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Adenovirus에 의해서 발현된 BMP-2가
치주인대세포의 분화에 미치는 영향
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I. 서론42)

치주질환으로 인한 치주조직의 상실은 치아손실의

중요한원인이되며급성또는만성적인골소실을동

반하게되며치주질환의치료는골소실의방지및파

괴된골의재생을목적으로한다. 이런목적을위하여

치태 및 치석제거술, 치근면활택술, 치주판막술 같은

기계적인처치가전통적으로사용되어져왔으며, 최근

엔조직유도재생술이나자가골, 동종골및합성골등

을치주조직의재생에사용하고있다.1-6) 그러나단순

한기계적인방법의경우치주조직의재생없이긴접

합 상피만으로 치유되며, 치주조직유도재생술의 방법

은2,3벽골결손부등에제한적인효과만이확인될뿐

아직까지는수평적골소실을포함한보편적인사용이

제한되고있으며, 완전한치주조직의재생방법은보고

되지않고있다.7-10)

최근파괴된치주조직의치료를위하여치주조직재

생에관여하는세포들의증식과분화를유도하는것으

로알려진 PDGF-BB, IGF, TGF-β 등의성장인자

등에 관한 연구도 활발히 시행되고 있으며11-13) 특히

그 중에서 골형성유도단백질(Bone Morphogenic

Protein, BMP)의 골유도능력을 이용한 치주골 및

치주조직 재생에 대한 연구가 활발히 진행되고 있

다.14-20) 골형성유도단백질은 TGF-β superfamily의

일종으로연조직에이식시연골이나골조직을형성하

는작용을하며골아세포뿐만아니라간엽세포를분

화시켜신생골과백악질의형성을유도하는것으로알

려져있다. 세포배양실험에서뿐만아니라개의하악

골에형성된골결손치유과정에서 rhBMP -2가악안

면부위의골재생에폭넓은치료효과를가지고있음이

보고되었으며14) Sigurdsson 등은17) rhBMP를이용

해서수평골손실부의골조직을원래높이까지재생했

을뿐아니라백악질같은다른치주접착조직의재생

에도성공하였다고 보고하고있다. 이외에도 BMP가

치조제융선결손부의증강이나임플란트주위의치조

골결손부, 선천적, 외상성골결손그리고상악동하골

결손부위에성공적으로사용됨이보고된바있다.21-24)

그러나이러한결과들에도불구하고임상적으로적용
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하여성공한사례는아직보고되지않았다.25) 일반적

으로 단백질은 생체내에 들어가면 빠르게 분해되어,

지속적이고안정적인효과를보여줄수없으며현실적

으로 사용하기에는 경제적 부담이 크다.26,27) 이러한

단점을극복하기위하여생체내에서지속적이고안정

적으로단백질이존재할수있는적절한매개체의개

발이필요하며, 현재 연구되어지고있는여러방법들

중에서 ex vivo gene therapy에기초한유전자전달

법이 한 대안이 될 수 있다.25,28,29) ex vivo gene

therapy는환자에서세포를분리해낸후원하는단

백질을발현하는플라스미드백터나바이러스백터로

형질전환시켜필요한부위에이식하여사용할수있어

원하는부위에필요한단백질을공급할수있으며, 한

번의투여로체내에서일정한기간만큼원하는단백질

의발현을유도할수있고유전자전달및발현을인

위적으로조절함으로써치료제작용의선택성을추구

할 수 있다는 점에서 유용하며 비유합골절(nonuni-

on fractures)이나 두개안면 결손부(craniofacial

defects)의치료등의정형외과분야에서다양하게성

공한사례들이보고되고있다.30-32)

치주인대세포는 치근의 백악질과 치조골사이에 존

재하는결합조직으로치아를지지할뿐만아니라치아

의영양공급, 항상성, 파괴된조직의복구에관여하는

것으로알려져있다.33-36) 치주인대세포는백악질유래

세포나골아세포로분화할수있는다양한종의세포

들로 구성되어져 있으며, 골아세포의 특성인 석회화

결절 형성이나 염기성 인산화 효소의 활성을 보이고,

BMP-2, TGF-β, IGF 같은 골형성유도인자에 대해

반응을하는것으로알려져있다.34,36,37-41) 이러한연

구결과들은BMP-2가치주인대세포를골세포로의분

화를유도하며치주질환으로인한골조직재생에유용

한 물질임을 시사한다. 본 연구에서는 치주질환으로

인해파괴된골조직치료의방법으로치주인대세포의

ex vivo gene therapy의가능성을알아보기위하여

치주인대세포에서 BMP-2가 과발현되도록 한 후 발

현된 BMP-2가 치주인대세포의 골세포로의 분화에

미치는영향을알아보고, 생체내이식을위하여콜라

겐지지체에서세포배양시치주인대세포의BMP-2의

발현정도를확인하고자하였다.

