
I. 서론

치주질환으로 인한 치주조직의 상실은 치아발거
의중요한원인이되며, 손상이나결손된치주조직을
재생시키는 것은 치주치료의 궁극적인 목적이다. 일
반적인 치주치료인 기계적 방법으로는 치주조직의
재생없이 긴 접합상피만으로 치유되는 것으로 알려
져있어1-5) 보다 효과적인치주조직의재생을도모하
기 위하여 자가골, 동종골 및 합성골 혹은 성장인자
를 이용하거나 조직유도재생막등의 적용을 시도한
많은 연구들이 진행되어 왔다. 그러나 자가골을 포
함한 골이식의 방법은 골유착과 치근흡수 등의 부작
용이 보고되고 있고,6-10) 조직유도재생술의 방법은
차폐막을 이용하며 상피세포의 근단이동을 저지하
므로써 치주인대세포들의 결손부위로 증식 및 분화
촉진을 통해 치주조직을 재생시킨다고 보고되어 왔
으나11-14) 2,3벽 골결손부 등에 제한적인 효과만이 확
인될 뿐 아직까지는 수평적 골소실을 포함한 보편적
인사용이제한되고있으며, 완전한치주조직의재생
이보고된바는없다.
한편 치주조직재생 관련세포의 증식과 분화를 유

도하는것으로알려진 PDGF-BB, IGF-1, TGF-β 등의
성장인자를 이용한 연구들이 활발히 시행되고 있는
데15-19) 특히 그 중에서 골형성유도단백질(BMP)의
골유도능력을 근거로 BMP를 이용하여 치조골을 포

함한 치주조직을 재생시키려는 노력이 시도되고 있
다.20-26) Urist가27) BMP가 근육 등의 골을 형성하지
않는 조직 이식시에 신생골을 형성하는 것을 처음으
로발견한후, 탈회골로부터분리된단백추출물이신
생골유도형성의원인이됨을밝혔다. BMP는 TGF-β
superfamily의 일종으로 연조직에 매식하면 연골이
나 골조직을 형성하는 작용을 하는 단백질의 군을
의미한다. 또한 골아세포계열뿐만 아니라 골을 형성
하지 않는 비조골간엽세포군의 조골세포로의 분화
를 유도해서 신생골과 백악질의 형성을 촉진하므로
써 치주조직재생에 관여하는 것으로 알려져 있다.
세포배양실험을통해 rhBMP-2가미분화간엽세포들
이 조골세포로 분화되게하는 것이 관찰되었고, 개의
하악골에형성된골결손부치유과정에서 rhBMP-2가
구강 악안면부위의 골재생에 폭넓은 치료효과를 가
지고 있음이 보고되었다20). 또한 Sigurdsson 등28)은
rhBMP-2를 이용해서 수평골 손실부의 골조직을 원
래 골높이까지 재생했을뿐만 아니라 백악질 같은 다
른 치주접착조직의 재생에도 성공하였으며, Ripa-
monti29)는 BMP-7을 교원질 전달체에 함유시켜서 실
험한 결과 샤피섬유가 새로 형성된 백악질에 매입되
면서 신생백악질이 형성됨을 보고하여 BMP가 골조
직 형성에 제한되지 않고 백악질형성이나 치주인대
형성에도관여한다고하였다. 이외에도 BMP가치조
제융선 결손부의 증강이나 임플란트주위의 치조골
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결손부, 선천적, 외상성 골결손 그리고 상악동하 골
결손부위에 성공적으로 사용됨이 보고된 바 있다30-

32).
BMP를 도포하기 위한 효과적인 전달체에 관한 연

구도많이이루어졌는데, 쥐의하악골에결손부를형
성한 후 교원질 차폐막과 젤형태의 교원질을 각각
전달체로 이용하여 rhBMP-2를 적용한 실험에서
rhBMP-2의 보다 지속적인 방출이 가능한 교원질 차
폐막의 경우에서 더 많은 신생백악질형성이 관찰되
었으며33), 고양이의 견치와 원숭이의 구치에 형성된
결손부에서 두 층의 교원질 차폐막을 사용한 경우
한 층만 사용한 경우에 비해 좋은 결과를 얻은 바 있
다34). 이와같이 골유도물질이 골조직을 형성하고 치
주조직재생에 효과가 있는 것은 여러 연구에서 확인
된 바 있으나 현재까지는 BMP를 도포할 때의 최적
조건과 BMP도포시 적정 농도 등에 관한 많은 문제
점이해결되지않고있다. 
한편 황산 및 염산에 의한 치근면 탈회가 치주염

치료에 효과가 있다고 보고된 이래 산이나 효소등을
국소적으로 적용해 보려는 시도들이 있어왔다35). 치
주질환에 이환된 치근면에 세포의 부착과 섬유형성
이 잘 되지 않는 원인으로는 교원질 섬유의 감소와
세균이나내독소에의한치근면오염, 광물질의밀도
와조성의변화등을들수가있는데36), 동물실험에서
치주질환에 이환된 치근면에서 치주치료후 긴 접합
상피로 치유되는 것을 보여줌으로써 치주질환에 이
환된 치근면은 치주조직재생에 부적절함을 보여주
었다37). 치석제거술과 치근활택술을 시행하면 내독
소에 오염된 치근면을 효과적으로 제거할 수 있으나
38) 이것이 신생결합조직부착을 재생하지는 못한다.
이 경우에 긴 접합상피만으로 치유되는데 이때 구연
산 탈회를 행하면 섬유아세포의 이동과 부착이 촉진
된다39). 구연산이 신생결합조직의 치근부착에 미치
는 효과를 연구한 생체실험에서 pH 1의 구연산을 2-
3분간 도포하여 탈회한 것이 가장 효과적이라고 보
고하였으며, 그이후구연산을이용한치근면탈회에
대한 연구들이 활발하게 시도되어져 왔다40,41). 구연
산의 도포는 치근면에 있는 세포독성인자를 제거하
고 아울러 상아질 간질에 있는 교원섬유를 노출시켜

