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치주인대세포에 대한 
Bone morphogenetic protein-7의 영향

김경희ㆍ김영준ㆍ정현주
전남대학교 치과대학 치주과학교실,

전남대학교 치의학연구소

I. 서 론7)

치주치료의 궁극적인 목적은 질환에 의해 손상된

치주조직의 재생으로서, 치주질환 중 염증에 이환된

치근면의신생백악질의형성, 신생골의침착, 이 두

조직 간에 기능적으로 배열되는 신생 결합조직 섬유

및상부치은조직의재형성을의미한다. 그러나치주

조직치유시치근백악질, 치주인대, 치조골및치은조

직으로부터 유래되는 다양한 세포들의 영향으로 그

치유되는 양태가 매우 다르게 나타난다.1,2) 치주조직

의재생과정중치주조직내특정세포의역할에관

해서McCulloch3)와Gould 등4)은치주조직의재생

에관여하는전구세포들이치주인대의혈관주위에존

재한다고하였고, Herr 등5)은잔존하는건강한치주

인대 부위의 세포활성을 통하여 치주조직의 재생이

얻어진다고하는등, 성공적인치주조직의재생을위

해서는치주인대의활성이중요함을시사하였다.

소실된치주조직의회복을위해여러가지방법으

로 창상부분의 세포부착능력을 향상시키기 위한 치

근면처치제의사용,6) 골결손부재생을위한골이식

재의 사용,7) 특정 세포의 선별적 이주를 이용하는

조직유도재생술식8) 등이있다. 그러나현재까지제

안된 많은 방법들은 그 임상적 결과에 대한 예지성

이낮으며특히골재생효과는제한적이다.6-8)

최근에는 세포의 성상을 생물학적으로 조절하는

방법에대한연구가진행되어폴리펩타이드계성장인

자(polypeptide growth factors)와 골형태형성단

백질(bone morphogenetic protein; BMP)의 임

상적용 가능성이 연구되고 있다.9,10) BMP는 1965

년 Urist11)가 처음 발견하여 명명한 이래로 일반적

인특성, 아미노산서열, 삼차원적구조가 TGF-β와

유사성을 갖고 있으며 아미노산 서열의 유사성에따

라서 BMP-2/-4군, BMP-5/-6/-7/-8군, BMP-3/

-12/-13군의3개소군으로나누어지며생체내여러

세포에 의해합성되어 이량체 당단백의 형태로 존재

한다.12,13)

BMP는 태생기 분화 및 신체골격 형성과 기관형

성에관여하며태생기이후에도세포들의생합성및

연골모세포와골모세포의분화를촉진시켜서골형성

을유도한다.14,15) 여러실험과연구를통하여BMP

의 골형성 유도능력이 평가되었는데, BMP-2/-4와

BMP-7군이골형성능력이우수한것으로보고되고
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있다.12-15) 성견에서외과적으로형성된치조골결손

부에 BMP-2를 적용시 많은 양의 신생골과 백악질

형성이보고되고있으나16-19) 대부분의경우구강내

로 노출되지않는 non-submerged defect type에

서의 결과로 구강 내로 노출된 치주 결손부에서는

그효과가없었다.18) 그러나 BMP-7의경우어떠한

형태의치주결손부에서도유의하게많은양의치주

조직의재생이관찰되었다.20-22) 치주조직재생에성

장인자나골형태형성단백질의적용시가장큰합병

증중의 하나가 치근강직이다. BMP-2, BMP-4를

실험적치주결손부에적용시치근강직이자주관찰

된다.16,17,19) 그러나 BMP-7을 적용한 경우는 치근

강직의 빈도가 아무처치를 하지 않은 경우와 큰 차

이가 없었다고 하였다.21,22) 이와 같이 치주 결손부

에다양한 BMP를적용하였을때그결과가상이한

것은 BMP의세포들에대한조절능력이세포및분

자수준에서다르기때문으로여겨진다.

