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백서 치주인대세포의 분화에 대한
Bone morphogenetic protein-7의 영향

1ㆍ김영준1,2ㆍ정현주1,2

1전남대학교 치과대학 치주과학교실 및 2치의학연구소

Ⅰ. 
궁극적인치주치료목적은질환에의해손상된치

주조직을 재생하는것이다. 이러한 치주조직재생은

염증에이환된치근면의신생백악질의형성, 신생골

의침착, 이두조직간에기능적으로배열되는신생

결합조직섬유및상부치은조직의재형성을의미한

다. 그러나 치주조직 치유시 치근백악질, 치주인대,

치조골및치은조직으로부터유래되는다양한세포들

의영향을받아치유되는양태가매우다르다1-2).

치주조직의재생과정에는치주조직내여러세포

들 중 특히 치주인대세포의 역할이 중요하다. Mc-

Culloch3)는 치주조직의 재생에 관여하는 전구세포

들은 치주인대의 혈관주위에 존재한다고 하였고,

Aukil 등4)은이들전구세포들이치조골과백악질쪽

으로이동하면서골모세포유사세포와백악아세포로

분화한다고 하였다. 또한 Herr 등
5)
은 잔존하는 건

강한 치주인대 부위의 세포활성을 통하여 치주조직

의 재생이 얻어진다고 하는 등, 성공적인 치주조직

의 재생을 위해서는 치주인대세포의 활성이 중요함

을시사하였다.1)

치주인대세포는치은섬유모세포와는달리광물화

능력을가지고있고
6)
, 골모세포와유사하게높은염

기성 인산효소 활성도를보이며7) 또한골관련 단백

질인 osteonectin이나 osteopontin 등을 합성할

수 있는능력을 갖고있다
8,9)
. 그러므로치주인대세

포는 세포외기질의 효율적인 합성에 관여하며 이것

은성장인자나호르몬, bone morphogenetic pro-

teins(BMPs) 등에 의하여 그 활성이 향상된다고

알려져있다10-12).

BMPs는태생기분화및구강악안면조직을포함

한신체골격형성과기관형성에관여하며태생기이

후에도 치유될 골조직으로 세포들의 이주와 부착,

세포들의증식및골모세포의분화를촉진시켜골형

성을촉진시킨다고알려져있다
13)
. 성장인자들은분

화된 골형성세포에만 작용하므로 골조직 형성에는

한계가 있지만 BMPs는 미성숙된 골전구세포 뿐만

아니라성숙된골모세포에도영향을주기때문에골

형성능력은매우뛰어나다14,15).

BMP는 1965년 Urist16)가 처음 발견하여 명명
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하였으며 일반적인 특성, 아미노산 서열, 삼차원적

구조가 TGF-β와유사성을갖고있다. 아미노산서

열의 유사성에 따라서 BMP-2/-4군, BMP-5/-6/

-7/-8군, BMP-3/-12/-13군의 3개 소군으로 나누

어지며 생체내 여러 세포에 의해 합성되어, 이량체

당단백의 형태로 존재한다13,17). BMP의 골형성 유

도능력이여러 실험과연구를 통하여 평가되었는데,

BMP-2/-4와 BMP-7군이 골 형성능력이 우수한

것으로 보고되고 있다14,18,19). BMP-2/-4는 낮은

농도에서도골형성능력이우수하고치주조직재생능

력이뛰어난것으로평가20-22)되지만, 치주조직재생

실험모델에 따라서 그 능력에는 차이가 있다20-22).

또한치근강직과같은부작용도나타나기때문에다

양한 치주 결손부에의 적용에는 좀더 많은 연구가

필요하다22). 그러나 BMP-7은 백서, 개, 원숭이 등

의여러실험모델에서우수한치주조직재생이관찰

되었으며 치근강직도 관찰되지 않아 치주조직 재생

에유용한물질로평가되고있다23-25).

지금까지 골형성과 관련된 BMP-7에 대한 연구

는주로미분화된골원성세포와전골모세포의분화

에대한연구가시행되어왔으며BMP-7 자극에의

한치주인대세포의분화나골형성과관련된기질합

성에대한연구는드물었다. 이에본연구에서는치

주조직 재생에 중요한 역할을 하는 치주인대세포에

BMP-7을적용하였을때치주인대세포의분화와골

형성능력을관찰하고자하였다.