치유과정에서 새로운 섬유와 첨접할 수 있는 적절한
근거를 마련해 주어 접합상피의 근단성 이동을 방지
하여 신생결합조직의 부착을 촉진시킨다고 하였으
며42,43), 테트라싸이클린도 비슷한 역할을 하는 것으
로 보고되었다44-46). 구연산과 테트라싸이클린의 탈
회효과를 비교한 연구에서 두 탈회물질은 도말층을
제거하는데는 동일한 효과를 나타내나 구연산이 테
트라싸이클린보다 훨씬 침투력이 강력하다고 하였
다47). 그러나 테트라싸이클린으로 탈회시킨 경우에
구연산을 사용한 경우보다 섬유아세포의 부착이 더
잘일어난다고하는보고도있었다48).
탈회에 대한 동물 실험에서도 대체로 비슷한 결과

가 나왔으나 종종 치근흡수가 관찰되기도 하였다49).
사람을 대상으로 하는 실험에서는 구연산 탈회시 치
근흡수는 보이지 않았는데50) 어떤 연구에서는 조직
학적 관찰에서 치주조직재생과 더불어 골재생이 나
타나기도 하였다51). 그러나 모든연구에서 이런 치주
조직재생이 보고된 것은 아니다. 조직학적으로 탈회
의 효과가 보이는 반면 임상적으로 탈회의 효과는
미미하다. 주사전자현미경과 광학현미경사진 관찰
에서 구연산 탈회시에 결합조직부착이 증가된다는
보고도 있었으나52) 구연산으로 치근면을 탈회한 것
이 신생결합조직부착이나 신생백악질형성을 일으키
지않는다고연구도있어53) 치근면의탈회에대한상
반된연구결과를보여준다. 
또한 rhBMP-2가 치근의 교원질과 결합되는 성질

이 있어, rhBMP-2 도포전에 치근면을 탈회시키면
BMP의 효과를 크게 할 수 있을 것으로 기대된다. 따
라서 치근면 탈회등의 전처리를 통한 BMP 작용의
변화에 대해서도 몇몇 연구가 이루어졌다. 하지만
EDTA로 탈회한 후 rhBMP-2를 도포한 경우 치주인
대세포의 분화를 촉진시켜 치주조직재생을 증가시
켰지만54), 인산으로전처리후 BMP를도포한경우초
기의 골형성은 감소되었으나 BMP에 의한 신생백악
질형성은 증가하였다고 보고되는 등55) 치근면 전처
리와 BMP 작용의 변화에 대한 명확한 연구결과는
아직없는상태이다.
이 연구의 목적은 구연산 혹은 테트라싸이클린으

로 탈회된 치근절편상에서 rhBMP-2도포가 사람의
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치주인대섬유아세포와 골아세포의 부착, 증식, 분화
에미치는영향을알아보는데있다. 

II. 재료및방법

1. 세포배양

치주인대섬유아세포를 준비하기 위해 Somer-
man56)의 방법을 변형하여 배양하였다. 교정 치료를
받기 위해 서울대병원 치과진료부에 내원한 10대 후
반에서 20대 초반의 건강한 성인에서 소구치들을 발
치한 후 생리 식염수로 잘 세척하고 1%의 항생제
(penicillin G sodium 10,000 units/ml, streptomycin
sulfate 10,000㎍/ml, amphotericin B 25㎍/ml, Gibco
Co., U.S.A.)를 Hank's balanced salt solution(HBSS,
Gibco Co., U.S.A.)에 첨가하여넣었다. 이 치아들을
α-minimum essential medium(α-MEM; Gibco Co.,
U.S.A.)에 담근 후, 치근의 중앙 1/3부분에서 큐렛으
로 치주인대조직을 조심스럽게 박리한 후 배양접시
에 세절하고 부착시켜 37℃ 5% CO2 를 포함한 공기
조건에서 배양하였다. 배양액으로는 10%의 fetal
bovine serum(FBS, Gibco., U.S.A.)과 1%의 항생제
(penicillin G sodium 10,000 units/ml, streptomycin
sulfate 10,000μg/ml, amphotericin B 25㎍/ml)를 첨
가한 α-MEM을 사용하였고, 2-3일 마다 배지를 갈아
주었다. 세포들은 일단 밀생될 때까지 배양한 후 1:4
의 비율로 계대배양하였고, 이 연구에서는 3-4회 계
대배양된치주인대섬유아세포를이용하였다. 
골아세포는 MC3T3-E1(Riken, Japan) 세포 주를 5-

6회 계대배양한 후 이용하였다. 사용한 배지와 배양
조건은 치주인대섬유아세포의 경우와 동일하게 하
였다. 

2. 치근절편의준비

잔존골의 양이 치근단 1/3이하이고 최근 6개월간
치주치료을 받지 않은 환자에서 치주질환을 이유로
발치한 80개의 치아를 레진으로 포매한 후, Exakt
cutting system(Exakt Apparateb, Hamburg, Ger-

many)을 이용하여 치아의 수직면으로 세절하여 치
아절편을 얻었다. 포매한 레진은 치아를 세절한 후
모두 제거하였으며 절편의 크기는 4×2.5×1mm로
하였다. 
치근절편들은(288개) 치근면의 처리에 따라서 다

음과 같이 6군으로 분류하였으며 각군은 48개씩 이
었다. 
1군 : 치근면의처치가없음(대조군)
2군 : 치근절편을 rhBMP-2로도포(BMP군)
3군 : 치근절편을구연산으로처리(CA군)
4군 : 치근절편을 구연산으로 처리한 후 rhBMP-2

를도포(CA+BMP군)
5군 : 치근절편을테트라싸이클린으로처리(TC군)
6군 : 테트라싸이클린으로 처리한 후 rhBMP-2를

도포(TC+BMP군) 

3. 치근절편의탈회

준비한 치근절편을 증류수로 잘 씻은 후 96개의
절편은 구연산(Sigma, U.S.A.)으로 1분간 탈회시켰
고, 96개의 절편은 10% 농도의 테트라싸이클린
(Tetracycline HCl, Chonggeundang, Korea.)으로 3
분간 탈회시켰다. 구연산은 pH=1.0으로 조절하여
탈회에 이용하였고, 테트라싸이클린은 10% 농도로
증류수에 녹인 후 pH meter(Benchtiop pH/ISE
Meters, Orion, U.S.A.)로 측정한 결과 pH=2.04로 나
왔다. 탈회시킨 절편을 다시 잘 씻은 후 모든 절편을
1000U/ml penicillin과 1000 ㎍/ml streptomycin 용액
을 넣은 α-MEM에 24시간을 둔 후, 100U/ml peni-
cillin 과 100㎍/ml의 streptomycin을 첨가한 α-MEM
으로잘씻었다. 

