
I. 서론

치주인대 조직은 매우 특수한 결합 조직의 형태로
치아와 치조골의 부착에 중요한 기능을 담당하고 있
다. 치주 질환으로 인한 치주인대 조직의 파괴는 치
아의동요도증가와함께결국에는치아의상실을일
으킬 수 있다. 치주 질환의 치료는 기본적으로 염증
성 질환의 정지를 목적으로 하지만, 최근의 술식은
염증으로 인해 파괴된 치주인대 조직의 재생에 주안
점을 두고 있다. 치주 조직의 재생이란 치주 질환에
의해 상실된 부착 기구들이 치주인대 조직의 분화에
의해 신생 골, 신생 백악질을 형성하고 새로운 치주
인대 섬유가 수직으로 매입되어 구조적, 기능적으로
재형성된치유형태를말한다. 그러나실제로치주인
대로부터 유래한 세포들은 신부착을 형성할 수 있는
능력을 가지고 있으나 치주인대 내의 미분화 세포가
분화되어 새로운 치주 조직을 형성하는 속도보다 상
피 세포의 이주 속도가 빨라, 재생이나 신부착을 위
한 치주 치료의 결과가 대부분 긴 접합 상피 부착으
로 이루어지게 된다. 이러한 상피 세포의 이주를 막
기 위해 1976년 Melcher는 차단막을 사용하는 조직
유도 재생술(Guided tissue regeneration, GTR)을 제
안하였다1). 그러나, 차단막의 사용은 재생에 필요한

선택적 세포들의 능동적 이주, 증식, 기질 합성을 촉
진하지는않으며, 골조직, 치주인대공간, 골-골막표
면내에 존재하는 혈관으로부터 치은 판막으로의 신
혈관생성이차단막에의해방해될수있다. 또한, 이
술식의 성공에는 골 결손부의 형태, 차단막의 종류,
판막의 위치, 치은 퇴축 외에도 환자의 전신 건강 상
태, 구강 위생 상태, 흡연 여부, 술자의 기술 및 치유
기간등여러요소들이영향을미치게된다2).
최근에는 분자 생물학의 발전으로 조직의 치유에

국소적으로 관여하는 성장 인자를 조직 재생에 응용
하게되었다3). 성장인자는조직내에정상적으로존
재하고 있으며 세포의 증식, 분화, 이주와 기질 합성
에 영향을 미침으로써 세포의 성장, 생성 기능을 조
절하는 역할을 한다. 치주 조직과 골 재생에 중요한
역할을 한다고 생각되는 여러 성장 인자들에 대한
연구가 계속되고 있으나 아직까지 적절한 투여 용량
과 송달체가 결정되지 않았으며, 또한 국소 투여 시
인체 내 타 기관에 미치는 영향에 대한 연구가 부족
하고, 경제적인면에서도불리하다.
이에 구강내 환경의 평형성을 유지하면서 내성 균