Ⅱ. 실험재료 및 방법
1. 치주인대세포의 배양
1) 치주인대세포의 분리
백서 치주인대세포는 Matsuda 등26)의 방법에

준하여분리배양하였다. 치아발거전 5일동안 0.4

% β-aminopropionitrile(Sigma Chemical Co.,

U.S.A.) 수용액을 수분으로 섭취시켰다. 실험동물

에 pentobarbital sodium 30 mg/㎏을복강내주

사하여 마취시킨 후 상악 좌, 우측 제 1 대구치를

발거하였다. 발거 1-2일후발치와내의혈병을제거

하여 세절한 다음 35 mm 배양접시에 고르게 분산

시켜 1% 항생제-항진균제 용액(Penicillin-Strep-

tomycin, GibcoBRL, U.S.A.)이 첨가된 DMEM

배지를 이용하여 세포배양을 시행하였으며, 3일 간

격으로배양액을교환해주었다. 실험에는계대배양

5-7세대의세포들을사용하였다.

2) 배양접시내 rhBMP-7의 적용
rhBMP-7은 Dr. Higgins(State University

of New York, School of Medicine, U.S.A)로부

터 제공받았다. rhBMP-7은 배지에녹였으며 배지

내최종농도가각각 10, 25, 50, 100 ng/㎖이되도

록 stock solution으로 준비하여 실험에 사용하였

다. 대조군은 rhBMP-7을 적용하지 않은 군을, 실

험군은 rhBMP-7을적용한군으로하였다.

2. 염기성 인산분해 효소 활성도 측정
염기성인산분해효소활성도측정은Cho 등

10)
의

방법에준하여시행하였다. 백서치주인대세포를배

양한후 12 well 접시에 well당 1 × 105 cell을분

주하였다. 24시간 후 해당 농도의 rhBMP-7을 적

용하고 3일과 5일간 배양하였다. 배지를 제거한 후

1% TritonX-100으로세포를용해시키고초음파로

분쇄시켰다. 0.4 mM Tris HCl, 2 mMMgCl2, 4

mM p-nitrophenol phosphate가 함유된 완충용

액 50 ㎕/well을 가한 후 30분간 반응시키고, 150

㎕의 1N NaOH를가하여반응을중지시킨후분해

된 p-nitrophenol을 405 nm에서 spectropho-

tometer(SmartSpecTM, BioRad, CA, U.S.A.)

로비색정량하였다.

3. 석회화 결절의 형성
석회화 결절의 형성에 대한 rhBMP-7의 영향을

알아보기 위하여 백서 치주인대세포를 12 well

plate에 1 × 105 개의세포가되게분주한후 10%
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FBS, 1% antibiotic-antimycotic solution, 50

㎍/㎖ ascorbic acid, 10 mM sodium β-glycero-

phosphate가첨가된 DMEM solution에 rhBMP

-7최종농도10 ng/㎖, 25 ng/㎖, 50 ng/㎖, 100

ng/㎖가되도록처리하고 3일마다배지를교환하면

서 14일간 배양하였다. 배양 14일에 세포를 4%

formaldehyde에 1시간 고정한 후 1% alizarin

red S 염색 용액을 넣어 20분간 반응시켜 석회화

결절을염색하였다. 염색된표본들은 CCD camera

(Sony, Japan)에서 촬영하고 Optimas image-

processing program(Media cybernetics, Car-

lsbad, CA, U.S.A)을 이용하여모니터상에서 석

회화결절부분의면적을계측하였다.

4. RNA 추출과 역전사중합효소연쇄반
응 (Reverse transcriptase-polymerase 
chain reaction; RT-PCR)

100mm dish에 백서 치주인대세포를 분주하고

10% FBS가 함유된 DMEM 배지에 배양하였다.

배양액은 세포가 밀생에 도달할 때까지 3일 간격으

로교환하였다. 세포가밀생에도달하면 10% FBS,

50 ㎍/㎖ ascorbic acid, 10 mM sodium β-gly-

cerophosphate가첨가된 DMEM solution에 rh-

BMP-7의최종농도가 10, 25, 50, 100 ng/㎖되

도록 처리하고 배양하였다. 배양 7일에 세포의

RNA를추출하였다. RNA의 분리는배양액을 제거

하고 2.0 ml의 TrizolⓇ(Promega, U.S.A.) 용액

을첨가하여각각의 rhBMP-7 농도로 처치한세포

를 1.8ml tube에 수집하였다. 200 ㎕의 chloro-

form을첨가하여 RNA를용해시킨후 4℃, 12,000

rpm에서 10분간 원심 분리하였다. 상층액 만을 취

한 후 500 ㎕ isoprophyl alcohol을 첨가하여

RNA를침전시키고 4 ℃, 10,000 rpm에서 10분간

원심 분리하여 상층액을 제거하였다. 분리한 총

RNA는 Tris-EDTA buffer 40 ㎕에 녹인 후

spectrophotometer로 그 양을 측정하였으며 -7

0℃냉동고에보관하였다.

