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I. 서  론

치주질환은 다른 만성 염증성 골질환, 예를 들면 

rheumatoid arthritis에서와 같이 염증 관련 싸이토

카인이 생성되고 그 결과 골 소실이 야기된다. 치주

질환에서 proinflammatory cytokine의 생성은 골흡

수를 유도하며 조직의 정상적인 기능에 부정적인 영

향을 미치게된다. 특히 치주인대세포나 골모세포등

에 의해 조절되는 복잡한 싸이토카인체계는 골흡수

와 직접적인 관련이 있다
1,2)

.1)

치조골의 파괴는 골흡수의 주세포인 파골세포의 

활성에 의해 일어난다
2)
. 파골세포는 조혈세포에서 

유래하는 거대다핵세포이다. 최근 골에서 파골세포

의 형성과 기능에 대한 연구가 많이 진행되고 있다
3-6)

. 파골세포는 조혈전구세포의 분화에 의하여 발

생되고, 골모세포와 골수기질세포에 의해 분비되는 

여러 가지 물질에 의하여 조절이 된다. 현재 골모세

포 혹은 골수기질세포의 세포표면단백질인 osteo-

clast differentiation factor (ODF)가 파골전구세포

의 수용체를 통하여 osteoclastogenesis를 촉진한다. 

ODF는 파골전구세포의 파골세포로의 분화에 중요한 

신호를 보내는데, TNF-related activation-in-

duced cytokine (TRANCE)/Receptor activation of 

nuclear factor κB ligand (RANKL)과 동일하고 T 

세포 성장과 수지상세포의 기능을 증가시킨다. 

Osteoprotegerin (OPG)는 골모세포가 분비하는 표

면단백질이며 RANK에 경쟁적으로 반응하여 RANKL

이 전파골세포와 결합하지 못하게 차단하여 osteo-

clastogenesis를 억제하는 decoy receptor이다
4-7)

. 

골모세포와 골수간세포(stromal cell)에 cyto-

kines 및 vitamin D 등의 자극을 주면 RANKL과 

OPG가 분비되는 것으로 알려져 있다. 또한 이들 세

포이외에 치아관련 세포들 즉, 치주인대세포, 조상

아세포 및 치수세포에서도 그 발현이 보고되었다. 

Rani 등
8)
은 조상아세포와 치수세포에서 RANKL의 

발현을 처음으로 보고하였고, Kanzaki 등
9)
과 김등

10)

은 치주인대세포에 1α,25-dihydroxyvitamin D3 

혹은 proinflammatroy cytokine인 IL-1β 첨가시 

치주인대세포에서 RANKL의 발현이 증가되며 이는 

치조골 흡수와 관련됨을 시사하였다. 따라서 치주인
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대세포에서 RANKL의 발현을 조절할 수 있다면 골

흡수를 동반하는 치주질환의 치료나 예방이 가능하

리라 생각된다. 

Tetracycline과 그 유도체들은 치주치료에 있어서 

많이 선택되는 약제이다. Tetracycline은 치주질환

의 원인 균주들에 대한 우수한 항균효과 뿐만 아니

라
11-13)

 parathyroid hormone, 혹은 세균의 내독소

에 의해 유도되는 골흡수도 억제하는 능력이 있다
14,15)

. 최근에는 tetracycline에 의한 교원질 분해억

제의 세포내 기전에 대한 관심이 집중되고 있다. 

Teracycline은 염증성 사이토카인인 IL-1β와 TNF-

α에 의한 IL-6의 발현을 감소시키며
16)
 세포외 기질 

단백질 분해효소인 matrix metalloproteinases 

(MMPs)의 발현을 억제하고 다른 여러 염증 매개물

질들의 생성을 조절하여 치주질환의 진행을 억제시

키는 것으로 알려져 있다
17-19)

. 이와 같이 tetracy-

cline는 치주질환의 원인세균의 조절뿐만 아니라 

MMPs, PGE2 등의 염증매개 물질의 조절을 통하여 

치조골의 흡수를 억제시킨다. 