주를 형성하지 않을 뿐 아니라 신체 부작용이 없이
치주인대 조직의 선택적 재생에 효과적인 생약 제제
에 관심이 증가하고 있다. 특히, 천연 중합체인 키토
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산(poly-N-acetyl glucosaminoglycan)은 신체 조직과
유사한 결합 형태로 생체 적합성이 우수하고 생분해
되며, 항균 작용과 창상 치유 촉진에 효과적인 기능
으로 다양한 분야에서 연구, 응용되고 있다4). 키토산
은키틴에서추출된탄수화물유도체로서, 키틴분자
를 탈아세틸화시킴으로써 형성된다. 키틴은 생중합
체 중 셀룰로스 다음으로 풍부한 천연 생고분자로서
새우나 게와 같은 갑각류의 외골격, 진균의 세포벽,
곤충의큐티클을이루는주요한구성성분으로, 화학
적구조면에서매우안정된다당류이며 1, 4 βgluco-
sidic linkage에 연결된 N-acetyl-D-glucosamine단위
의 선형 중합체이다. 키틴과 키토산은 효소에 의해
가수분해되어단량체형태로흡수되는데, 주로라이
소자임(lysozyme)에 의해서 분해된다5-7). 키토산은
지방 흡수를 저해하여 체중 감소에 도움이 되며, 콜
레스테롤조절, 결합조직치유향상, 항생효과, 항진
균효과, 항암효과, 지혈효과등이있다8-14). 또한, 최
근여러연구를통해창상치유및골재생유도능력
이보고되고있다15-18). 키토산의각성분에대한연구
는 1960년 Reynold가 창상 치유 증진에 있어서 N-
acetylglucosamine 사용의 과학적 근거를 제시한 보
고에서 시작되었으며19), 계속된 여러 동물 실험을 통
해 N-acetylglucosamine이 지혈과 창상 치유 증진에
효과적임이밝혀졌다15, 18). 또한, Sapelli 등은치주낭,
구개 창상과 발치와의 치유를 증진시키기 위해 키토
산분말을사용한증례에서양호한임상적결과를보
고하였다20). Muzzarelli 등은 치주 창상에 키토산을
적용하였을 때 조직화가 증진되면서 섬유화가 감소
되는 것을 발견하고21), 뒤이어 발치와 및 치근단 절
제술 후의 골 결손부위에 키토산을 적용하여 정상골
형성을 촉진시켰다고 보고하였다22). 계 등은 키토산
제제를이용한차단막이치주질환시골조직유도재
생에유용하다고보고하였다23).
이러한생체실험의성공적결과에도불구하고아직

까지 키토산이 치주 조직 세포에 미치는 영향이나 그
기전에관한연구가부족한것이사실이다. 따라서, 본
연구에서는세포독성검사를통하여키토산이치주인
대섬유아세포에독성을나타내지않는최고의농도를
결정하고, 결정된농도의키토산이치주인대섬유아세

포의교원질생성능, alkaline phosphatase(ALP) 활성에
미치는효과를비교함으로써, 키토산이치주인대섬유
아세포에미치는영향을평가하였다.

II. 연구재료및연구방법

가. 연구재료

1. 키토산
수용성 키토산(poly-N-acetyl glucosaminoglycan)*

은 100% 키토산을 탈아세틸화시킨 후 염산과 물을
첨가한 수용액에 키토산 분해 효소(Chitosanase)를
이용해 분해시켜 정제 과정을 거쳐 건조한 분말 형
태로 공급된다. 분말 형태의 키토산을 phosphate-
buffered saline(PBS)에 녹인 100㎎/㎖의 stock solu-
tion을각실험군의농도로희석하였다.

2. 치주인대섬유아세포
치주인대 섬유아세포(human periodontal fibrob-

lasts, hPDLFs)는 교정 치료를 목적으로 발거한 건강
한제 1 소구치에서채취하여계대배양하였다.

나. 연구방법

1. 치주인대섬유아세포의분리및배양
건강한 제 1 소구치의 발거 전에 큐렛을 이용하여

치태와 치석을 제거한 후 Hank's balanced salt solu-
tion(HBSS)으로 3회 세척하여 잔존하는 혈액을 제거
한 다음 치근 중앙 1/3 부위에서 치주인대 조직을
No. 15 blade로 채취하여 25㎟ 배양 접시에 20%
fetal bovine serum(FBS), 100unit/㎖ penicillin, 100
㎎/㎖ streptomycin, 0.5㎎/㎖ amphotericin-B가포함
된 α-MEM을 넣고 37℃, 100% 습도, 5% CO2 공기 혼
합 배양기에서 배양하였고, 배양액은 매 3일 간격으
로 교환하면서 밀생 단일층이 얻어질 때까지 배양하
였다. 밀생 배양이 형성되면 배양액을 제거하고
0.25% trypsin-EDTA를 첨가하여 37℃, CO2 배양기
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에서 5분 간 배양하여 세포를 탈리시키고 α-MEM을
동량 이상 첨가하여 희석시킨 다음 4℃에서
1,200rpm으로 10분 동안원심분리하고상층액을제
거하였다. 수집된 치주인대 섬유아세포는 상기 배양
액으로 세포 부유액을 만든 후 75㎟ 배양 접시에 7-
10일 간격으로 계대 배양하였다. 세포의 균일한 특
성을 얻기 위해 계대 배양한 세포 중 5-7세대를 사용
하였다.