추출된 총 RNA 중 5 ㎍을 Superscript II

(GibcoBRL, U.S.A.)를 이용하여 70℃에서 10분,

42℃에서 70분, 37℃에서 15분동안역전사중합반

응을유도하여 cDNA를 합성하였다.

백서의 cDNA 염기서열에 의거하여 glyceral-

dehyde-3-phosphate dehydrogenase, bone si-

aloprotein, type I collagen, osteocalcin pri-

mer를제작한후(Figure 1), PCR 완충용액 5 ㎕,

1.5 mM MgCl2 3 ㎕, 10 mM dNTP mix 1 ㎕,

각각의 primer 2.5 ㎕, 5 unit Taq polymerase

0.2 ㎕, cDNA 2 ㎕와 3차증류수를넣어 50 ㎕가

되게 하여 Thermal cycler(Perkin Elmer, U.S.

A.)를 이용하여 증폭하였다(Figure 1). 증폭된

PCR 산물들을 1.5% agarose gel에서 전기영동을

시행하여 얻은 mRNA 영상을 Gel Image Analy-

sis System(QualityOne
Ⓡ
, BioRad, U.S.A)에서

house keeping gene인 GAPDH의발현을기준으

로각 primer의 mRNA 발현정도를평가하였다.

5. Western blot 분석
백서치주 인대세포를 배양한 후 6 well dish에

well당 5 × 10
5
cell을 분주하였다. 24시간 후 인

산화된 Smad 1,5,8 단백질의발현양상을시간대별

로 관찰하기 위하여 100 ng/ml의 rhBMP-7을 0

분, 15분, 30분, 60분, 및 120분간 각각 적용하였

다. 세포 배양액을 제거한 후 4℃ 인산완충 생리식

염수(pH 7.4)로 3회 세척 후 cell lysis buffer

(Cellsignaling Technology
TM
, U.S.A)를 이용하

여 세포를 녹여 cell lysate를 얻었다. rhBMP-7

농도에 따른 Smad 1,5,8 단백질의 발현을 관찰하

기위하여 10～100 ng/ml rhBMP-7를백서 치주

인대세포에 30분간적용하고 cell lysate를 얻었다.

rhBMP-7이 mitogen-activated protein(MA-

P) kinase 경로에 영향을 미치는지를 알아보기 위

하여 rhBMP-7 농도 100 ng/㎖을 30분간 치주인

대세포에 적용하고 cell lysate를 얻었다. 각각의

실험을 위해얻은 시료들은 Bradford의방법을 이
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PCR primers

Primer
Expected

base pairs
Sequence (5'-3')

GAPDH-sense (+) 418 CACCATGGAGAAGGCCGGGG

GAPDH-antisense (-) GACGGACACATTGGGGGTAG

COL I-sense (+) 250 TCTCCACTCTTCTAGGTTCCT

COL I-antisense (-) TTGGGTCATTTCCACATGC

BSP-sense (+) 1068 AACAATCCGTGCCACTCA

BSP-antisense (-) GGAGGGGGCTTCACTGAT

OCN-sense (+) 198 TCTGACAAACCTTCATGTCC

OCN-antisense (-) AAATAGTGATACCGTAGATGCG

PCR programs

GAPDH

94 ℃ 94 ℃ 60 ℃ 72 ℃ 72 ℃

1 min 1 min 2 min 1 min 10 min

25 Cycles

COL I

94 ℃ 94 ℃ 55 ℃ 72 ℃ 72 ℃

1 min 1 min 2 min 1 min 10 min

30 Cycles

BSP

OCN

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, 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; COL I, type 1 collagen; BSP, bone sialoprotein; and 

OCN, osteocalcin.

용하여 단백질의 정량분석을 시행하였으며, 각각에

서 15 ㎍의 시료를 SDS-PAGE 전기영동하였다.

Gel 상의 단백질을 nitrocellulose membrane에

옮기고, membrane blocking solution(Cellsig-

naling TechnologyTM, U.S.A)으로 1시간 bloc-

king한 후 1000:1의 비율로 TTS buffer(Cell-

signaling Technology
TM
, U.S.A)에 희석한 rab-

bit anti-human Smad 1,5,8 polyclonal anti-

body(Cellsignaling TechnologyTM, U.S.A)나

anti-mouse p38 monoclonal antibody, 인산화

된 p38 monoclonal antibody(Cell-Signaling

Technology
TM
, U.S.A)를 4℃에서 16시간 반응시

킨 후 ECL chemiluminescence detection kit

(Cellsignaling TechnologyTM, U.S.A)를 이용하

여제조회사의지시에따라방사선필름상에감광하

여현상하였다.