4 . rhBMP-2를이용한치근절편의표면처리

rhBMP-2(R&D system䠶, U.S.A.)는 도포하기 직전
에 10%의 FBS와 1%의 항생제용액(penicillin G sodi-
um 10,000 units/ml, streptomycin sulfate 10,000㎍
/ml, amphotericin B 25㎍/ml, Gibco Co., U.S.A.)이
함유된 α-MEM 배지를 이용하여 30㎍/ml의 농도로
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희석하여 사용하였다. 미리 분류된 BMP군,
CA+BMP군 그리고 TC+BMP군의 절편들을 30μg/ml
의 rhBMP-2용액에 10분간 담그고, 10분 후 절편을
무균상태에서건조시켰다.

5. 세포접종

각군의 치근절편들을 반씩(24개) 나누어 각각 치
주인대섬유아세포와 골아세포주의 접종을 위해 사
용하였다. 배양한 치주인대섬유아세포와 골아세포
주를 각각 0.25%의 trypsin과 4mM EDTA를 혼합한
효소용액 0.5ml에넣고서 37℃에서 10분간반응시켜
탈리시킨 후, 원침(1200rpm, 4℃, 10분)하여 수집하
였다. 10%의 FBS와 1%의 항생제용액, 10mM Naβ−

glycerolphosphate(Sigma, U.S.A.), 50㎍/ml의 L-
ascorbic acid(Sigma, USA), 그리고, 10-7M Dexam-
ethasone(Sigma. U.S.A.)이 포함된 α-MEM 배지를
준비하였고, 이 배지에서 수집한 세포가 5×
104cell/ml 농도가 되도록 하였다. 24-well culture
plate(Nunc, Rochester, NY, USA)에 치근 절편을
well당 1개씩 위치시킨 후, 세포가 들어있는 배지를
well당 1ml 씩접종하였다. 세포-치근절편을 95% air,
5% CO2, 37℃ 조건의 배양기에서 실험기간동안 배
양하였다. 7일째에 관찰한 세포에서는 배양 3일 후
에배지를 1ml씩첨가해주었다. 

6. 세포수의측정

배양 2일과 7일째에 각 well의 치근절편을 꺼내어
각각 1.5㎖ 튜브에 넣고 100㎕의 효소용액(0.25%
trypsin in 4mM EDTA)으로 세포를 탈리시킨 후, 곧
바로 튜브를 진탕하여 세포부유액이 균일하도록 혼
합하고 광학현미경하에서 혈구측정기로 세포 수를
측정하였다. 

7. 알칼리성인산효소활성의측정

치주인대섬유아세포와 골아세포주의 알칼리성 인
산효소활성을 Bessey57)의 방법대로 측정하였다.

1mM MgCl2 , 25mM sucrose, 5mM tris-HCl buffer
(pH=9.8) 그리고 2mM p-nitrophenylphosphate
(Wako Pure Chemical Co., Osaka, Japan)의 반응액
을 미리 준비하여, 2일 및 7일째 치근 절편을 각각 5
개씩 well에서 꺼내어 25mM의 sucrose용액으로 씻
은 후, 다시새로운 24 well 배양접시로옮겼다. 준비
한 반응액을 각 well 당 300㎕ 씩 넣어 치근 절편이
잠기도록 하였다. 반응액과 세포-치근절편이 들어있
는 24 well 배양접시를 37℃ 수조로 옮겨 반응이 일
어나도록 하였고, 30분 후에 24 well 배양접시를 얼
음위에 위치시키고 0.6N 1.5ml의 NaOH를 첨가함으
로써반응을중지시켰다. 각 well에서반응이일어난
용액을 200㎕씩 96 well 배양접시로 옮기고, spec-
trophotometery를 이용하여 405㎚에서 흡광도를 측
정하였다. 알칼리성인산효소의 활성은 분해된 p-
Nitrophenol의양으로나타내었다.

8. 단백질양측정

알칼리성인산효소 활성을 측정한 후, 세포가 부착
되어있는 치근절편을 25mM의 sucrose에 2번 씻고
10%의 SDS(sodium dodecylsulfate, Sigma. U.S.A.)
를 100㎕씩 첨가하여 흔들어 주면서 세포를 용해시
킨 후, 세포의 단백질농도를 Bradford58)의 방법대로
Bio-Rad protein assay kit(Bio-Rad, U.S.A,)를 이용해
서 595nm의 흡광도로 측정하였다. 흡광도를 단백질
양으로 환산하기 위하여 Bovine serum albumin을
표준으로하였다. 

9. 주사전자현미경관찰

표면에세포가배양된치근절편을새로운 24 well
배양접시로 옮겨 well당 1.0ml씩 2.5% glutaralde-
hyde를 넣었다. 4℃에서 20분간 고정한 후, PBS로
씻은 후, 1% aqueous OsO4(Electron Microscopy Sci-
ences, Fort Washington, PA, USA)를 이용하여 20분
동안 후고정을 하였다. 에탄올에서 70, 80, 90, 95,
100% 순서로 탈수과정을 거친 후, 표본을 금박한 후
에주사전자현미경(Jeol, U.S,A.)으로관찰하였다.
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10. 통계처리

모든 측정을 3회 이상 반복하여 평균±표준편차
(M±S.D)로 표시하였다. SPSS 8.0(SPSS, U.S.A.)을
이용하여 통계분석을 시행하였는데, 각 군에 있어서
2일 째와 7일째의 자료를 비교하기 위하여 t-test를
하였으며 각 군간의 세포수, 단백질농도, 그리고 알
칼리성인산효소의 활성을 비교하기 위하여 ANOVA
를하였다. 다중분석을위해서는 Tukey 방법을사용
하였다. 