2. 세포독성검사
MTT assay는 살아있는 세포에서의 세포 증식이나

세포 독성을 측정하는데 사용되는 방법으로, 대사적
으로 활성이 있는 세포의 mitochondria에 의해 tetra-
zolium salt가 환원되는 원리를 이용한 것이다. 환원
된 tetrazolium salt는 색이 있는 불용성의 formazan
salt로 되며, 유기 용매에의해용해된 formazan의 양
을측정하게된다.
본 실험에서는 α-minimal essential medium(α-

MEM)에서 배양한 세포를 대조군, 각 농도의 키토산
을 함유한 배지를 넣어 배양한 군을 실험군으로 설
정하였고, 이 때 실험군의 키토산 농도는 0.01, 0.1,
1, 2㎎/㎖의네군으로나누었다.
96well plate에 치주인대 세포를 1×104개씩 분주

하고 10% FBS가 함유된 α-MEM 배양액 200㎕를 첨
가하여 동일 조건에서 3일 간 배양하였다. 배양액을

제거하고대조군에는새로운배양액 200㎕를첨가하
고 실험군에는 각각 0.01, 0.1, 1, 2㎎/㎖의 키토산 용
액을동량첨가하여배양 2일, 3일후에MTT assay를
시행하였다. 각 well에서배양액을제거하고생리식
염수로 용해한 3-(4,5-dimethyl-thiazole-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide(MTT) 용액 50㎕를 첨
가한 후 4시간 동안 방치하였다. 반응액을 제거하고
200㎕의 dimethyl sulfoxide(DMSO)를 첨가하여 형
성된 formazan 결정을 용해한 후 ELISA reader로 파
장 570nm에서 흡광도를 측정하였다. 이 실험을 3회
반복 시행하여 치주인대 세포에 독성을 나타내지 않
는키토산의최고농도를결정하였다.

3. 실험군설정
세포독성검사에서결정된농도(0.1㎎/㎖)의키토

산을함유한배지에서배양한군을실험군으로, 배지
만을넣어배양한군을대조군으로설정하였다.

4. Reverse transcription-polymerase chain reac-
tion(RT-PCR)

(1) RNA 분리및농도확인
24well plate에 치주인대 세포를 8×104개씩 분주

하고 10% FBS가 함유된 α-MEM 배양액 400㎕를 첨
가하여 동일 조건에서 3일 간 배양하였다. 배양액을
제거하고대조군에는새로운배양액 400㎕를첨가하
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고 실험군에는 0.1㎎/㎖의 키토산 용액을 동량 첨가
하여배양 3일후에 RNA를분리하였다. 배양액을제
거하고 100㎕의 TRIzol을 첨가하여 각 군의 탈리된
세포를 1.5㎖ tube에 수집하였다. 0.2㎖ chloroform
을 첨가하여 RNA를 용해시킨 후 4℃, 12,000g에서
15분 간 원심 분리하였다. 상층액만을 취한 후 0.5㎖
isoprophyl alcohol을 첨가하여 RNA를 침전시키고 4
℃, 12,000g에서 10분 간 원심 분리하여 상층액을 제
거하였다. 분리한 RNA는 0.1% diethyl pyrocarbon-
ate-treated distilled water(DEPC-treated H2O) 60㎕
에 녹여 농도를 확인하였다. Complementary
DNA(cDNA) 합성시 RNA 1㎍을 12.5㎕로맞추었다.