6. 통계학적 분석
모든 실험은 3회 시행하였으며 실험에서 얻어진

수치는 one-way ANOVA와 Duncan 법으로결정

하였다.
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Figure 2. Alkaline phosphatase activity(U/105 cells) of rat perio-

dontal ligament cells treated with BMP-7(*: indicates significant 

difference compared to the control(p<0.05)).

Ⅲ. 
1. 인산분해효소 활성도 검사
BMP-7을 넣지 않은 대조군과 각 해당농도의

BMP-7을첨가하고배양한실험군들의염기성인산

분해효소활성도를측정하였다. 배양 3일에대조군은

331.7 U였고, 실험군은 BMP-7 농도 10-100 ng/

㎖에서 320.6-415.3 U로 BMP-7 농도 50 ng/㎖

와 100 ng/㎖에서대조군에비해효소활성도가유

의하게높게나타났다(Table 1, p<0.05). 배양5일

에 대조군은 513.2 U였고, 실험군은 BMP-7 농도

10 ng/㎖～100 ng/㎖에서는 575.8-865.4 U로 모

든 농도에서 배양 3일보다 효소 활성도가 증가하였

다. BMP-7 농도 50 ng/㎖～100 ng/㎖까지 대조

군에 비해 효소 활성도가 유의하게 높게 나타났다

(p<0.05, Figure 2).

2. 석회화 결절 형성율
백서 치주인대세포를 석회화 결절 형성용 배지에

서 배양하고 배양 14일과 21일에 alizarin red S

염색을실시하고석회화결절의형성면적을측정하

였다. 결절은원형으로주위에세포가밀집되어있었

고결절중앙쪽으로진한적색으로염색되어있었다.

배양 14일에 대조군의 석회화 결절의 형성 비율

은 15%, BMP-7 10 ng/㎖은 18.4%, 25 ng/㎖은

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

로, BMP-7 50 ng/㎖과 100 ng/㎖을투여한군에

서 대조군보다 석회화 결절이 많이 형성되었다(p<

0.01, Figure 3).

3. 골기질 단백 mRNA 수준
백서치주인대세포를10 ng/㎖에서 100 ng/㎖까

지의BMP-7이함유된배지에백서치주인대세포를

7일간 배양한 후 RNA를 분리하여 type I colla-

gen, osteocalcin, bone sialoprotein mRNA 발

현 정도를 RT-PCR로 관찰하였다. Type I colla-

gen mRNA의 수준은 BMP-7으로 처치한모든군

(10～100 ng/㎖)에서 2.2～2.4배 더 많은 mRNA

의발현이관찰되었다. Osteocalcin mRNA은대조

군에 비하여 BMP-7 농도 10 ng/㎖과 25 ng/㎖

처리시각각 1.2배, 1.6배증가하였으나 50 ng/㎖
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Figure 3. Representative in vitro mineralization data obtained from 14-day cultures of primary rat 

periodontal ligament cells(+: indicates significant difference from the control(p<0.01)).
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Figure 4. RT-RCR analysis of glyceral-dehyde-3-phosphate dehydrogense(GAPDH), type I 

collagen(COL-I), bone sialoprotein(BSP), and osteocalcin(OCN) messenger RNA expression 

in primary rat calvarial cells.

과 100 ng/㎖로 처리하였을때는 약 2.5배정도 그

수준이 증가하였다. Bone sialoprotein mRNA발

현은대조군에비하여BMP-7 농도10 ng/㎖과 25

ng/㎖에서는 각각 1.3배, 1.8배 증가하였으나 50

ng/㎖과 100 ng/㎖로 처리하였을 때는 약 3.3배

정도증가하였다(Figure 4).

4. 세포신호전달 단백의 발현
BMP-7 100 ng/㎖을 적용하고 phosphorylate

Smad 1,5,8 단백질의발현양상을시간별로관찰하

였을때 Smad 1,5,8 protein은 자극 15분후부터

활성이 관찰되기 시작하여 30분과 60분에 가장 잘

발현이되다가 120분 후에는그발현이감소하였다

(Figure 5). 10～100 ng/㎖농도의 BMP-7을 적

용하여 관찰한 경우에서는 Smad 1,5,8 protein의

발현은농도의존적인양상이었다(Figure 6).