III. 연구결과

1. 치주인대섬유아세포배양군

1) 세포수의측정

배양 2일 째에는 모든 군에서 유의한 차이는 없었
다.
배양 7일 째에는 대조군에 비하여 CA군과

CA+BMP군에서 유의하게 높은 세포증식을 보였으
나, BMP군에서는 유의한 변화가 나타나지 않았다.
CA군에서 가장 높은 세포증식이 관찰되었으며,
CA+BMP군은 CA군에 비해 조금 적었고, TC군과
TC+BMP군은낮게나타났다. 
각 군내에서의 배양 2일 및 7일간의 비교에서, CA

군과 CA+BMP군이 배양 7일째 에서 유의성있게 높
았다(Table 1, Figure 1). 

2) 단백질정량
배양 2일 째에 각군을 대조군과 비교하였을 때,

CA군, CA+BMP군, TC군 그리고 TC+BMP군에서 유
의하게 높은 단백질합성이 관찰되었고, BMP군과 비

25

Table 1. Cell number of PDL cells cultured on dentin slices(Number/mm2).

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6

Day 2 236±52.7* 312±89.2 362±62.6 338±73.6 310±54.3 304±68.8

Day 7 308±55.4* 548±144.3 836±176.2 794±213.6 582±196.5 558±164.5

① ①

*; Means±S.D.
(①: There were significant differences between Group 1(control) and each group(p<0.01).

Figure 1. Cell number of PDL cells cultured on dentin slices(Number/mm2).
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교하였을 때에도 역시 CA군, CA+BMP군, TC군 그리
고 TC+BMP군에서유의성있는차이를보였다. 이중
에서 CA군과 CA+BMP군이 TC군과 TC+BMP군에비
해유의성있게높은단백질합성이나타났다.
배양 7일 째에는 대조군과 비교하였을 때 CA군,

CA+BMP군에서 유의하게 높은 단백질합성을 보였
고, BMP군과 비교하였을 때에는 CA군과 CA+BMP
군에서 높은 단백질합성이 관찰되었으나 유의한 차
이가 나타나지는 않았다. 전체적으로 볼 때, 배양 2
일 째와 7일 째에서 CA군과 CA+BMP군에서 대조군
에 비해 유의하게높은 단백질합성능을보였고 BMP
군에서는유의한차이를나타내지는않았다. 
각 군내에서 배양 2일 및 7일을 비교하였을 때에

는 CA군과 CA+BMP군에서 7일째에 유의성 있는 단

백질합성증가를보였다(Table 2, Figure 2).

3) 알칼리성인산효소활성
배양 2일 째에 각군을 대조군과 비교하였을 때,

BMP군과CA+BMP군에서유의하게높은알칼리성인
산효소활성을 보였다. CA군에서는 대조군보다는 높
게나타났으나, CA+BMP군보다는낮게관찰되었다.
배양 7일 째에는 각군을 대조군과 비교하였을 때,

BMP군과 CA+BMP군에서 유의하게 높은 알칼리성
인산효소활성이 관찰되었는데, BMP군에서 가장 높
게 나타났고, CA+BMP군 그리고 TC+BMP군의 순이
었다. CA군은 대조군에 비해 많은 증가를 보이지 않
았으며, BMP군과 비교하였을 때에 유의성 있게 작
게나타났다.
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Table 2. Protein Assay of PDL cells cultured on dentin slices(㎍㎍ protein/mm2)

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6

Day 2 4.22±0.55* 4.63±1.11 8.21±1.08 8.27±1.17 7.20±0.91 7.15±0.58

①, ② ①, ② ①, ② ①, ②

Day 7 6.32±1.70 7.91±1.93 12.41±2.07 11.20±1.51 9.62±1.64 9.20±1.84

① ①

*; Means±S.D.
(①: There were significant differences between Group 1(control) and each group(p<0.01). 
(②: There were significant differences between Group 2(BMP) and each group(p<0.01).

Figure 2. Protein Assay of PDL cells cultured on dentin slices(㎍㎍ protein/mm2).
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배양 2일 째와 7일 째의 결과를 전체적으로 살펴
보면, CA+BMP군에서 2일과 7일 모두에서 대조군에
비해 유의성있게 높은 효소활성도를 나타냈고, BMP
군과 CA+BMP군 사이에는 유의한 차이를 보이지 않
았다.
각 군내에서 배양 2일과 7일을 비교하였을 때에는

BMP군과 CA+BMP군에서 유의성 있게 높은 효소활
성을보였다(Table 3, Figure 3).

2. 골아세포배양군

1) 세포수의측정
배양 2일 째에 CA군에서 세포증식이 관찰되었고,

CA+BMP군에서도 CA군 다음으로 높게 나타났다.
대조군과비교하였을때, CA군, CA+BMP군, TC군그
리고 TC+BMP군에서 유의성있게 높은 세포증식을
보였고, BMP군과 비교하였을 때에도 역시 CA군,
CA+BMP군, TC군 그리고 TC+BMP군에서 유의성있
는높은값을나타내었다.
배양 7일 째에는 대조군과 비교하여, 모든 군에서

유의성있게 높은 세포증식이 관찰되었고, BMP군과
비교하였을 때에는 CA군에서 유의성있게 높게 관
찰되었으며, 유의성은 없었으나 CA+BMP군에서 증
가를 보였다. 2일 째와 7일 째를 종합하여 보면, CA
군에서 대조군과 BMP군에 비해 유의성 있게 높은
세포증식을 보였고, CA+BMP군에서도 대조군과
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Table 3. ALP activity of PDL cells cultured on dentin slices(nmolPNP/min/㎍㎍ protein).

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6

Day 2 34.4±11.7* 66.0±17.6 48.2±13.4 52.8±11.7 44.4±10.5 48.6±8.2

② ① ①

Day 7 59.8±14.5 143.2±23.8 74.6±16.6 124.2±25.6 76.4±20.3 83.8±28.3

② ① ② ① ② ②

*; Means±S.D.
(①: There were significant differences between Group 1(control) and each group(p<0.01). 
(②: There were significant differences between Group 2(BMP) and each group(p<0.01).

Figure 3. ALP activity of PDL cells cultured on dentin slices(nmolPNP/min/㎍㎍protein).

