를 사용하 다6-8). 그러나 본 연구에서는 효

소처리없이 채취한 골편에서 바로 골세포를 배양하 다. 치조골

에서채취한골편에서골세포가증식되어나오는것을전도현미

경으로 관찰할 수 있었다. 즉, 치조골편은 치조골세포의 배양을

위한 근원으로 역활을 하 다. 콜라겐분리효소를 사용할 경우

세포들이 초기부착하는데 어려움이 있어 fibrinectin을 배양용기

바닥에 사용한 보고가 있다9). 본 연구에서는 fibrinectin사용없이

도 세포들이 초기부착하는데 어려움이 없었다. 골편의 무게로

골편이바닥에유지되었고그골편에서증식되어나오는세포들

로초기부착이확보될수있었다.  

치조골편에서 증식된 세포들은 골세포외에 다른 세포들도 함

유되어있을수있다. 또한배양조건에따라세포의형태및특성

이 변화될 수 있다. 그리하여 본 연구에서는 치조골에서 배양된

세포들의 특성을 골세포의 표지(marker)로 사용되고 있는 alka-

line phosphatase, 제 I 형 콜라겐, osteocalcin, 무기질침착을 조사

하여 골세포의 표현형(phenotype)을 가지는지 검사하 다.

Osteocalcin은골기질내에있는비콜라겐성단백질로서골세포에

의해주로생산되며골에서비콜라겐성단백질의약 20%를차지

한다9). 이들은섬유아세포나치주인 세포에의해서는생산되지

않고, 1,25(OH)2D3에 노출되었을 때 골내에서 생산된다10). 본 연

구에서 1,25(OH)2D3를함유하는배지에서배양하 으며 osteocal-

cin이생산된것을확인할수있었다. 이것은본실험에서배양한

세포들이골세포표현형을가지고있음을나타낸다.

섬유아세포는 제 III 형 콜라겐을 주로 생성하지만 골기질에서

는 제 I 형 콜라겐이 주로 만들어진다. 특히 골장기배양에서 제 I

형 콜라겐만 생성되는 것으로 보고되었다11). 본 실험에서 배양한

세포들이 제 I 형 콜라겐항체를 생성하 다. 골세포는 alkaline

phosphatase를 분비해 내는 것으로 알려져 있다. 골세포에서

alkaline phosphatase의 역할은 석회화(calcification)를 억제시키는

무기성 pyrophosphate를 감소시킴으로서 광물질 형성을 위한

phosphate를공급한다고알려져있다12). 본실험에서배양한치조

골세포들이 alkaline phosphatase검사에서 높은 양성반응을 보

고 또한 Von Kossa 검사에서 무기질형성을 관찰할 수 있었다. 2

주배양한세포에서전도광학현미경으로관찰된검은반점은무

기질로 추정된다. Von Kossa검사에서 은염색반응(silver staining

reaction)은 calcium phosphate를 나타내는데5) 이것이 2주간 배양

한 세포의 세포외기질에 침착된 것을 전자현미경으로 관찰되었

으며, 동시에 콜라겐섬유가 분비된 것이 관찰되었다. 이것은 배

양한세포가골형성세포임을나타내준다.  

결론적으로 치조골에서 채취한 골편을 배양하여 골세포를 증

식시킬수있었으며이들세포들은골아세포의원형을나타내었

다. 이들 골세포를 치조골과 관련된 생체외실험에 이용하거나

골세포를이용한치조골재건에사용될수있다고생각된다. 
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