그러나 tetracycline이 치조골 흡수에 직접적으로 

영향을 주는 매개 물질인 RANKL과 OPG의 조절에 

대한 보고는 없다.

이에 본 연구에서는 지금까지 알려진 tetracy-

cline의 효과를 근거로 세포외 기질 단백 분해 억제 

효과가 가장 크다고 알려진 doxycycline이 백서 치

주인대세포에서 RANKL과 OPG 유전자 발현에 미치

는 영향을 알아보고자 하였다.

II. 실험 재료 및 방법

1. 백서 치주인대세포의 배양

백서의 치주인대세포의 분리는 Matsuda 등
17)
의 

방법에 준하여 시행하였다. 치아 발거전 5일동안 

0.4% β-aminopropionitrile (Sigma Chemical 

Co., U.S.A.) 수용액을 섭취시켰다. 실험동물에 

pentobarbital sodium 30 mg/㎏을 복강내 주사하

여 마취시킨 후 상악 좌, 우측 제 1 대구치를 발거하

였다. 발거 1-2일 후 발치와내의 혈병을 제거하여 

세절한 다음 35 mm 배양접시에 고르게 분산시켜 

1% antibiotic-antimycotic solution (GibcoBRL, 

U.S.A.)이 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 세포배양

을 시행하였으며, 3일 간격으로 배양액을 교환해 주

었다. 실험에는 계대배양 5-7세대의 것을 사용하였

다. 

2. 배양접시내 doxycycline의 적용

Doxycycline hyclate (Sigma, U.S.A) 는 3차 증

류수에 녹여서 사용하였다. 사용된 doxycycline 

hyclate의 농도는 stock solution으로 준비하여 최

종농도가 1, 10, 25, 50, 100 ㎍/㎖이 되도록 실험에 

사용하였다.

 

3. 세포활성도 평가

백서 치주인대세포를 well당 1 x 104개의 세포수

가 되게 하여 96 well plate (Nunc, U.S.A.)에 접종

한 후 배양하였다. 세포가 약 70% 정도의 밀생에 도

달하였을 때 2% fetal bovine serum 포함된 DMEM 

배양액으로 교환하고 해당농도의 doxycyclin hy-

clate 을 첨가하였다. 배양 1일 후와 3일 후에 MTT 

검사를 시행하였다. 각 well에서 배양액을 제거하고 

생리식염수로 2회 세척 후 Non-Radioactive Cell 

Proliferation Assay kit (Promega, WI, U.S.A.)를 

이용하여 제조사의 지시대로 3-(4,5-dimethyl- 

thiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bro-

mide (MTT) 용액 50 ㎕를 첨가하고 4시간 동안 배

양하였다. 반응을 정지시키기 위하여 여기에 20 ㎕

의 10% SDS를 첨가한 후 ELISA plate reader 

(Microplate managerⓇ BioRad, U.S.A)로 파장 

490 nm에서의 흡광도를 측정하였다. Doxycycline 

hyclate에 대한 세포활성도는 대조군에 대한 백분율

로 표시하였다.



337

4. Doxycycline hyclate의 전처치에 의한 

백서 치주인대세포에서의 RANKL과 

OPG 유전자 발현 

백서 치주인대세포를 100 mm dish (Falcon, 

U.S.A.)에 분주한 후 10% FBS가 포함된 DMEM 배

지에서 배양하였다. 세포가 밀생에 도달하면 0.3% 

FBS가 포함된 DMEM 배지로 교환하고 약 8 시간 

후 doxycycline hyclate (50 ㎍/㎖)과 p38 MAP 

kinase 억제제인 SB203580 (10 μM)로 1시간 동안 

전처치 후 IL-1β (1.0 ng/㎖)를 첨가하고 16～18시

간 배양하였다.