(2) cDNA 합성
RNA 12.5㎕에 oligo(dT)18 primer 1㎕를 첨가하

고 70℃에서 5분 간 변성시킨 후 5×reaction buffer
4㎕, 10mM의 dNTP 1㎕, recombinant RNase
inhibitor 0.5㎕, M-MLV reverse transcriptase 1㎕를
함유한 6.5㎕의 reverse transcription mixture를 첨가
하여 42℃에서 1시간 동안 cDNA를 합성하였다. 94
℃에서 5분 간 합성을 중단하고 합성된 cDNA 20㎕
에 DEPC-treated H2O 60㎕를 첨가하여 80㎕로 희석
하였다.

(3) Polymerase chain reaction(PCR)
1.0mM MgCl2를 포함하고 있는 10×buffer 5㎕, A,

G, C, T 각 1㎕, DEPC-treated H2O 34.8㎕, 5unit Taq
polymerase 0.2㎕, 제 I형 교원질과 glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)에 대한
oligonucleotide primer 2㎕(Table 1), 합성된 cDNA 4
㎕를혼합하여 94℃에서 9분간 predenaturation시켰
다. PCR은 DNA thermal cycler에서 30cycle 반응시

켰고, 각 cycle은 94℃에서 45초 간 denaturation, 56
℃에서 45초 간 annealing, 72℃에서 90초 간 poly-
merization시키는 과정으로 이루어지며, 반응 후 72
℃에서 5분 간 방치하였다. 증폭된 PCR product 12
㎕에 loading buffer 3㎕를 첨가하여 1.5% agarose
ethidium bromide gel에 100V에서 15분 간 running
시킨결과를분석하였다.

5. Alkaline phosphatase(ALP) 활성도검사
Alkaline phosphatase(ALP) 활성도검사는 p-nitro-

phenyl phosphate(pNPP)의 가수 분해 반응에 ALP
가 촉매로 작용하는 것을 이용하여, 가수 분해의 산
물인 p-nitrophenol의 양을 측정함으로써 ALP의 농
도를 간접적으로 산출하는 것이다. 이 때 세포수의
차이가 ALP 활성도에 영향을 미칠 수 있으므로 총
단백질 량을 측정하여 ALP 농도를 나누어 줌으로써
단위세포수당ALP 활성도를계산한다.
본 실험에서는 24well plate에 치주인대 세포를 8

×104개씩 분주하고 10% FBS가 함유된 α-MEM 배양
액 400㎕, 10mM β-glycerophosphate와 50㎍/㎖
ascorbic acid를 첨가하여동일조건에서 3일 간 배양
하였다. 배양액을 제거하고 대조군에는 새로운 배양
액 400㎕를 첨가하고 실험군에는 0.1㎎/㎖의 키토산
용액을 동량 첨가하여 배양 10일에 ALP 활성도를 측
정하였다. 배양액을 제거하고 효소 용액(0.2% colla-
genase, 0.1% dispase) 100㎕를 첨가한 후 37℃에서
20분 간 반응시켜 세포 간 교원질을 분리하였다. 세
포를 1.5㎖ tube에 수집하여 세포 부유액을 4℃,
8,000rpm에서 10분 동안 원심 분리하였다. 상층액을
제거하고 PBS로 2회 세척한 후, 분리한 세포를 얼음
에 옮겨 0.5% triton X-100 100㎕, PBS 200㎕를 첨가
하여 1시간 동안 방치하여 세포막을 파괴하였다.
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Table 1. Primers utilized for RT-PCR

Primer Size(bp) Sequence

Type I collagen 503 sense 5'CTGGCAAAGAAGGCGGCAAA3'
anti 5'CTCACCACGATCACCACTCT3'

GAPDH 985 sense 5'TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT3'
anti 5'CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC3'