Control

BMP

Citric acid

CA+BMP

Tetracy cline

Tc+BMP

200

160

120

80

40

0

ALP actovotu pf PDL cells

2 7
Day



BMP군에 비해 상당히 높은 세포증식을 나타내었
다.
배양 2일과 7일에서각군내의비교에서는, 대조군

을 제외한 모든 군에서 7일째에 유의하게 높은 세포
증식을보였다(Table 4, Figure 4). 

2) 단백질정량
배양 2일 째에 대조군과 비교하였을 때, CA군과

CA+BMP군에서 유의하게 높은 단백질 합성을 나타
내었다. 
배양 7일 째에는 대조군과 비교하였을 때, CA군,

CA+BMP군 그리고 TC군에서 유의하게 높은 단백질
합성을 나타내었고, BMP군과 비교하였을 때에는
CA군에서유의하게높은값이관찰되었다. 배양 2일

째와 7일 째를 종합하여 보면, CA군과 CA+BMP군에
서 2일과 7일 모두 대조군에 비해 유의하게 높은 단
백질합성을 보였고, BMP군에 비해서도 상당히 높은
단백질합성을나타내었다.
배양 2일과 7일에서각군내의비교에서는, 대조군

을 제외한 모든 군에서 7일째에 유의하게 높은 단백
질합성이관찰되었다(Table 5, Figure 5).

3) 알칼리성인산효소활성
배양 2일 째에는 모든 군간에 유의성 있는 차이가

없었다. 
배양 7일 째에는 대조군과 비교하여 BMP군과

CA+BMP군에서 유의하게 높은 알칼리성 인산효소
활성이 나타났는데, BMP군에서 가장 높았고,
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Table 4. Cell number of Osteoblasts cultured on dentin slices(Number/mm2).

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6

Day 2 258±40.8* 364±52.7 446±55.5 436±47.7 398±58.9 396±60.7

①, ② ①, ② ①, ② ①, ②

Day 7 374±70.6 742±128.5 1062±164.2 984±157.7 782±114.0 772±131.7

① ①, ② ① ① ①

*; Means±S.D.
(①: There were significant differences between Group 1(control) and each group(p<0.01).
(②: There were significant differences between Group 2(BMP) and each group(p<0.01).

Figure 4. Cell number of Osteoblasts cultured on dentin slices(Number/mm2).
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CA+BMP군 그리고 TC+BMP군의 순이었으며, CA군
에서는 대조군과 비교하여 큰 차이를 보이지 않았
다. BMP군과 CA+BMP군간에는유의한 차이가 나타
나지않았다.
배양 2일과 7일에서 각 군내에서 비교하였을 때에

는, BMP군, CA+BMP군및 TC+BMP군에서유의하게
높은 알칼리성인산효소의 활성을 보였다(Table 6,
Figure 6).

3. 주사전자현미경을통한관찰

배양 2일및 7일째에각군의치근절편에부착, 증
식된 세포들을 주사전자현미경을 통해 관찰하였다.
치근절편에 부착된 치주인대섬유아세포와 골아세포

들은 비슷한 부착양태를 보였는데, 방추형으로 치아
절편에 부착되어 중층으로 증식되고 있는 모습을 관
찰할수있었다(Figure 7-11).
치주인대섬유아세포 및 골아세포 모두에서 대조

군과 BMP군에 비하여 CA군, CA+BMP 및 TC군,
TC+BMP군에서 보다 현저히 많은 부착세포가 관찰
되었다. 
치주인대섬유아세포 및 골아세포들은 대조군,

BMP군 및 CA군과 CA+BMP군의 경우 치근절편의
절삭흔적을 따라 길이방향으로 세포들이 일정한 방
향성을 가지고 배열하면서 방추형으로 얇고 넓게 부
착, 증식되는 소견을 보였으나 TC군, TC+BMP군의
경우는 세포질이 수축하면서 많은 세포돌기를 내고
있고 구상 및 성상으로 변형된 세포들이 일정한 방
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Table 5. Protein Assay of Osteoblasts cultured on dentin slices(㎍㎍ protein/mm2).

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6

Day 2 5.67±0.92* 7.14±1.26 9.24±1.31 8.92±1.16 8.20±1.40 8.42±1.21

① ①

Day 7 6.78±1.30 10.40±2.07 15.21±2.29 13.70±2.12 11.71±2.28 11.40±2.46

① ① ①

*; Means±S.D.
(①: There were significant differences between Group 1(control) and each group(p<0.01).

Figure 5. Protein Assay of Osteoblasts cultured on dentin slices(㎍㎍ protein/mm2).
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향성이 없이 중층의 망상으로 불규칙하게 부착된 모
습이 관찰되었다. Figure 7은 BMP군에 치주인대섬
유아세포가 부착된 모습을 보여주고 있는데, 부착된
세포 사이사이로 도말층이 관찰된다. Figure 8은 CA
군에 치주인대섬유아세포가 부착된 사진인데, 구연
산에의해노출된상아세관이관찰되고, 세포들이치
근절편에 잘 부착하고 있으며, 세포돌기들이 활발하
게 뻗어나가고 있다. Figure 9는 CA+BMP군에 골아
세포가부착된것인데, 세포돌기들이골고루잘뻗어
나가고있고, 치근절편의대부분이증식한세포에의
해 덮혀 있음을 관찰할 수 있다. 상아세관은 잘 구분
이되지않는데, 증식한세포와골형성유도단백질도
포에의해가려졌기때문으로여겨진다. Figure 10은
TC군에 치주인대섬유아세포가 부착된 사진이며, 테
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Table 6. ALP activity of Osteoblasts cultured on dentin slices(nmolPNP/min/㎍㎍protein)

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Group 6

Day 2 50.8±9.5* 70.6±9.9 57.2±12.7 65.6±9.6 52.8±8.3 54.0±8.8

Day 7 80.2±21.5 195.4±62.5 111.2±35.3 185±46.0 104±39.6 162±41.9

② ① ①

*; Means±S.D.
(①: There were significant differences between Group 1(control) and each group(p<0.01). 
(②: There were significant differences between Group 2(BMP) and each group(p<0.01).

Figure 6. ALP activity of Osteoblasts cultured on dentin slices(nmolPNP/min/㎍㎍ protein).
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Figure 7. SEM view of group 2 with periodontal lig-
ament cells two days after seeding(x400).
Smear layer can be seen(*). Arrow marks
indicates attached PDL cells. Cell attach-
ment occurred in limited area. 