BMP-7이 Smad-BMP pathway 이외의 다른

신호전달 경로를 자극하는지를 확인하고자 p38

MAP kinase 단백질 분석결과, BMP-7은 치주인

대 세포내 p38 MAP kinase의 활성을증가시키지

않았다(Figure 7).
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Treatment periods
Kb         0 15 30 60 120 min

Treatment periods
Kb         0 15 30 60 120 min

Figure 5. Western blot analysis of phosphorylated form of 

Smad 1,5,8 antibody by varying the treatment periods (0, 

15, 30, 60 and 120 min) with 100 ng/㎖ BMP-7.

BMP concentration (ng/mL)
Kb              0                10              25                50 100

BMP concentration (ng/mL)
Kb              0                10              25                50 100

Figure 6. Western blot analysis of phosphorylated Smad 

1,5,8 showing activation by dose-dependent manner(con-

trol, BMP-7 10, 25, 50, and 100 ng/㎖).

Control IL-1b  TNFa BMP-7
MW                     (1 nM) (10 nM) (100 ng/㎖)

Control IL-1b  TNFa BMP-7
MW                     (1 nM) (10 nM) (100 ng/㎖)

Figure 7. Western blot analysis of phosphorylated and un-

phosphorylated p38 MAP Kinase. p38 MAP Kinase is acti-

vated by IL-1β(lane 1; MW, 2; control, 3; IL-1β(1 nM), 4; 

TNFα(10 nM), 5; BMP-7(100 ng/㎖)).

Ⅳ. 
치주조직의 재생수복 과정에는 치은 섬유모세포,

치주인대세포, 그리고 골모세포가 주로 관여한다1).

치은섬유모세포에의한치유는치근흡수와결합조

직으로수복이이루어지고, 골모세포에의한치유는

치근강직과 골조직으로 수복된다. 치주인대세포에

의한 치유는 백악질을 포함한 건강한 치주조직으로

수복이 가능하다27). 그러므로 창상부위에 약제, 성

장인자및BMP 등을첨가함으로서치주인대세포의

활성을 도모하고 치주조직의 재생을 증진시키려는

연구가진행중에있다.

BMPs은 골의 분화과정의기시제로 작용하여태

생기 분화 및 구강악안면 조직을 포함한 신체골격

형성과 기관형성에 관여하며 태생기 이후에도 골이

형성되는 부위로 세포들의 이주와 부착, 그리고 연
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골모세포와골모세포의분화를촉진시켜서골형성을

유도한다13-15,17).

BMPs는 미분화간엽세포를 자극하여 정상적인

골대사과정, 골절부위의치유및이식골의생착등

에 관여한다고 Urist가 보고하였다16). BMPs은

BMP-1을 제외하고는 아미노산 서열과 삼차원적인

구조가TGF-β와유사하여TGF-β superfamily로

분류된다. 그 중 BMP-2와 BMP-4는 낮은 농도에

서도우수한골형성능력과치주조직재생능력이뛰

어난것으로평가되지만, 실험모델에따라서재생능

력에는차이가있다. 실험동물에외과적으로형성된

치조골결손부에BMP-2/-4를적용시많은양의신

생골과 백악질 형성이 보고되고 있으나, 대부분의

경우 구강내로 노출이 안되는 submerged defect

type에서의 결과20,22,28)로 구강내로 노출시키는 형

태의 치주 결손부에서는 그 효과가 미미하였다
21)
.

그러나 BMP-7도백서, 개, 원숭이등의치주실험

모델에서 우수한 치주조직 재생이 관찰되었으며 치

주 결손의 형태와 상관없이 유의하게 많은 양의 치

주조직의 재생이 관찰되었다14,23-25). 또한 치근강직

도 거의 관찰되지 않아24) 치주조직 재생에 유용한

물질로 평가되고 있다. 치주 결손 모델에 적용된

BMPs에대한결과의차이는실험동물과적용된결

손모델및적용된농도등의차이에의한것으로생

각될수있지만적용된각각의BMPs가치주인대세

포에미치는영향의차이도있을것으로추정된다.

지금까지의 연구결과로 볼 때 BMP-7은 치주인

대세포의 기능을 향상시키고 별다른 부작용이 없이

치주조직의 형성을 증진시키는 효과가 있는 것으로

생각된다. 그러나 아직까지 BMP-7에 의한 치주조

직 재생 효과를 세포학적 수준에서 연구한 것은 드

물다. 이에 본 연구는 in vitro 상에서 BMP-7이

백서 치주인대세포의 골모세포 유사세포로의 분화

및골형성능력에미치는영향을관찰하고자하였다.