PBS 200㎕를 첨가하고 4℃, 8,000rpm에서 10분간 원
심분리한후상층액을모아 ALP 활성도측정에사용
하였다. 30℃에서 20㎕의세포액을 1㎖의 ALP-10䠶용
액과혼합하여 30℃에서 30초간반응시킨후생성되
는 p-nitrophenol의 양을 405nm에서 흡광도를 측정
하였다(Initial data). 30℃에서 계속 반응시켜 2분 경
과 후 동일 파장에서 흡광도를 측정하고(Final data),
2분 간의 흡광도 변화를 이용하여 다음과 같이 ALP
활성도를계산하였다.
ALP(U/L) =｛(Final data-Initial data)/2×Total vol-

ume×1000｝
/(18.45×Sample volume×Light path)
= (Final data-Initial data)×1382
96well plate의 각 well에 bovine serum

albumin(BSA) standard 0, 125, 250, 500, 750, 1000,
1500, 2000㎍/㎖와 각 군별 세포액 5㎕씩을 넣었다.
Coomassie blue 250㎕씩을 각 well에 넣고 즉시

ELISA reader를 이용하여 570㎚에서 흡광도를 읽었
다. BSA standard의 흡광도를 이용하여 단백질 농도
와 흡광도 간 관계식을 작성하고 이를 이용하여 각
군별세포액의단백질농도를계산하였다. ALP 농도
를단백질농도로나누어ALP 활성도를계산하였다.
이상의실험을 3회반복시행하였다.

6. 통계학적분석
Kruskal-Wallis test와 Mann-Whitney test를 시행하

였다.

III. 연구결과

가. 세포독성검사

대조군과 농도별로 키토산을 처리한 각 실험군을
배양 2일, 3일후에MTT assay를이용하여대사적활
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Table 2. Effect of chitosan on proliferation of hPDLFs

Chitosan conc Absorbance(Mean ±S. D.)

(㎎/㎖) after 2 day after 3 day

Control 1.814 ± 0.205 2.576 ± 0.200
0.01 2.143 ± 0.149 2.612 ± 0.127
0.1 2.205 ± 0.085 2.491 ± 0.230
1 1.993 ± 0.137 2.037 ± 0.143*
2 1.600 ± 0.141* 1.518 ± 0.148*

*significantly different from the control group, P<0.05.

Figure 2. Effect of chitosan on proliferation of hPDLFs
*significantly different from the control group, P<0.05.

Chitosan conc.(mg/ml)



성을 평가하였다. 2일 째에는 2㎎/㎖의 농도에서, 3
일 째에는 1, 2㎎/㎖의 농도에서 대조군과 비교하여
활성감소가유의하게나타났다(Table 2, Figure 2).
이상의 결과에 근거하여 치주인대 섬유아세포에

대하여 독성을 나타내지 않는 최고의 키토산 농도를
0.1㎎/㎖로결정하였다.

나. RT-PCR에의한제 I형교원질의발현

0.1㎎/㎖의 키토산이 함유된 배지에서 치주인대
섬유아세포를 배양한 후 RNA를 분리하여 제 I형 교
원질의 발현 정도를 대조군과 비교 분석하였다. 0.1
㎎/㎖의 키토산을함유한배지에서배양된치주인대
섬유아세포는 대조군에 비하여 제 I형 교원질의

mRNA 발현이증가하였다(Figure 3, Table 3).

다. ALP 활성도검사

0.1㎎/㎖의 키토산을 함유한 배지에서 배양된 치
주인대 섬유아세포의 분화능을 알아보기 위해 10일
간 배양한 후 세포막을 파괴시켜 세포 내 ALP의 양
을 측정하였다. 0.1㎎/㎖의 키토산을 함유한 배지에
서 배양된 치주인대 섬유아세포는 대조군과 비교하
여ALP 활성이유의하게증가되었다(Table 4).