지금까지의 연구결과로부터 BMP-7은 창상 치유

과정 중에 세포이동과 기질형성을 촉진시키며 골형

성을 증진시키는 효과가 있는 것으로 여겨진다. 따

라서BMP-7은치주인대세포의활성화를통한치주

질환으로파괴된치주조직의재생에유용한제재중

하나라고 시사되었다. 그러나 현재 BMP-7의 치주

조직재생에대한효과를세포학적수준에서연구한

것은 드물다. 이에 이번 연구는 in vitro 상에서

BMP-7을 백서 치주인대 세포에 적용하였을 때

BMP-7에 의한 치주인대 세포의 생활성과 석회화

형성능력을관찰하고자하였다.

II. 실험재료 및 방법
1. 백서 치주인대세포의 배양

백서의 치주인대세포는 Matsuda 등10)의 방법

에 준하여 분리되었다. 치아 발거 전 5일 동안

0.4% β-aminopropionitrile(Sigma Chemical

Co., U.S.A.) 수용액을 섭취시켰다. 실험동물에

pentobarbital sodium 30mg/㎏을복강내주사하

여마취시킨후상악좌, 우측제 1 대구치를발거하

였다. 발거 1-2일후발치와내의혈병을제거하여세

절한 다음 35mm 배양접시에 고르게 분산시켜 1%

antibiotic-antimycotic solution(Penicillin-Stre-

ptomycin, GibcoBRL, U.S.A.)이 첨가된 DMEM

배지를이용하여세포를배양하였으며, 3일 간격으로

배양액을교환해주었다. 실험에는계대배양 5-7세대

의것을사용하였다.

2. 배양접시 내 BMP-7의 적용

Recombinant human bone morphogenetic

protein-7(rhBMP-7)은 Dr. Higgins(State Uni-

versity of New York, School of Medicine,

Buffalo)로부터제공받았다. rhBMP-7은배지에녹

여 stock solution으로 준비하였고 배지에 적용하였

을때최종농도가각각 10, 25, 50, 100ng/㎖이되

도록 하였다. 대조군은 rhBMP-7을 적용하지 않은

군을, 실험군은 해당 농도의 rhBMP-7을 적용한 군

으로하였다.

3. 세포활성도 검사

계대배양 5-7세대의백서치주인대세포를 0.25%

trypsin-EDTA(GibcoBRL, U.S.A.) 용액으로 처

리하여분리한후well당 1 × 104개의세포수가되게

하여96 well plate에접종한후배양하였다. 세포가

약 70%정도의밀생에도달되었을때 2% FBS가포

함된DMEM(GibcoBRL, U.S.A.)배양액으로교환

하고해당농도의 rhBMP-7을첨가하였다. 배양 1일

후와 3일 후에 MTT 검사를 시행하였다. 각 well에

서 배양액을 제거하고 생리식염수로 2회 세척 후

Non-Radioactive Cell Proliferation Assay kit

(Promega, U.S.A.)를이용하여제조사의지시대로

3-(4,5-dimethyl-thiazole-2-yl)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide 용액 50㎕를첨가하고 4시간

동안 배양하였다. 반응을 정지시키기 위하여 여기에

20㎕의10%SDS를첨가한후ELISA plate read-
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Figure 1. MTT assay for primary rat periodontal ligament cell viability with BMP-7(ng/㎖). A: Cell viability 

after 24 hour exposure with BMP-7. B: Cell viability after 72 hour exposure with BMP-7. * : indicates 

significant difference from the control group(p<0.01).

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

장 490nm에서의 흡광도를 측정하였다. 해당농도의

rhBMP-7에 대한세포활성도평가는대조군에대한

백분율로표시하였다.

4. 염기성 인산 분해 효소 활성도 측정

염기성 인산 분해 효소 활성도 측정은 Matsuda

등10)의방법에준하여시행하였다. 백서치주인대세

포를배양한 후 12 well dish에 well당 1×105 cell

을분주하였다. 24시간후해당농도의 rhBMP-7을

적용하고 3일과 5일간배양하였다. 배지를제거한후

1% TritonX-100으로 세포를 용해시키고 초음파로

분쇄시켰다. 0.4mM Tris HCl, 2mM MgCl2, 4

mM p-nitrophenol phosphate가함유된완충용액

50㎕/well을 가한 후 30분간 반응시키고, 150㎕의

1N NaOH를 가하여 반응을 중지시킨 후 분해된

p-nitrophenol을 405nm에서 spectrophotometer

로비색정량하였다.