가. 총 RNA 추출

RNA의 분리는 배양액을 제거하고 2 ㎖의 Trizol
®
 

(Promega, U.S.A.)을 첨가하여 각각의 doxycycline 

hyclate 농도에서 분리된 세포를 1.8 ㎖ tube에 수

집하였다. 200㎕의 chloroform을 첨가하여 RNA를 

용해시킨 후 4℃, 12,000rpm에서 10분간 원심 분리

하였다. 상층액만을 취한 후 500 ㎕ isoprophyl al-

cohol을 첨가하여 RNA를 침전시키고 4℃, 

10,000rpm에서 10분간 원심 분리하여 상층액을 제

거하였다. 분리한 RNA는 T/E buffer 40㎕에 녹인 

후 spectrophotometer로 그 양을 측정하였으며 -7

0℃ 냉동고에 보관하였다.

나. 역전사 중합효소연쇄반응 (Reverse tran-

scriptase-polymerase chain reaction; RT-PCR)

추출된 총 RNA중 5 ㎍을 RT reaction을 위하여 

사용하였다. Superscript II(GibcoBRL, U.S.A.)를 

이용하여 70℃ 10분, 42℃ 70분, 37℃ 15분의 조건

으로 cDNA를 합성하였다. PCR반응은 10x PCR 완

PCR primers

Primer
Expected

base pairs
Sequence (5'-3')

 GAPDH-sense (+) 418 CACCATGGAGAAGGCCGGGG

 GAPDH-antisense (-) GACGGACACATTGGGGGTAG

 OPG-sense (+) 492 TGTAGAGAGGATAAAACGG

 OPG-antisense (-) CTAGTTATAAGCAGCTTAT

 RANKL-sense (+) 499 CAGCACTCACTGCTTTTATAGAATCC

 RANKL-antisense (-) AGCTGAAGATAGTCTGTAGGTACGCC

PCR programs

GAPDH

94 ℃ 94 ℃ 60 ℃ 72 ℃ 72 ℃

1 min 1 min 2 min 1 min 10 min

25 Cycles

OPG

RANKL

94 ℃ 94 ℃ 50 ℃ 72 ℃ 72 ℃

1 min 1 min 2 min 1 min 10 min

30 Cycles

Figure 1. Amplification primer sets and conditions used in polymerase chain reaction. GAPDH 

indicates glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; OPG, osteoprotegerin; and RANKL, 

receptor activation of nuclear factor κB ligand.
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충용액 5 ㎕, 1.5 mM MgCl2 3 ㎕, 10 mM dNTP 

mix 1 ㎕, 각각의 primer 2.5 ㎕, 5 unit Taq pol-

ymerase 0.2 ㎕, 합성된 cDNA 2 ㎕를 혼합한 후 3

차 증류수를 이용하여 총 50 ㎕가 되게 하였다. 

PCR 반응 혼합물들을 PCR cycler(Thermocycler, 

U.S.A.)를 이용하여 증폭하였다. 증폭된 PCR 산물

들은 loading buffer 2 ㎕를 첨가하여 총 10 ㎕가 

되게 하여 1.5% agarose gel에서 전기영동하였다. 

얻어진 PCR 결과는 gel image analysis system 

(QualityOne
Ⓡ
, BioRad, U.S.A)에서 house keep-

ing gene인 GAPDH의 발현을 기준으로 하여 각 

mRNA의 상대적인 발현 비율을 산출하였다.

5. 통계학적 분석

모든 실험은 3회 시행하였으며 실험에서 얻어진 수

치는 one-way ANOVA와 Duncan 법을 시행하였다. 

III. 결  과

1. Doxycycline의 백서 치주인대세포의 활

성도에 대한 효과

MTT assay 결과, 1일과 3일 모두 세포 활성도는 

doxycycline 농도 100 ㎍/㎖ 이상에서는 대조군에 

비해 유의하게 감소하였다 (Figure 2, p<0.05).

Figure 3. Semiquantitative RT-PCR of rat periodontal ligament cells showing steady state 

mRNA levels of the following genes; RANKL, GAPDH. Treatment with Doxycycline 50 

mg/ml decreased RANKL expression (lane 1; control, 2; IL-1β(1 ng/ml), 3; Doxycycline 

(50 mg/ml), 4: Doxycycline + IL-1β, 5; SB203580(10 mM) + IL-1b.

Figure 2. MTT assay for rat peridontal ligament cell viability with doxycycline.