IV. 총괄및고찰

치주 조직의 재생에 있어 치주인대의 역할은 매우
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Figure 3. Effect of chitosan on mRNA expression by hPDLFs. Expression of specific mRNAs was
detected by PCR with primers specific for type I collagen and GAPDH

Table 3. Relative densitometric analysis of RT-PCR experiment

Chitosan stimulation

( - ) ( + )

Type Ⅰ collagen/GAPDH 2.09 2.82

Table 4. Effect of chitosan on ALP activity of hPDLFs

Chitosan conc(mg/ml) ALP acctivity(Mean±S.D.) (U/g)

Control 138.2±59.9
0.1 188.8±65.8*

*significantly different from the control group, P<0.05.

Type I collagen

Chitosan stimulation

(-)                       (+)

GAPDH



중요한 인자이며, 그 구성 요소 중 치주인대의 유지
와 개조에 기여하는 주세포인 치주인대 섬유아세포
는 성장과 생성, 분화에 있어 특징적인 양상을 나타
낸다. 임상적으로, 치주 조직의 재생을 위해 다양한
종류의 이식재와 차단막이 연구되고 또한 실제 임상
에응용되고있으나, 아직까지각각의한계점을가지
고 있다. 치주 조직의 재생을 위해 사용되는 생약 제
제는 생체 거부 반응이나 생분해시 나타날 수 있는
독성의 위험이 적고 그 효과가 지속적이며 임상에
응용될 경우 경제적으로 사용될 수 있다. 최근 이러
한생체적합성과항균작용, 창상치유촉진등의생
물학적작용, 우수한기계적특성으로관심이증가하
고 있는 키토산은 키틴을 강알칼리 처리하여 탈아세
틸화시킨 유도체로서, 구조적으로 hyaluronic acid와
유사한 polycationic complex carbohydrate이며분자
량은 800-1,500kd인 생체 분해성 물질이다14). 그러
나, 천연 고분자 물질인 키토산은 pH 5.0 이상에서
는 소수성을 나타내기 때문에 수용액을 만들기 위해
서는 산성의 용매를 사용해야 하고, 이러한 산성 용
매는 조직에 유해할 수 있다. 이에 중합체를 올리고
당 형태로 가수 분해하여 쉽게 물에 녹을 수 있도록
만든수용성올리고당키토산이개발되어, 인체내에
서의 흡수성을 높여 경구 복용이 가능해졌을 뿐 아
니라 다양한 분야에서 적절한 농도로 희석하여 사용
하는 것이 가능해졌다. 본 연구에서는 이러한 수용
성 키토산을 PBS에 녹여 다양한 농도의 실험군을 비
교해 보았으며, 이 중 세포 독성 검사를 통하여 치주
인대 섬유아세포에 독성을 나타내지 않는 최고의 농
도를 결정하고 교원질 생성 능력과 조골 세포로의
분화능력을알아보았다.
본 연구에 사용한 키토산의 농도는 0.01, 0.1, 1, 2

㎎/㎖의 네 가지였고 대조군은 키토산을 처리하지
않았다. MTT assay를 이용하여 치주인대 섬유아세
포에 대한 영향을 분석한 결과 키토산의 농도가 증
가할수록 치주인대 섬유아세포의 성장이 증가하였
으나 통계학적으로 유의한 차이는 없었다. 그 정점
(plateau)이 되는 농도는 0.1㎎/㎖였고, 1㎎/㎖ 이상
의 농도에서는 오히려 세포의 성장이 유의한 차이로
감소하였다. 따라서, 0.1㎎/㎖를 치주인대 섬유아세