5. 석회화 결절 형성의 측정

석회화 결절 형성에 대한 rhBMP-7의 영향을 알

아보기 위하여 백서 치주인대세포를 12 well plate

에 1×105 개의 세포가 되게 분주한 후 10% FBS,

1% antibiotic-antimycotic solution, 50㎍/㎖

ascorbic acid, 10mM sodium β-glyceropho-

sphate가 첨가된 DMEM배양액에 rhBMP-7의 최

종 농도가 10ng/㎖, 25ng/㎖, 50ng/㎖, 100ng/㎖

이되도록처리하고3일마다배지를교환하면서14일

간배양하였다.

배양 14일후에세포를 4% formaldehyde에 1시

간고정한후 1% alizarin red S 염색액을넣어 20

분간반응시켜석회화결절을염색하였다. 염색된표

본들은 CCD camera(Sony, Japan)에서 촬영하고

Optimas image-processing program(Media cy-

bernetics, Carlsbad, CA, U.S.A)을 이용하여 모

니터상에서석회화결절부분의면적을계측하였다.

6. 통계학적 분석

모든실험은 3회시행하였으며실험에서얻어진수

치는one-way ANOVA와Duncan 법을시행하였다.

III. 결 과
1. BMP-7에 의한 백서 치주인대 세포의 

활성도 
대조군과 농도별로 BMP-7을 처리한 각 실험군
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BMP(ng/㎖ )
Incubation periods

3 day 5 day

0 331 ± 98 513 ± 60

10 320 ± 38 575 ± 43

25 365 ± 31 628 ± 53

50 415 ± 55* 790 ± 66*

100 413 ± 64* 865 ± 91*

Table 1. Alkaline phosphatase activity(U/105 cells) of rat periodontal ligament cells treated 

with BMP-7 

Figure 2. Representive in vitro mineralization data obtained from 14-day cultures of primary rat 

periodontal ligament cells. +: indicates significant difference from the control(p<0.01).

을배양1일, 3일후에MTT검사를시행하였다. 배

양 1일, 3일모두BMP-7농도 200ng/㎖이상에서

는 대조군과 비교하여 유의한 활성감소가 나타났다

(p＜0.01, Figure 1).

2. 염기성 인산 분해 효소 활성도
BMP-7을 넣지 않은 대조군과 각 해당농도의

BMP-7을첨가하고배양한실험군들의염기성인산

분해효소활성도를측정하였다. 효소활성도는배양

3일에 대조군은 331 U였고, rhBMP-7 농도 10～

100ng/㎖에서는 320~415 U로 rhBMP-7농도50

ng/㎖와 100ng/㎖에서 대조군에 비해 효소 활성도

가유의하게높게나타났다(Table 1, p<0.05).

배양 5일 후 효소활성도는 대조군은 513 U였고,

rhBMP-7 농도 10～100ng/㎖에서는 575～865 U

로 모든 군에서 배양 3일에 비하여 효소 활성도가

증가하였다. BMP-7 농도 50～100ng/㎖까지 대조

군에 비해 효소 활성도가 유의하게 높게 나타났다

(p＜0.05, Table 1).

3. 석회화 결절 형성

백서치주인대세포를석회화결절형성용배지에

서배양하고배양 14일과 21일에alizarin red S로

염색하고 석회화 결절 형성 면적을 측정하였다. 결

0 10 25

10050
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절은원형으로주위에세포가밀집되어있었고결절

중심부에진한적색으로염색되어있었다.

배양 14일에 대조군의 석회화 결절의 면적율은

15%, BMP-7 10ng/㎖은 18.4%, 25ng/㎖은

24.3%, 50 ng/㎖은 47.6%, 100 ng/㎖은 62.7%

로 rh BMP-7 50ng/㎖과 100ng/㎖을 투여한 군

에서 대조군보다 약 3～4배 더 크게 석회화 결절이

형성되었다(p＜0.01, Figure 2).