골원세포에서 골모세포로의 분화과정에서 관찰되

는표식자들을살펴보면전골모세포에서골모세포로

분화되는초기에는 type I collagen, 염기성인산분

해효소의생산이증가되고그이후 bone sialopro-

tein, osteopontin 등의세포외기질합성이증가되

고골모세포의광물화가시작되면 osteocalcin이증

가된다18,29).

치주인대세포는섬유모세포와골모세포유사표현

형을가지고있는데, 세포 주변에존재하는여러가

지 사이토카인이나 호르몬에 의하여 세포의 특성이

변화될 수 있다. 이에 이 연구에서는 BMP-7에 의

한 치주인대세포의 염기성 인산분해효소 활성도를

측정하였는데, 10-100 ng/㎖의농도에서농도의존

적으로활성이증가하였다. 이때 BMP-7 50 ng/㎖

과 100 ng/㎖농도에서대조군에비해유의한차이

를 보였다(p<0.05, Table 1). 이 결과는 BMP-7

농도 2.5～80 ng/㎖에서골모세포의염기성인산분

해효소의 활성이 농도 의존적으로 높게 나타났다는

Asahina 등30)그리고 rhBMP-7 100 ng/㎖에서대

조군보다더높은활성을관찰한 Yeh등
31)
의결과와

유사하였다.

Nojima 등32)은백서장골의골수에서채취한간

엽세포를대상으로배양 14일이후부터석회화결절

이 형성됨을 보고하였는데, 이러한 석회화 결절의

형성은 골조직 재생의 기본이 되는 석회화 능력을

나타내는 중요한 지표이다. 이 연구에서도 10-100

ng/㎖의농도로 14일간배양하여석회화결절형성

율을 관찰하였는데 BMP-7 10 ng/㎖과 25 ng/㎖

를투여한군에서는대조군과유의한차이는없었지

만결절이더많이형성되었으며BMP-7 50 ng/㎖

과 100 ng/㎖를투여한군에서대조군에비해석회

화 결절 형성이 약 3배에서 4배 더 크게 나타났다

(Figure 2, p<0.01). 이는 Li 등18)이백서두개관

세포에 BMP-7을 투여하여 석회화 결절 형성율을

관찰하였을 때 100 ng/㎖ 농도에서 대조군에 비해

약 3배증가된결절형성율을얻은결과와유사하였

다. 그러므로 치주인대세포가 아무런 자극을 받지

않았을경우에골모세포와유사한특성을갖는세포

로 분화되지 않거나 지연되지만, BMP-7 자극시에

는 골모세포와 유사한 세포로 빠르게 분화됨을 알

수있다.

BMP-7이 치주인대세포의골모세포표현형분화
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와관련된세포외기질형성에미치는영향을알아보