포에대한적정농도로결정하였다.
키토산이치주인대섬유아세포의교원질생성에미

치는 영향을 알아보기 위해 키토산을 함유한 배지에
서 배양하였을 때 제 I형 교원질의 발현을 RT-PCR을
이용해 분석하였다. 0.1㎎/㎖ 키토산을 처리한 경우
대조군에비해제 I형교원질의mRNA 발현이증가하
였다. 제 I형 교원질은 치주 조직에 가장 많은 세포외
기질로석회화결절형성에필수적인요소라할수있
다. 이러한 결과를 볼 때, 적정 농도의 키토산은 치주
인대 섬유아세포의 성장과 교원질 생성을 촉진할 뿐
아니라 치주인대 섬유아세포가 골원 세포(osteogenic
cell)로분화하는것또한촉진한다고할수있다.
치주인대 섬유아세포가 조골 세포로 분화하는 양

상을 확인하기 위해 ALP 활성도를 분석하였다. 0.1
㎎/㎖ 키토산을 함유한 배지에서 배양한 경우 대조
군에 비해 활성이 유의하게증가하였다. ALP의 활성
은 조골 세포의 초기 분화기에 증가하는 분화의 표
식자로, 치주인대 세포에서 ALP의 증가는 석회화가
촉진됨을반영한다.
Klokkevold는 쥐에서 채취한 미분화 간엽 세포가

키토산을 처리하였을 때 조골 세포로 분화하여 석회
화되는 양상을 보고한 바 있다11). 그는 이 연구에서
키토산이 직접적으로는 조골 세포의 골 생성을 촉진
하고 간접적으로는 섬유아세포를 억제함으로써 골
생성에 저해되는 인자를 억제하여, 결과적으로 조골
세포로의 분화와 골 생성을 촉진한다고 결론내렸다.
그러나, 본 연구 결과에 의하면 키토산을 함유한 배
지에서 치주인대 섬유아세포를 2일, 3일 간 배양한
후 MTT assay를 시행하였을 때 성장과 교원질 생성
을 촉진한 반면 10일 간의 배양 후에는 ALP의 활성
을유의하게증가시킨결과를볼수있다. 즉, 키토산
은 치주인대 섬유아세포에 대해 초기에는 성장을 촉
진하고, 시간이지남에따라성장보다는조골세포로
의 분화를 유도하는 작용을 하는 것으로 사료된다.
따라서, 미분화 간엽 세포의 배양에서 조골 세포가
섬유아세포보다 우세하게 나타난 것은 배양 기간에
기인한것으로추측된다.
키토산이 골 결손 치유, 즉 골 재생에 미치는 영향

에 대해서는 여러 가지 동물 실험을 통해 입증된 바
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있다. Malette 등은 키토산을 이용한 개 실험에서 다
리에서의 골 재생을24), 또 Muzzarelli 등은 양의 대퇴
부 관절 실험에서 대조군과 비교해 골 치유가 향상
된결과를보고하였다22). 본 실험으로키토산의작용
기전을 명확하게 규명할 수는 없지만, 상기의 연구
결과는 동물 실험에서의 키토산의 골 재생 효과를
세포 수준에서 뒷받침하고 있다. 키토산의 작용 기
전에 대해 키토산이 구조적 측면에서 hyaluronic
acid와 유사하다는점에착안하여, hyaluronic acid가
조직 재생에 관여하는 전구 세포의 이주와 성장을
촉진하는 것과 유사하게, 키토산이 특정 전구 세포,
즉 조골 세포로의 이주와 분화를 촉진할 수 있다는
가설이 제시된 바 있다11). 키토산의 작용 기전에 관
해서는향후의연구가필요할것으로사료된다.
본 연구에서 입증된 골 유도 효과(osteo-inductive

effect)이외에도 키토산은 생체 내에서 오랜 기간 흡
수되지 않고 그 형태를 유지하고 있어 골 전도 효과
(osteo-conductive effect) 또한 기대된다. Jameela 등
은 키토산이 glutaraldehyde같은 dialdehyde를 사용
하여 cross-linking시킴으로써보다오랜기간흡수되
지 않고 그 형태와 기능을 유지하고 있음을 보고하
였다25). 이는 키토산의 cross-linking density를 변화
시킴으로써 필요한 기간동안 유지시킬 수 있는 가능
성을제시하며, 이러한특성은키토산의생분해성차
단막으로의성공적인사용가능성을뒷받침한다.
결론적으로, 0.1㎎/㎖ 농도의 키토산은 초기에는

치주인대 섬유아세포의 교원질 생성을 증가시켰고,
시간이 지남에 따라 조골 세포로의 분화를 유도하였
으며, 이러한 결과는 향후 키토산의 임상적 적용에
대한근거가될것으로사료된다.