IV. 고 찰
파괴된치주조직의수복에는치은섬유모세포, 치

주인대세포, 그리고골모세포가주로관여한다.1) 치

근이포함된창상부위에치은섬유모세포에의한치

유는 치근 흡수와 결합조직성 수복으로 이루어지고,

골모세포에 의한 치유는 치근강직과 골조직으로 수

복된다. 그러나 치주인대 세포에 의한 치유는 백악

질을 포함한 건강한 치주조직의 수복이 가능하며
2,6,8) 이에따라치주창상부위에 약제, 성장인자및

골형태형성 단백질 등을 첨가하여 치주인대세포를

활성화시킴으로서 치주조직의 재생을 증진시키려는

연구가진행되고있다.

골형태형성 단백질은 골의 분화과정의 기시제로

작용하여태생기분화및구강악안면조직을포함한

신체골격 형성과 기관형성에 관여하며 태생기 이후

에도 골이 형성되는 부위로 세포들의 이주와 부착,

그리고연골모세포와골모세포의분화를촉진시켜서

골형성을유도한다.12-14)

Urist11)는 골형태형성 단백질은 미분화간엽세포

를 자극하여정상적인 골대사과정, 골절부위의 치유

및 이식골의 생착 등에 관여한다고 하였다. 골형태

형성단백질은BMP-1을제외하고는아미노산서열

과 삼차원적인 구조가 TGF-β와 유사하여 TGF-β 

superfamily로 분류되며 그 중 BMP-2, BMP-4

그리고BMP-7이골재생능력이우수하다고평가되

고 있다.14,15) BMP-2와 BMP-4는 낮은 농도에서

도우수한골형성능력과치주조직재생능력이뛰어

난 것으로 평가되지만, 실험모델에따라서재생능력

에는 차이가 있다. 또한 치근강직과 같은 부작용
18,19)도나타나기때문에다양한치주결손부에의적

용에는 좀더 많은 연구가 필요하리라 생각된다.

BMP-7은 백서, 개, 원숭이 등의 여러 실험모델에

서 우수한 치주조직 재생이 관찰되었으며 골강직도

관찰되지않아치주조직재생에유용한물질로평가

되고 있다.20-22) 이러한 결과의 차이는 실험동물과

적용된 결손 모델 및 적용된 농도등의 차이에 의한

것으로 생각될 수 있지만 적용된 각 BMPs의 성분

이 치주인대 세포에 미치는 영향에 차이도 있을 것

으로추정된다. 그러나현재까지 BMPs의 세포수준

에서의 연구는 주로 미분화된 전구세포나 골모세포

에서 이루어져 왔다.14,15,23) 이에 이번 연구에서는

치주조직 재생에 중요한 역할을 하는 치주인대세포

에 rhBMP -7을 적용하였을 때 치주인대세포에의

한골형성능력을세포수준에서관찰하였다.

BMP-7을 투여하였을 때 백서 치주인대 세포의

생활성 여부를 평가하기 위하여 MTT 검사를 시행

하였다. MTT 검사는 살아있는 세포의 증식여부나

세포독성을 측정할 때 주로 많이 사용되고 있는 방

법으로세포의수를직접세지는않지만대사적으로

활성을가지고있는세포내미토콘드리아의활성을

측정하여 세포의 생존여부를 정량적으로 측정하는

간접적인 방법이다. 대사과정이 온전한 세포에서는

미토콘드리아의탈수소효소작용에의하여노란색의

수용성MTT tetrazolium이자주색을띄는비수용

성의 MTT formazan으로 환원되는데, MTT for-

mazan의 흡광도는 490nm에서 최대가 되기 때문

에 이 파장에서 측정된 흡광도는 생존하여 대사가

활발한 세포들의 수를 반영하게 된다. 따라서 측정

된 흡광도를 통해 세포 수의 증식이나 감소를 간접

적으로 알 수 있게 된다.24) 이 실험에서는 BMP-7

의투여농도에따른치주인대세포의활성에미치는

효과를 알아보기 위하여 BMP-7 10～200ng/㎖을

투여한군과세포배양액만투여한대조군의경우와

비교하였다. 그결과세포배양 1일과 3일에BMP-7

농도 10～100ng/㎖투여한군과대조군에서의흡광

도가 유의한 차이가 없는 것으로 나타났으나 BMP
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-7농도 200ng/㎖에서는대조군에비해세포활성이

유의하게 감소하였다(p＜0.01, Figure 1). BMP가

세포의증식및활성에미치는영향을관찰한여러실

험에서도 본 실험과 유사한 결과를 보고하였는데,

Anusaksathien과 Giannovile25)은BMP는인간의

치주인대세포의증식에영향을미치지않았다고하였

고, Taira 등26)의 연구에서도 10 ng/㎖ 농도의

BMP는백서태자두개관세포의증식과활성에는별

다른영향을미치지않았다고하였다. 따라서본실험

에서는 세포활성에 영향을 미치지 않는 10～100ng/

㎖농도를선택하여BMP-7에의한백서치주인대세

포의석회화의영향을관찰하였다.