기 위하여 여러 농도의 BMP-7을 첨가하고 7일간

배양하여 type I collagen과 bone sialoprotein

(BSP), osteocalcin(OCN) mRNA 수준을 RT-

PCR로 관찰하였다. 그 결과 type I collagen의

mRNA 수준은BMP-7 농도에상관없이잘발현되

었으나 대조군에서는 그 발현이 약했다. BSP와

OCN은골모세포가분비하는비교원성단백질로골

형성과 흡수에 중요한 단백질의 하나이다33). 특히

BSP는골의광물화초기에잘발현되며결정핵으로

알려져 있다34). 또한 OCN은 골양조직(osteoid)과

골모세포 뿐만 아니라 골기질에 풍부하게 존재하며

특히 OCN은장차석회화가될부위에서발현이되

고, 성장 중인골조직에서많이발현되며골의석회

화와 골의 교체 과정에 중요한 역할을 하는 것으로

알려져있다
18,33)
. 이번실험결과BSP 유전자는대

조군에서는 mRNA 수준이 매우 약했지만 BMP-7

투여군에서는 농도 의존적으로 그 수준이 증가되었

으며 농도 50 ng/㎖ 과 100 ng/㎖에서는 그 발현

이 현저하였다. 치주인대세포에 성장인자를 투여시

세포외기질의 발현을 관찰한 연구들은 다소차이가

있다. Zaho 등
12)
에의하면 100 ng/㎖의BMP-2를

치낭세포(dental follicle cell)에 적용시 BSP,

OCN mRNA가 모두 잘발현되었고, 치주인대세포

에 적용시에는 OCN mRNA의 발현은 증가하였으

나 BSP는 발현이 관찰되지 않았다고 하였다. 그러

나 Chien 등10)은 백서 치주인대세포에 TGF-β를

적용시 석회화 결절의 형성시기에 BSP와 OCN 모

두발현되었다고하였다. 따라서연구자들이사용한

세포의종류및 agent에 따라그결과에차이가나

는 것으로 추정되나 더 많은 연구가 필요하리라 생

각된다. 이연구는 Chien 등의방법과유사하게백

서 치주인대세포를 이용하여 석회화를 촉진시키는

물질과 함께 장기간 배양하였으며 그 결과 BMP-7

투여군에서는BSP, OCNmRNA의발현이관찰되

었다. 따라서 본 실험의 결과는 BMP-7의 투여에

의하여치주인대세포가골모세포유사세포로분화되

어석회화물질의분비와광물화를촉진시킴을의미

한다.

분자생물학적수준에서BMP신호전달경로는크

게 TGF-β pathway와 BMP-Smad pathway로

구분된다
25)
. 일반적으로 BMP-7은 BMP-Smad

pathway를 따르는데, BMP-7이 세포막에 존재하

는관련 2개의수용체와결합하고이신호가세포질

내로 전달되어 Smad 1,5,8의 인산화를 유도한다.

이후 하부 신호전달경로가 계속적으로 활성화되어

생물학적인반응을나타내게된다. 발생기나창상치

유시기에 나타나는 이런 신호전달 경로는 제한적인

ligand 발현을 통하여 일어남으로서 조절이 가능하

고정교한형태의조직재형성이가능하다35). 본연

구에서는 다양한 농도의 BMP-7를 적용하였을 때

Smad 1,5,8 단백질의 발현양상을 Western blot

을 통하여 관찰하였다. 그 결과 Smad 1,5,8은

BMP-7 자극 15분후부터발현되기시작하여 60분

에 가장잘발현되다가 120분 후에는그발현이감

소하였으며 농도별로 관찰한 경우에서는 Smad

1,5,8의 발현은 농도 의존적인 양상이었다. 이는

BMP-7을치주인대세포에적용하였을때빠른시간

에 세포의수용기에결합하여 BMP target 유전자

의 조절을 통하여 세포에 영향을 준다는 것을 의미

한다.

BMP의 효과는 BMP-Smad pathway 뿐만 아

니라 mitogen activated protein kinases(MAP

kinases)와 같은 다른 경로에 의해서도 조절이 된

다고알려져있다36, 37). MAP kinase는 염증성사

이토카인에의한염증반응의매개뿐만아니라성장

인자와같은물질의신호전달의매개를통하여세포

의분화및이와관련된유전자의조절에관여한다.

Wang과
38)
Hirschberg의 연구에서 mesangial

cells은 BMP-7으로 자극하였을 때, p38을 포함한

MAP kinase의 신호전달 경로와는 무관하다고 보

고하였고, Hu 등
36)
과 Nishihara 등

37)
은상피세포

의 형태형성, 그리고 연골세포의 분화과정에 p38

MAP kinase의 활성이 관찰되었다고 보고하였다.

이러한 차이는 사용된 세포들의 종류, 그리고 적용

된 BMP-7의 농도등의 차이가 고려될 수 있다. 이
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연구에서는 치주인대세포에서 BMP-7에 의한 분화

및 석회화 물질의 조절이 BMP-Smad pathway

이외에 p38 MAP kinase에 의해서영향받는지 알

아보았다. p38 MAP kinase 단백질 분석결과,

BMP-7은 치주인대 세포내 p38 MAP kinase의

활성을 증가시키지 않았다. 그러므로 치주인대세포

에대한 BMP-7의 자극은 p38 MAP kinase에 의

해서는 활성화되지 않음을 의미하여 각각의 경로에

따른단백질의상호교통은발생하지않을것으로사

료된다.

본 연구 결과 BMP-7을 치주인대세포에 적용하

면 염기성 인산분해효소의 활성, 석회화 및 세포외

기질 형성을 증진시키며, 이는 BMP-Smad path-

way를 통하여 조절됨을 알 수 있었다. 향후 BMP

수용체 길항제의 역할 및 BMP-Smad pathway

이외의다른경로를통한BMP 활성에대한연구가

필요하며임상적용에앞서BMP-7의적절한송달체

및 적용 농도에 대한 연구가 필요할 것으로 생각된

다.