트라싸이클린에 의한 탈회로 상아세관이 노출되어
있음을 볼 수 있다. 세포질이 수축하면서 세포돌기
를 내고 있고, 구상 및 성상으로 변형된 세포들이 일
정한 방향성이 없이 불규칙하게 부착된 모습이 관찰

된다. Figure 11은 TC+BMP군에 치주인대섬유아세
포가 부착된 사진인데, 세포의 모양은 Figure 10과
유사하며, 골형성유도 단백질에 의해 가려져서 상아
세관이희미하게드러나보인다.
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Figure 8. SEM view of group 3 with periodontal lig-
ament cells two days after seeding(x400).
PDL cells are well attached to the etched
dentin surfaces and evenly distributed
through all the dentin surfaces. Fully
extended cell processes(*), exposed
dentinal tubules(arrow marks) can be
seen. 

Figure 9. SEM view of group 4 with osteoblasts two
days after seeding(x400). Almost all of the
dentin surfaces are covered with seeded
cells. The cells are in good shape and cell
processes are well extended. Dentinal
tubules(arrow marks) can be seen in the
picture. Left arrow mark indicates
obscure dentinal tubule which might be
due to BMP-2 treatment.

Figure 10. SEM view of group 5 with periodontal
ligament cells two days after seeding
(x400). Attached cells are narrow in
shape, and cell processes extensions
are limited. Exposed dentinal tubule
(arrow mark) can be seen.

Figure 11. Sem view of group 6 with periodonal lig-
ament cells two days after seeding
(x400). Cell morphology is similar to Fig
10. Dentinal tubules(arrow marks) is
obscure in the picture.



IV. 총괄및고안

치주조직재생을 위해 BMP를 이용하는 많은 연구
들이 진행되어 왔는데, 동물실험에서 피하조직이나,
근육 등 골형성이 되지 않는 조직에 이식된 BMP가
이소골형성을 유도할 수 있다는 사실이 여러 연구를
통해 확인되었고20,22-24), 또한 치주조직재생에 필수
적인 세포인 치주인대섬유아세포를 포함하여 골아
세포등에 대한 작용에 대한 보고가 있다25). BMP의
치주조직재생에 대한 작용뿐만 아니라, 임플란트주
위염에서의 골재생이나 상악동골증대술에서의 골재
생효과에 관하여도 이미 여러 연구에서 확인된 바
있으나30-32), 치주조직재생을 위한 BMP 적용시 치근
면에 도포하는 BMP의 적용방법과 치근면의 조건에
따른 치주조직재생세포의 반응에 대한 연구는 아직
드물다. 이 연구에서는 구연산 및 테트라싸이클린에
의한치근면탈회후에 rhBMP-2를 도포하는것이치
주인대섬유아세포와 골아세포의 부착, 증식 및 분화
에어떠한영향을미치는지를조사하였다. 

세포의증식활동을보기위해우선단백질합성능
과 세포수를 측정하였는데 구연산을 도포한 군에서
단백질합성능과 세포수가 대조군에 비해 크게 높은
결과가나타난것으로보아, 치근면의탈회가치주인
대섬유아세포 및 골아세포의 부착에 보다 양호한 환
경을 제공하고 이와 더불어 세포증식에 보다 유리한
여건으로작용한것으로생각된다. BMP군에서는대
조군에 비하여 유의하게 다른 차이를 보이고 있지
않은데, 이는 rhBMP-2가 세포증식과정에 작용하지
않는다는 이전의 연구결과와 일치한다54). 그러나 치
근면을 구연산으로 탈회시킨 후 rhBMP-2로 처리한
경우 BMP를 단독으로 사용한 군에 비하여 현저히
높은 단백질 합성능과 세포증식이 관찰되었는데, 이
는 치근면 탈회로 인한 세포부착증진과 증식촉진효
과에 기인한 것으로 보여진다. 즉 세포의 증식에는
rhBMP-2가 큰 영향을 미치지 않지만, 탈회된 치근면
에서는 세포의 부착과 증식이 잘 일어나서 rhBMP-2
를 단독으로 사용한 경우보다 단백질의 합성이 증가
한 것이라고 할 수 있다. 테트라싸이클린으로 치근
면을 탈회시킨 경우에는, 세포수와 단백질의 합성능

이높게나타나긴하였으나, 구연산으로탈회시킨군
에비하여는상대적으로낮았는데, 이로미루어보아
구연산에 의한 탈회가 테트라사이클린에 비하여 세
포의 부착에 더 효과적인 전처리방법인 것으로 생각
된다. 테트라싸이클린으로 탈회시킨 군에서는 주사
전자현미경 소견에서 세포모양의 변화가 관찰되었
는데, 이는 PDGF와 IGF를테트라싸이클린으로전처
리한 치근에서의 배양시에 테트라싸이클린에 의한
부착증진의 효과는 볼 수 없었고 치주인대섬유아세
포의 변형이 관찰되었다는 Gamal 등59)의 연구 결과
와유사한 소견을 보이고 있다. 이들은 치근면에 잔
존한 테트라사이클린이 성장인자의 물리적 화학적
성질변화를 야기한 것으로 생각하였다. 또한 여러
연구에서 치근면 탈회시 탈회물질의 산성에 의한 부
작용에 대하여도 설명하고 있는데, 탈회물질의 산성
이 성장인자의 생활성도를 변화시킬 가능성에 관해
서도 주목하고 있다. 산성의 치근면 탈회물질이 치
아주위조직에 괴사등의 해로운 작용을 미치지는 않
는다는 연구결과도 있었으나60), 구연산젤의 산도가
세포에 영향을 미치므로 치주조직에 닿지 않도록 처
치하는것이필요하다는주장도있었다61). 또한산도
가 낮은 물질로 3분간 치근면을 탈회시키면 괴사효
과가 있어 일시적으로 창상면 치유에 해로운 작용을
할 수 있는 반면에 1분정도로 짧게 치근면을 처리한
경우에는 치근면 탈회에 의한 주위조직의 괴사가 일
어나지 않고 치주조직의 상피화를 막아서 결합조직
의형성을촉진하므로 37%의인산으로 20초정도탈
회를시키는것이바람직하다는보고도있었다62). 그
러나 본 연구에서는 단백질 합성능이나 알칼리성 인
산효소활성이 대조군에 비해서 증가하였고, 또한 구
연산의 산도가 테트라싸이클린보다 더 낮았음에도
불구하고 구연산으로 탈회시킨 후 rhBMP-2로 처리
한 경우에서 좋은 결과를 보인 것으로보아 탈회물질
의 산성이 rhBMP-2의 생활성도를 변화시킨 것 같지
는않다.
치주조직재생을 위해서는 치은상피세포의 치근단