BMP-7은 전골모세포를포함한골원성세포혹은

근육세포가 골모세포로의 분화에 영향을 준다. 이들

대부분의 연구들은 골모세포 분화와 연관성이 있는

특정표식자들즉염기성인산분해효소활성도, 석회

화결절형성, 교원질합성, osteopontin/osteonec-

tin, osteocalcin 등의 세포외기질 합성능력을 측정

한다.37,28) 골원세포에서 골모세포로의 분화과정은

전골모세포에서 골모세포로 분화 초기에 제 1형 교

원질, 염기성 인산분해효소의 생산이 증가된다. 그

이후 bone sialoprotein, osteopontin 등의 세포

외기질합성이증가되고골모세포의광화가시작되면

osteocalcin이 증가한다.28) 치주인대세포는 섬유모

세포와골모세포유사표현형을가지고있는데, 세포

주위에 존재하는 여러 가지 cytokines이나 hor-

mone에의하여세포의특성이변화될수있다.

이번 연구에서도 BMP-7에 의한 치주인대 세포

의 성상변화를 관찰하기 위하여 염기성 인산분해효

소 활성도와 석회화결절 형성율을 측정하였다. 이

연구에서 염기성 인산분해효소 활성도는 대조군에

비하여 그 수치가 더 높고 농도 의존적으로 증가하

였다. 농도에 따른 변화를 관찰 시에 BMP-7 50

ng/㎖과 100ng/㎖ 농도에서 대조군에 비해 유의한

차이를 보였다(p＜0.05, Table 1). 이 결과는

BMP -7 농도 2.5～80ng/㎖에서 골모세포의 염기

성인산분해효소활성이농도의존적으로높게나타

났다는Asahina 등29)의보고와BMP-7 100ng/㎖

에서 대조군보다 더 높은 활성을 관찰한 Yeh 등30)

의보고와유사하였다.

배양세포의 석회화 결절의 형성은 골조직 재생의

기본이되는석회화능력을나타내는중요한지표이

다. 백서 장골의 골수에서 채취한 간엽세포를 대상

으로 한 Notoya 등31,32)의 연구에 의하면 배양 14

일 이후부터석회화결절이형성된다고보고하고있

는데 이 실험에서도 배양 14일 후 석회화 결절형성

을 관찰하였다. 배양 14일후 BMP-7 10ng/㎖과

25ng/㎖ 농도를 투여한 군에서는 대조군과 유의한

차이는 없었지만 더 높은 결절 형성율을 보였으며

BMP-7 50ng/㎖과 100ng/㎖ 농도를 투여한 군에

서 대조군에 비해 석회화 결절 형성 면적률이 약

3～4배더 크게 나타났다(p＜0.01, Figure 2). 백

서 두개관세포를 대상으로 BMP-7 투여에 의한 석

회화 결절 형성을 관찰한 Li 등33)의 연구에서도

100ng/㎖ 농도에서 대조군에 비해 약 3배 증가된

결절형성을보고하여우리연구의결과와유사하였

다. 따라서 이연구의결과는대부분의치주인대세

포가자극을받지않은경우에는골모세포와유사한

특성을 갖는 세포로 분화되지 않거나 지연되지만,

BMP-7 자극시에는골모세포와유사한세포로빠르

게분화되어골형성이증진됨을시사한다.