Ⅴ. 
Recombinant human bone morphogenetic

protein-7(rhBMP-7)은 치주 결손부의 조직 재생

에 유용한 물질로 평가되고있으나 BMP-7에 의한

치주조직재생효과를세포학적수준에서연구한것

은 드물다. 이에 본 연구는 in vitro 상에서 BMP

-7이 백서 치주인대세포의 골모세포 유사세포로의

분화 및 골형성 능력에 미치는 영향을 관찰하고자

하였다.

백서치주인대세포에서의골기질형성능력을알아

보기위하여BMP-7 10, 25, 50, 100 ng/㎖을세

포에 적용하고 염기성 인산분해효소 활성도와 석회

화기질형성능력을측정하였다. 또한 치주인대세포

에서의세포외기질분비를알아보기위하여같은농

도의 BMP-7을 세포에 적용하고 collagen type I

(COL-I), bone sialoprotein(BSP) osteocalcin

(OCN) gene expression을 RT-PCR을통해관찰

하였으며세포수준에서BMP-7의신호전달경로의

일부를 단백질 분석을 통해 관찰하여 다음과 같은

결과를얻었다.

1. 염기성 인산분해효소 활성도 측정 결과, 배양

3일에 BMP-7 농도 50 ng/㎖이상에서대조

군에 비해효소활성도가유의하게 높게나타

났다(p<0.05). 배양 5일에 모든 군에서 배양

3일후에 비하여 효소 활성도가 증가하였으며

BMP-7 농도 50 ng/㎖ 이상에서 대조군에

비해 효소 활성도가 유의하게 높게 나타났다

(p<0.05).

2. 배양 14일후 대조군의석회화결절형성율은

BMP-7 농도 50 ng/㎖ 과 100 ng/㎖ 군에

서대조군에비해유의하게높았다(p<0.01).

3. 배양 7일후 RT-PCR의 결과에서 COL-I

mRNA 수준은 대조군에 비해 BMP-7 투여

군에서 더 높았다. BSP와 OCN mRNA 수

준도 대조군에 비해 BMP-7 투여군에서 그

수준이 증가하였으며 BMP-7 농도 50 ng/

㎖, 100 ng/㎖에서대조군보다그수준이더

증가하였다.

4. Western blot 분석에서 Smad 1,5,8의 활성

은 BMP-7 농도 의존적이었다. p38 MAP

kinase 단백질분석결과, BMP-7은치주인대

세포내 p38 MAP kinase의 활성을증가시키

지않았다.

이상의결과로부터 BMP-7이 백서 치주인대세포

에 작용하여 골모세포 유사세포로의 분화를 유도하

고 BMP-Smad 신호전달 경로를 통하여 세포외기

질형성을증진시킨다고추정된다.
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-Abstract-

Effect of BMP-7 on osteoblastic differentiation
of rat periodontal ligament cells
Ho-Jae Lee1ㆍYoung-Jun Kim1,2ㆍHyun-Ju Chung1,2

1Dept. of Periodontology
2Dental Science Research institute, Chonnam National 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. Recombinant human bone morphogenetic

protein-7(rhBMP-7) can differentiate the osteoprogenitor cells and induce bone formation.

The purpose of this study was to evaluate the effect of BMP-7 on rat periodontal ligament

cells differentiation, in vitro. In the control group, cells was cultured with DMEM media. In

the experimental groups, cells were cultured with rhBMP-7 in concentration of 10, 25, 50 and

100 ng/㎖. Each group was characterized by examining alkaline phosphatase activity at 3 and

5 days of culture and the ability to produce mineralized nodules of rat calvarial cells at 14

days of culture. Synthesis of type I collagen(COL-I), osteocalcin(OCN), and bone sialoprotein

(BSP) was evaluated by RT-PCR at 7 days of culture. Activation of Smad proteins and p38

MAP kinase was determined by western blot analysis of the cell lysates.

Alkaline phosphatase activity was significantly increased in the concentration of BMP-7 50

ng/ml and 100 ng/㎖ compared to the control(p<0.05). The mineralized bone nodule formation

was greater with addition of 50 ng/㎖ and 100 ng/㎖ BMP-7 than the control(p<0.01). In 7

days' culture, the expressions of COL-1, BSP, and OCN was increased by BMP-7 in

concentration of 10 ng/㎖～100 ng/㎖. In western blot analysis, BMP-7 treated culture cells

expressed Smad 1,5,8 in dose-dependent manner, whereas BMP-7 did not activate

phosphorylated form of p38 MAP kinase.

These result suggested that BMP-7 stimulate rat periodontal ligament cells to differentiate

toward osteoblast phenotype and increase bone matrix production by activation of BMP-Smad

pathway.2)

Key words : rat periodontal ligament cell, BMP-7, BMP-Smad pathway