*: indicates significantly difference with control group (p<0.05)
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2. Doxycycline이 백서 치주인대세포의 

RANKL과 OPG mRNA 수준에 대한 영향

백서 치주인대세포에서의 RANKL mRNA 수준을 

RT-PCR로 관찰하였다. RANKL mRNA 수준은 

IL-1β 자극군이 대조군에 비하여 2.6배 증가하였으

나, doxycycline으로 전처치 후 IL-1β 자극시 대조

군에 비하여 1.7배 증가하여 약 33%의 감소를 보였

으며 SB203580으로 전처치시 약 52%의 발현이 감

소하였다(Figure 3). 

그러나 OPG mRNA는 IL-1β 첨가 유무와 dox-

ycycline 전처치에 상관없이 그 발현이 억제되지 않

고 일정하였다(Figure 4). 

IV. 고  찰 

치주질환은 치조골 감소를 특징으로 하는 염증성 

질환으로 치조골 감소는 골생성보다 골흡수가 더 커

서 나타나게 되는데, 이 과정에 치주인대세포가 관

여하는 것으로 알려져 있다
21)
. 

최근 유전자 분자생물학의 발달로 골대사와 흡수

에 영향을 미치는 많은 유전자단백질들이 밝혀지고 

있다. 그 중 파골세포의 분화를 조절하는데 중요한 

역할을 하는 단백질은 RANKL과 그것의 decoy re-

ceptor인 OPG이다. OPG는 tumor necrosis factor 

superfamily의 하나로 골모세포와 골수간세포(bone 

stromal cell)에서 분비되며 파골세포의 분화를 억제

한다. RANKL도 골모세포와 골수간세포에서 분비되

며 전파골세포의 RANK receptor와 결합하여 파골

세포의 분화를 유도한다
4-7)

. 최근 치주인대세포에서

도 RANKL과 OPG의 발현이 보고되었는데 이는 골

모세포 뿐만 아니라 치주인대세포도 치조골의 골개

조에 중요한 역할을 담당하는 세포임을 의미한다
8-10)

. 따라서 치주인대세포에서 약물이나 다른 물질

에 의한 RANKL과 OPG의 조절이 가능하다면 치조

골 흡수를 억제시킬 수 있을 것으로 보인다.

Tetracycline은 치주치료시에 가장 많이 선택되는 

약제이다. 이는 치은 연하세균에 대한 항미생물 효

과가 뛰어날 뿐만 아니라 항교원질 분해 효소작용, 

항염증작용 등의 부가적인 효능으로 인하여 임상적 

증상을 개선시킨다
11-13)

. 그 중 doxycycline은 tet-

racycline에 비해 흡수율이 높아 장내 세균총에 대

한 영향이 적어 소화기관내 부작용이 적고, 소량의 

약제로 긴 반감기를 나타내어 약효가 장시간 지속된

다. 또한 치은열구액내 농도가 혈중농도보다 높아 

치주질환과 관련된 치은연하 치태세균에 효과가 우

수하기 때문에 치주염 치료를 위한 항생제로 추천되

고 있다
22)

. 

Doxycycline은 다른 tetracycline와 마찬가지로 

단백질 분해효소의 억제
23)

와 염증성 골흡수의 억제
18)

등을 통하여 치주질환의 진행을 차단시키는 효과를 

나타낸다. 그러나 doxycycline에 의한 골흡수 억제

Figure 4. Semiquantitative RT-PCR of rat periodontal ligament cells showing steady state 

mRNA levels of the following genes; OPG, GAPDH. Treatment with Doxycycline 50 mu/ml 

didn‘t decrease OPG expression (lane 1; control, 2; IL-1β(1 ng/ml), 3; Doxycycline (50 

mg/ml), 4: Doxy cycline (50mg/ml) + IL-1β(1 ng/ml), 5; SB203580 (10mM) + IL-1β.
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가 치주인대세포에서 분비되는 RANKL과 OPG의 조

절에 의한 것인지에 관한 보고는 아직 없다. 이에 본 

연구에서는 doxycycline에 의하여 치주인대세포의 

RANKL 유전자 발현이 억제되는지를 관찰하여 

doxycycline에 의한 골흡수 억제기전을 알아보고자 

하였다. 