이동을 막고 새로운 결합조직의 부착을 증진시켜야
하지만 치주질환에 이환된 치근면은 세균과 내독소
로 오염이 되어있어 새로운 결합조직의 부착이 방해
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를받게된다. 따라서치석, 치태및오염된백악질의
철저한 기계적 제거와 더불어 치근탈회를 포함한 치
근면의 적절한 처리가 요구되는데, 치근탈회의 기본
개념은 치주조직재생을 담당할 간엽세포의 이동과
부착 및 분화와 증식이 효과적으로 일어날 수 있는
치근면의 물리적, 생화학적 환경변화를 도모하는 것
이라 할 수 있다. 그러나 현재까지의 결과들은 치근
면 탈회의 효과에 대한 상반된 결과들이 보고되고
있다. Rompen등63)은 치주인대섬유아세포를 3% 구
연산이나 2.5% 미노싸이클린으로 처리한 상아질 분
말과같이배양한결과 24시간후에세포증식, 단백질
합성, 교원질 합성과 같은 치주조직재생에 필수적인
생합성을 모두 증진시켰으며, 투과전자현미경사진
에서도 세포돌기의 뚜렷한 증가를 보여 확실하게 생
합성이 증가되는 것을 보여주었다고 보고하였다. 그
러나 Erdinc64)는 치주판막수술시에 테트라싸이클린
으로 치근면을 5분간 처리한 경우 수술만을 시행한
대조군에 비해 2주 및 4주째 치은지수가 약간 향상
되긴 하였으나 부착수준의 증가를 보이지는 않아 치
근면 탈회가 치주조직재생측면에서는 더 나은 결과
를 나타내지 않았다고 주장하였다. 또한 Madison등
65)은 테트라싸이클린에 의한 상아질층의 처리시에
도말층의 제거와 상아세관의 노출로 인해 치주조직
의 부착을 증대시킬 수 있을 것이라고 제안하였다.
한편 rhBMP-2는 교원질 기질과 결합되는 성질이 있
으므로, 교원질을 노출시킴으로서 rhBMP-2가 치근
면에의 결합을 증진시킴으로써 보다 장기간 치근면
에 rhBMP-2를 유지시키고 유효농도의 서방형 유리
기전을도모할수있을것으로기대된다. 
rhBMP-2 처리시에 치근면 탈회의 효과를 살펴본

연구에서22) 37% 젤형태의 인산으로 치근면을 처리
한 후 rhBMP-2를 도포하여 10일째와 38일째의 골형
성을 관찰한 결과 10일째에는 대조군에 비해 더 많
은 골형성이 관찰되었으나 38일째는 대조군과 별 차
이가 없었다. 또한 다른 연구에서는55) 35% 인산으로
치근면을 처리해서 10일 후에 관찰한 결과 대조군에
비해 골형성이 감소하고 골유착이 증가한 반면 백악
질의 형성은 대조군에 비해 유의성 있게 증가하였다
고 보고하였다. 즉 낮은 pH로 치근면을 처리한후

rhBMP-2 처리를 하면 골형성은 둔화되지만 백악질
형성은 증가된다고 하였는데 이것은 신생백악질형
성이 신생골형성보다 늦게 진행되므로 탈회에 의해
치근면에서 rhBMP-2 유리의 지연이 가능해져서 대
조군에 비해 백악질의 합성이 증가된 것으로 해석될
수있다. 
효과적인 rhBMP-2의 농도에 관해서는 여러 연구

가있었는데, rhBMP-2를 1㎍/ml과 3㎍/ml 의 농도로
사용한 연구에서54) 2일째부터 rhBMP-2에 의한 효과
가 나타나고 4일째에 그 값이 증가하였으나 7일째에
는 대조군에 비해 별다른 차이가 나지 않았는데, 이
는 사용한 rhBMP-2의 농도가 낮아 지속적인 BMP의
유리가 가능하지 않았기 때문이라고 하였다. 또한
50, 100, 200㎍/ml의 농도에서 농도차에 따른
rhBMP-2의 효과의 차이는 없었다는 연구결과도 있
으며44), rhBMP-2가 50ng/mL의 농도 이상에서 인간
의 하악골에서 채취한 골세포의 분화를 촉진시킨다
고보고된바도있다66). Kobayashi등26)은 rhBMP-2가
50ng/mL이상의 농도에서 사람의 치주인대섬유아세
포에서골아세포분화의초기marker인 알칼리성인
산효소활성과 부갑상선호르몬(PTH) 의존 3', 5'-
cyclic adenosine monophosphate의 축적을 증가시
킨다고하여 rhBMP-2가치주인대섬유아세포의골아
세포 분화를 촉진한다고 하였다. 본 연구에서는 이
상의 여러 연구결과들을 참고하여 시행한 예비실험
을 통해, 가장 좋은 결과를 보인 30㎍/ml의 rhBMP-2
를사용하였다.
이 연구에서 알칼리성인산효소의 활성측정결과,