V. 결론

키토산을치주조직재생에적용하기위한임상전
실험으로 키토산이 치주인대 섬유아세포에 미치는
영향을 알아보기 위해, 치주인대 섬유아세포에 독성
을 나타내지 않는 최고의 농도를 결정하여, 결정된
농도의 키토산이 치주인대 섬유아세포의 교원질 생
성능, alkaline phosphatase(ALP) 활성에 미치는 효

과를평가하여다음과같은결과를얻었다.
1. 세포 독성 검사 결과 키토산의 농도가 0.1㎎/㎖
이상일경우세포활성이감소하였다(p<0.05).

2. 키토산(0.1㎎/㎖)은 치주인대 섬유아세포의 제
I형교원질의mRNA 발현을증가시켰다.

3. 키토산(0.1㎎/㎖)은 치주인대 섬유아세포의
ALP 활성을유의하게증가시켰다(p<0.05).

결론적으로, 치주인대 섬유아세포에 독성을 나타
내지 않는 최고 농도(0.1㎎/㎖)의 키토산은 초기에
는 치주인대 섬유아세포의 교원질 생성을 증가시켰
고, 시간이 지남에 따라 조골 세포로의 분화를 유도
하였다.
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-Abstract-

The effects of chitosan on the human periodontal
ligament fibroblasts in vitro

Jeong-Won Paik1, Hyun-jung Lee2, Yun-Jung Yoo2, Kyoo-Sung Cho1,
Chong-Kwan Kim1, Seong-Ho Choi1

1Department of Periodontology, College of dentistry, Yonsei University,
Research institute for periodontal regeneration

2Departmnet of oral biology, College of dentistry, Yonsei University

Periodontal therapy has dealt primarily with attempts at arresting progression of disease, however, more
recent techniques have focused on regenerating the periodontal ligament having the capacity to regenerate the
periodontium. The effect of chitosan(poly-N-acetyl glucosaminoglycan), a carbohydrate biopolymer extracted
from chitin, on periodontal ligament regeneration is of particular interest.
The purpose of this study was to evaluate the effect of chitosan on the human periodontal ligament fibrob-

lasts(hPDLFs) in vitro, with special focus on their proliferative properties by MTT assay, the synthesis of type Ⅰ
collagen by reverse transcription-polymerase chain reaction(RT-PCR) and the activity of alkaline
phosphatase(ALP). Fibroblast populations were obtained from individuals with a healthy periodontium and
cultured with α-MEM as the control group. The experimental groups were cultured with chitosan in concentra-
tion of 0.01, 0.1, 1, 2㎎/㎖.

The results are as follows;
1. Chitosan-induced proliferative responses of hPDLFs reached a plateau at the concentration of 0.1㎎/㎖
(p<0.05).

2. When hPDLFs were stimulated with 0.1㎎/㎖ chitosan, mRNA expression of type I collagen was up-regu-
lated.

3. When hPDLFs were stimulated with 0.1㎎/㎖ chitosan, ALP activity was significantly up-
regulated(p<0.05).

In summary, chitosan(0.1㎎/㎖) enhanced the type Ⅰ collagen synthesis in the early stage, and afterwards,
facilitated differentiation into osteogenic cells. The results of this in vitro experiment suggest that chitosan
potentiates the differentiation of osteoprogenitor cells and may facilitate the formation of bone.

Key words : Chitosan, hPDLFs, MTT assay, RT-PCR, ALP activity