치주인대세포의 활성에 tetracycline이 미치는 영

향을 관찰한 연구로서, Zaho 등
24)

은 tetracycline 

농도 100 ㎍/㎖이하에서 사람의 치주인대세포에서 

증식과 단백질 생합성이 유의하게 증가하였지만, 

500 ㎍/㎖이상에서는 세포의 활성이 억제되었으며 

doxycycline의 경우에는 20 ㎍/㎖의 농도에서만 

DNA 생합성이 증가하였고 500 ㎍/㎖이상의 농도에

서는 세포의 활성 저하 뿐만 아니라 세포 형태가 변

화된다고 보고하였다. 또한 Tsukuda 와 Gabler
25)

도 

치주인대세포에 50 ㎍/㎖의 doxycycline을 적용시 

세포의 활성이 유의하게 감소하며 저농도의 dox-

ycycline은 세포의 활성을 억제시키지 않지만, 고농

도의 doxycycline은 세포의 활성을 억제시켜 부착과 

증식에 영향을 준다고 하였다. 이번 연구의 초기 세

포독성 연구에서도 doxycycline 농도 100 ㎍/㎖이상

에서 1일과 3일에 세포 활성도가 유의하게 감소되었

으나(p<0.05), 그 이하의 농도에서는 세포 활성도는 

유의한 변화를 보이지 않아 앞의 보고들과 유사하였

다. 따라서 이 연구에서는 doxycycline 50 ㎍/㎖ 이

하의 농도에서는 단기간 즉, 24시간 이내에는 치주

인대세포에 대하여 세포활성을 저해하지 않는다고 

고려되어 RANKL과 OPG 유전자 발현양상을 관찰하

는 농도로 선택하였다. 

Tetracycline계 약물은 치주질환 원인균주의 억제

에 효과적인데, tetracycline의 경우에 몇가지 치주

병인균의 유효항균 농도는 4-8 ㎍/㎖이며 치주질환

과 관련된 대부분의 병원균을 제거하기 위해서는 ～

30 ㎍/㎖가 필요하다
12,26)

. Doxycycline의 경우 전신

적 투여 48시간 후 치은열구액내의 농도는 3-10 ㎍/

㎖정도라고 알려져 있다
22)

. 따라서 본 실험에 적용

한 doxycycline의 농도는 치주질환의 항세균 활성농

도보다 약 5-10배정도 높다. 그러나 여러 다양한 세

포에서 doxycycline의 농도와 교원질 분해효소나 골

흡수와 관련된 사이토카인 억제 농도에는 차이가 있

다. 조등
27)

은 사람 치은섬유모세포에 doxycycline을 

투여시 matrix metralloproteinase-3의 활성이 100 

㎍/㎖이하에서 감소하였다고 하였고, Li등28)도 사

람의 각막 상피세포에서 MMP-9의 활성이 doxycy-

cline 농도 100 ㎍/㎖에서 감소하였으며, Shlopov등
29)

도 연골세포에 10 ㎍/㎖의 doxycycline을 투여시 

IL-6의 유전자 발현이 유의하게 감소하였다는 보고 

등으로 미루어 보아 치주질환 원인세균을 억제시키

는 doxycycline의 농도와 교원질 분해효소나 골흡수

와 관련된 사이토카인 억제 농도에는 차이가 있음을 

알 수가 있다. 