이번연구결과 백서 치주인대 세포에 BMP-7 농

도 10～100ng/㎖을 적용하였을 때, BMP-7은 세

포의활성을억제시키지는않았으며염기성인산분

해 효소활성을 농도 의존적으로 증진시킴을 알 수

있었다. 또한 rhBMP-7농도 50ng/㎖과100ng/㎖

에서 석회화 결절 면적률이 대조군에 비해 유의한

증가를보였다. 이는 BMP-7의적용은치주인대세

포의골모세포유사세포로의분화에영향을주어골

재생을증진시킬수있음을의미한다. 향후 BMP-7

에 의한치주인대세포의골모세포유사세포로의분

화과정에영향을미치는신호전달체계에대한연구

가필요하며또한골형성에중요한세포외기질단백

질 분비에 미치는 영향 및 그 기전에 대한 연구가

필요하다.
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V. 결 론
이 연구는 recombinant human bone mor-

phogenetic protein-7(rhBMP-7)이 치주 결손부

의 조직재생을 증진시킨다는 연구보고에 근거하여

치주조직 재생에 가장 중요하다고 여겨지는 치주인

대 세포에 BMP-7을 적용하였을 때 세포에 미치는

영향을알아보고자하였다.

백서치주인대세포에 BMP-7 농도 10, 25, 50,

100, 200ng/㎖을 적용하고 배양 1일과 3일에

MTT 검사를시행하였다. 또 BMP-7 농도 10, 25,

50, 100ng/ml을 치주인대 세포에 적용하고 3일과

5일후염기성인산분해효소활성도를측정하였으며

배양 14일째 석회화 결정 형성 능력을 측정하여 다

음과같은결과를얻었다.

1. BMP-7 농도 10ng/㎖～100ng/㎖를 백서 치

주인대세포에적용하였을때 1일과 3일에대

조군과 유사한 세포활성을 보였으나, 농도

200ng/㎖ 이상에서는 세포 활성이 유의하게

감소하였다(p＜0.01).

2. 배양 3일과 5일에 BMP-7을 처리한 경우에

염기성 인산 분해 효소 활성도는 대조군에비

하여그수치가더높고농도의존적으로증가

하였는데 BMP-7 농도 50ng/㎖와 100ng/㎖

에서 대조군에 비해 효소 활성도가 유의하게

높았다(p＜0.05).

3. 석회화 결절 형성을 측정한 결과, BMP-7 농

도 50ng/㎖ 과 100ng/㎖에서 대조군과 비교

하여 3～4배의더많은석회화결절을형성하

였다(p＜0.01).

이상의 결과 BMP-7은 백서치주인대 세포에작

용하여 골모세포 유사세포로의 분화를 유도하여 석

회화를증진하는 것으로 나타났으며, 치주질환에의

한 치조골 결손부의 재생에 BMP-7의 임상적 응용

이가능하리라시사되었다.
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Effect of BMP-7 on the rat periodontal ligament cell
Kyung-Hee KimㆍYoung-Jun KimㆍHyun-Ju Chung
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8)

Bone morphogenetic protein-7(BMP-7), a member of the transforming growth factor

superfamily, stimulates osteoblast differentiation and bone formation. There are lots of

evidences supporting a direct participation of periodontal ligament(PDL) cells on periodontal

tissue regeneration. The purpose of this study was to evaluate the effect of recombinant

human(rh) BMP-7 on primary rat PDL cells in vitro, with special focus on the ability of

bone formation. The PDL cells were cultured with rhBMP-7 at the concentration of 0, 10,

25, 50, 100 and 200ng/㎖ for MTT assay. We evaluated the alkaline phosphatase activity at

3 and 5 days of incubation and the ability to produce mineralized nodules of rat PDL cells at

14 days of cell culture in concentration of 0, 10, 25, 50 and 100ng/㎖.

The cell activity was not reduced in cells treated with BMP-7 at 10～100ng/㎖, whereas

the cell activity was reduced in the concentration of 200ng/㎖ than the control at day 1 and

3(p<0.01).

At 3 and 5 day, alkaline phosphatase activity was significantly increased in cells treated

with BMP-7 at 50ng/㎖ and 100ng/㎖(p<0.05). The area of mineralized bone nodule was

greater in cells treated with BMP-7 at 50 and 100 ng/㎖ than the control(p<0.01).

These results suggest that rhBMP-7 stimulate rat PDL cells to differentiate toward

osteoblast phenotype and secretion of the extracellular matrix of rat PDL cells.

Key words : rat periodontal ligament cells, BMP-7, alkaline phosphatase, mineralized nodule