rhBMP-2로 처리한 군에서 크게 증가한 것을 볼 수
있는데, 이는 rhBMP-2가 골아세포의 증식에는 별로
관여하지 않는 반면에 세포의 분화를 촉진하기 때문
인 것 같다. 즉 rhBMP-2는 성장인자라기 보다는 분
화인자로 작용을 한다고 할 수 있으며, 이번 연구에
서는 rhBMP-2가골아세포의알칼리성인산효소의활
성을 크게 증가시킨 것으로 나타나 rhBMP-2가 골세
포로의 분화를 촉진시킨다는 것을 확인시켜 주었다.
세포는 증식이 일단 어느정도 진행되고 나면 분화과
정이 시작되는데 세포의 증식과정이 과다하게 일어
나면 골세포로의 분화과정은 더디게 진행될 수도 있
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다. Takayama등67)은 bFGF에 의해서 치주인대세포
의 증식이 빨라지자 치주인대세포를 골아세포로 분
화시키는 작용이 억제되면서 분화보다는 증식쪽으
로 세포분열주기를 변화시켜 알칼리성인산효소의
활성이 낮아졌다고 하였다. 치주조직이 재생되기 위
해서는 여러 세포들의 적절한 작용으로 세포의 증식
과 분화과정이 조화롭게 진행되어야 한다. rhBMP-2
는 세포의 증식을 유도하지는 않으나 구연산으로 처
리한 치근면에서는 세포의 증식이 rhBMP-2를 단독
으로 처리한 경우보다는 유의성 있는 수준으로 높아
졌고 이는 탈회에 의해 치근면이 세포의 부착에 용
이하게 됨으로써 부착된 세포의 증식이 크게 증대되
었다고 볼 수 있다. 또한 구연산으로 전처리후
rhBMP-2를 도포한 경우 rhBMP-2를 도포하지 않은
경우에 비해 알칼리성 인산효소활성이 높게 관찰되
었는데, 이 결과로 미루어 보아 구연산 전처리 후
rhBMP-2의 사용이 세포의 증식과 분화에 함께 영향
을 미칠 수 있을 것으로 생각된다. 하지만 이 연구는
배양 2일째와 7일째의 관찰에 그쳤으므로 좀 더 장
기간에 걸친 연구가 필요하며, 이와 함께 rhBMP-2의
농도차이에 따른 변화에 대한 연구도 진행되어야 할
것이다. 또한 최근에 치근면 처리를 위한 탈회약제
의 산도에 의한 치주조직에의 부작용이 계속 보고되
고있으므로, 탈회약제의산도에따른부착세포의반
응변화에 대하여도 부가적인 연구가 필요할 것으로
생각된다. 

V. 결론

구연산과 테트라싸이클린으로 처리한 치근면에
도포한 rhBMP-2가 치주인대섬유아세포와 골아세포
의 부착, 증식, 분화반응에 미치는 영향을 알아보기
위하여 세포수, 단백질합성능, 알칼리성 인산효소활
성을 측정하고 주사전자현미경하에서의 관찰을 시
행하여다음과같은결과를얻었다.

1. 치근면을 구연산으로 탈회시킨후 rhBMP-2를
도포한 경우, 단백질 합성능과 세포수, 알칼리
성 인산효소활성이 모두 대조군에 비해 유의성

있게 높았다. 단백질 합성능과 세포수의 경우
구연산 탈회군과는 비슷하였고, rhBMP-2만 도
포한 군보다는 높았으나 유의한 수준은 아니었
다. 알칼리성 인산효소활성은 rhBMP-2만 도포
한 군과 비슷하였고 구연산 탈회군보다는 유의
성있게높게관찰되었다. 

2. 치근면을 테트라싸이클린으로 탈회시킨후
rhBMP-2를 도포한 경우, 단백질 합성능과 세포
수, 알칼리성인산효소활성이대조군에비해어
느정도 높게 나타났으나 구연산으로 탈회한 경
우에 비해서는 상대적으로 적었다. rhBMP-2만
도포한 군에 비해서도 세포수와 단백질 합성능
이 높게 관찰되었으나 유의한 수준은 아니었으
며, 알칼리성인산효소활성은오히려크게낮았
다. 또한 주사전자현미경소견에서 일부 세포들
의 세포질이 수축하면서 불규칙하게 부착되는
모습이관찰되었다
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-Abstract-

Effect of Citric Acid and Tetracycline HCl Root Conditioning on
rhBMP-2 on Human Periodontal Ligament Fibroblast and

Osteoblast Cell

Jung-Min Shim1, Soo-Boo Han1, Yang-Jo Seol1,2, Yong-Moo Lee1, Kyeong-Hwa Kim1, Seung-Beom Kye2, 
Sang-Mook Choi1, Chong-Pyoung Chung1

1Department of Periodontology and Dental Research Institute, College of Dentistry, Seoul National University
2Department of Dentistry, College of Medicine, Sungkyunkwan University

The goal of periodontal treatment is predictable periodontal regeneration. But until now, many products
including GTR materials and growth factors are beyond of complete regeneration.
BMP can induce ectopic bone formation when implanted into sites such as rat muscle and can greatly

enhance healing of bony defects when applied exogenously. BMP can promote periodontal regeneration by
their ability to stimulate new bone and new cementum formation. But little is known about optimal conditions
required for the application. Root conditioning is used for bioactive root change so altered root surface pro-
vides a substrate that promotes chemotaxis, migration and attachment of peridontal cells encouraging connec-
tive attachment to the denuded root surface. The aim of this study is to investigate whether the acid condition-
ing change effect of rhBMP-2 on human periodontal ligament cell and osteoblast cell line. 288 periodontally
involved root dentin slices are divided into 6 groups, each 48, 1)control, 2)treated with BMP, 3)treated with cit-
ric acid 4)treated with citric acid+BMP 5)treated with tetracycline 6)treated with TC+BMP. Each group was dev-
ided half, so 12 root dentin slices were seeded with periodontal ligament cells and 12 were seeded with
osteoblasts. At day 2 and 7, cell number, protein assay, ALP activity was measured. To investigate morphology
of cultured cells, SEM was employed. Statistical analysis was performed with SPSS 8.0 either t-test or ANOVA
test. 
The results are ; Protein assay and cell number was slightly decreased in CA+BMP group compared to CA

group but it was not statistically significant and ALP activity was much more increased in CA+BMP group com-
pared to CA group so there was no statistically significance between BMP and CA+BMP group and statistically
significant compared to control group. 
Cell number and protein assay was slightly increased in TC group and ALP activity was much less than BMP

group and CA group. Cell number and protein and ALP activity was not much increased in TC+BMP group.
TC group and TC+BMP group showed cell morphology change in SEM. This results suggested that application
of root surface with citric acid before BMP treatment might give better result in periodontal regeneration. 

Key word : PDL cell, osteoblast, citric acid, tetracycline, attachment, proliferation, differentiation 
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