RT-PCR의 결과, doxycycline 50 ㎍/㎖ 농도로 1

시간동안 전치치 후 IL-1β 자극시 OPG mRNA는 

그 발현이 doxycyline으로 전처치 한 후 IL-1β로 

자극한 군과  IL-1β로만 자극한 군 사이에 큰 차이

가 없었다. 이는 이 실험에 사용한 doxycycline이 

OPG의 mRNA 수준에 영향을 미치지 않았음을 의미

한다. 그러나 이번 실험에서 치주인대세포를 IL-1β

로 자극시 RANKL 발현이 대조군에 비하여 약 2.6

배 증가하였다. IL-1β에 의해 자극된 골모세포나 

치주인대세포내 RANKL mRNA 발현에 있어 상부 

경로는 mitogen activated protein (MAP) kinases, 

그 중에서 p38 MAP kinase의 인산화 활성을 통해 

자극되어 나타난다고 알려져 있다
10)
. 이번 실험에서

도 p38 MAP kinase 억제제로 알려져 있는 

SB203580으로 전처치시 RANKL mRNA 발현이 

IL-1β로만 자극한 군에 비하여 52% 감소를 보였는

데 이는 p38 MAP kinase에 의한 RANKL 유전자의 

조절이 osteoclastogenesis를 억제시키는데 중요함

을 시사하였다. Doxycycline으로 전처치 후의 

RANKL mRNA 발현은 IL-1β만으로 자극한 군에 

비하여 33%의 감소율을 나타내어 doxycycline 전저

치에 의한 RANKL mRNA 수준의 감소를 관찰할 수 

있었다.

Doxycycline에 의한 치주인대세포내 RANKL 

mRNA 발현 억제에 대한 자세한 기전을 본 실험에
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서는 밝히지 않았지만, 몇 가지 추론이 가능하다. 

즉, doxycycline이 세포내 p38 MAP kinase mRNA

의 발현에 영향을 주었을 경우로, Kirkwood등
30)

은 

골모세포에서 cDNA microarray 분석시 chemically 

modified tetracycline(CMT)-8 은 p38과 JNK 

MAP kinase mRNA 발현 억제 효과가 있다고 하였

다. 그러나 IL-1β에 의하여 유도된 IL-6 유전자 발

현을 chemically modified tetracycline이 억제시키

지만 이는 p38 MAP kinase 활성 억제와는 관련이 

없다는 동일한 저자들의 최근의 연구보고
31)
로 다르

게 가정할 수 있다. Doxycycline은 치주인대세포내 

p38 MAP kinase에 직접적인 영향을 주지 않지만, 

doxycycline의 전처치에 의하여 proinflammatory 

cytokines이나 호르몬 자극에 대한 치주인대세포의 

반응이 감소하거나 혹은 세포내의 신호전달 체계에 

영향을 주었기 때문으로 추정할 수 있다. 그러나 

doxycycline에 의한 RANKL mRNA 발현 억제 기전

을 정확히 밝히기 위한 더 많은 연구가 필요하리라 

생각된다.

이번 연구에서는 doxycycline이 갖는 여러 가지 

효과, 항균작용, 항교원질 분해 효소작용 및 항염작

용등을 근거로 골흡수 과정에 중요한 단백질인 

RANKL과 OPG mRNA의 발현에 미치는 영향을 검

토하였다. 실험결과 백서 치주인대세포는 doxycy-

cline 혹은 IL-1β 자극 유무와 상관없이 OPG 

mRNA의 발현은 일정하였으나, IL-1β로 자극시 

RANKL mRNA 발현이 대조군에 비하여 증가되었으

며 doxycycline 50 ㎍/㎖로 전처치시 RANKL 

mRNA 발현이 감소하여 doxycycline이 osteoclas-

togenesis를 조절할 수 있음을 시사하였다. 그러나 

이번 실험에서 사용된 doxycycline의 농도는 일반적

인 치주질환 세균 억제 농도보다 높은 농도로, 장기

간 사용시 체내 상주균의 교란과 캔디다증등의 기회 

감염 및 기타 일반적인 부작용의 우려가 있다. 따라

서 향후 저용량의 doxycycline이나 항균성분을 제거

한 CMT에 의한 RANKL mRNA 억제효과에 대한 연

구가 필요하며 치주질환의 치료와 예방을 위하여 치

주인대세포나 골모세포에서 p38 MAP kinase 조절

을 통한 RANKL 발현을 억제시킬 수 있는 약물이나 

치료제의 개발이 가능할 것으로 생각된다. 

V. 결  론

골모세포나 골수간세포에 의해 분비되는 receptor 

activation of nuclear factor κB ligand (RANKL)

은 파골세포의 분화를 유도하는 중요한 단백질이며, 

이 RANKL의 조절이 치주질환을 포함한 골질환 치

료에 주요한 과제이다. 치주인대세포에서 염증성 사

이토카인인 IL-1β 자극시 RANKL의 발현이 증가된

다는 보고들은 치주인대세포가 치조골의 골개조뿐만 

아니라 치주질환의 진행에도 관여하고 있음을 시사

한다. Tetracycline계 약제들은 치주치료에 있어서 

많이 선택되는 약제로 염증성 골질환의 치료와 예방

에 좋은 효과를 갖는다고 알려져 있다.

이에 이번 연구는 결합조직내 기질 분해억제 효과

가 크다고 알려진 doxycyline이 백서 치주인대세포

에서 RANKL 발현의 억제를 통하여 osteoclasto-

genesis를 억제하는가를 알아보기 위하여 시행되었다.

Doxycycline이 백서 치주인대세포의 활성에 미치

는 영향을 관찰하기 위하여 doxycyline 농도는 0, 

10, 25, 50, 100 ㎍/㎖를 세포에 적용하고 1일과 3

일 후에 세포 활성을 MTT assay를 통해 관찰하였

다. MTT 검사 결과를 근거로 치주인대세포에 50 ㎍

/㎖ doxycyline을 1시간동안 전치치 후 IL-1β (1.0 

ng/ml)로 처리하여 14-16시간 배양한 다음 RANKL

과 OPG mRNA의 수준을 RT-PCR을 통해 관찰하여 

다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 치주인대세포에 대한 doxycyline의 세포 독성

은 농도 100 ㎍/㎖에서 1일과 3일에 세포 활성

이 유의하게 감소하였다(p<0.01).

2. RT-PCR 분석에서 OPG mRNA는 doxycyline 

투여 유무에 관계없이 모든 군에서 일정하게 

발현되었다. RANKL mRNA 발현 수준은 IL-1

β 자극군이 대조군에 비하여 2.6배 증가하였

으나, doxycycline으로 전처치 후 IL-1β자극

시 IL-1β로만 자극한 군에 비해 mRNA 수준
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이 약 33%의 감소하였으며 SB203580으로 전

처치후 IL-1β자극시에는 IL-1β로만 자극한 

군에 비해 약 52%의 발현 감소를 보였다.

이상의 결과 doxycycline은 치주인대세포의 

RANKL mRNA 발현을 억제함으로서 osteoclasto-

genesis가 조절되어 치주질환의 진행을 완화시키는

데 도움을 줄 것으로 생각된다.
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Osteoblast or bone marrow stromal cell-derived RANKL is the major effector molecule essential for 

osteoclastogenesis. Previous studies have shown that tetracyclines have beneficial therapeutic effects 

in the prevention and treatment of inflammatory bone disease including periodontal disease. 

Periodontal ligament cells are thought not only to play an important role in the progression of pe-

riodontal disease, but to play an important role in alveolar bone remodeling. Previous studies in-

dicated that receptor activation of nuclear factor κB ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) are 

expressed in periodontal ligament cells by pro-inflammatory cytokine, such as IL-1β and TNF-α.  

This study was designed to investigate the inhibitory effect of doxycycline on RANKL and OPG 

mRNA in rat periodontal ligament cells induced by IL-1β(1 ng/ml).

The results are as follows;

1. MTT assay showed that doxycycline at the concentration of 1-50 ㎍/㎖ didn't result in statisti-

cally significant cell death at day 1 and 3 .

2. RANKL mRNA expression was increased to 2.6 folds by IL-1β. When cells were treated with 

doxycycline (50 ㎍/㎖), IL-1β-induced mRANKL expression was reduced by 33%. In contrast to 

RANKL, OPG mRNA expression was not inhibited by pre-treatment with doxycycline.

These results suggest that doxycycline decrease the expression of mRANKL resulting in regulation 

of osteoclastogenesis in rat periodontal ligament cells.2)

Key words：RT-PCR, doxycycline, mRANKL, mOPG, periodontal ligament cell
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