II. 재료 및 방법
1. Recombinant adenovirus 제조 

BMP-2 gene sequence를 PCR을 이용하여 증

폭시킨 후 pShuttle vector에 삽입하였다. E.coli

에서 재조합된 pShuttle vector를 증폭시킨 후 분

리하여 Adeno-X viral DNA에 삽입하였다. 재조

합된 viral DNA를 E.coli에서 증폭시킨 후 Lipo-

fectamin(Invitrogen, USA)을 이용하여 HEK

293 cell에감염시켜 BMP-2 가 발현되는 virus를

제조하였다. 마찬가지의 방법으로 repoter gene인

lacZ gene이발현되는 virus를제조하였다. 제조된

virus는 사용시까지 -80℃에보관하였다.

2. 세포배양방법

W20-17 mouse normal cell line(ATCC,

USA)은 BMP-2에 반응하여 염기성 인산화효소의

활성을 증가시킬 수 있는 세포로 재조합된 BMP-2

gene의 발현 및 활성을 관찰하기 위하여 사용하였

다. 사람의골육종세포주인MG63 세포는한국세포

주 은행에서 구입하였으며, 골세포에서의 BMP-2의

안정적인 발현 및 활성을 평가하기위하여사용되었

다. 치주인대세포는 서울대학교 병원 치과병원에 교

정치료를위하여내원한환자를대상으로제1소구치

의치근에서채취하였다. 채취직전에큐렛을사용하

여 치석 및 치태 등을 제거하고, 생리식염수로 여러

번 세척하였다. 국소마취를 실시하고, 발거한 다음

치근의 중간부위에위치한치주인대를 큐렛으로채

취하여 세절한 다음 60mm 세포배양접시에 고르게

분산시켜 1% antibiotic-antimycotic 용액(Invi-

togen, USA) 및 10% FBS(Invitrogen, USA)가

첨가된DMEM (Invitrogen, USA)을이용하여세

포배양을 시행하였으며, 3일 간격으로 배양액을 교

환해주면서 5 계대까지배양하여사용하였다. 배양
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시 습도는 100%, 온도는 37℃를 유지하면서 95%

의공기와 5%의 CO2를계속공급하였다. 치주인대

세포는재조합된 BMP-2의발현, 활성및콜라겐지

지체에서의세포형태를관찰하는데사용하였다.

3. 세포내 BMP-2 유전자 도입 

각각의세포를필요한크기의 cell culture plate

에접종한다음날신선한배지로교환하였다. 세포

당 2.5pfu의 BMP-2 gene virus와 Lac-Z gene

virus를 각각의 well에 첨가하고 4시간 동안 배양

하였다. 4시간 후 동량의 배지를 첨가하고 필요한

시기까지 배양하였으며, 유전자를 도입시킨 당일을

0일로 삼았다. 세포를 배양하는 배지는 1% anti-

biotic-antimycotic 용액 및 10% FBS가 첨가된

DMEM을 사용하였고, 배양시 습도는 100%, 온도

는 37℃를유지하면서 95%의공기와 5%의 CO2를

계속공급하였다.

4. BMP-2 유전자의 발현 평가 

배양된 W20-17 세포, MG63 세포, 치주인대세

포를 12 well plate에 well 당 1×105 세포를접종

하고 다음날 BMP-2 유전자를 세포내로 도입시켰

다. 유전자를 도입시킨 다음날 배지를 모아서 사용

시까지 -20℃에서 보관하였다. 유전자가 도입되지

않은 세포의 배지를 모아서 대조군으로 사용하였다.

세포를 배양하는 배지는 1% antibioticantimy-

cotic 용액및 10% FBS가 첨가된 DMEM을사용

하였고, 배양시 습도는 100%, 온도는 37℃를 유지

하면서 95%의 공기와 5%의 CO2를 계속 공급하였

다. 모아둔 배지에서 BMP-2 Immunoassay kit

(R&D systems, USA)를이용하여 BMP-2 gene

의 발현정도를확인하였다.

5. 발현된 BMP-2 gene의 활성 평가

배양된 W20-17세포를 12well plate에 well 당

1×105 세포를 접종하고 다음날 BMP-2 유전자를

세포내로 도입시켰다. 유전자가 도입된 다음날 배지

를 모아서 사용시까지 -20℃에서 보관하였다. 유전

자가도입되지않은세포의배지를모아서대조군으

로 사용하였다. 세포를 배양하는 배지는 1% anti-

biotic-antimycotic 용액 및 10% FBS가 첨가된

DMEM을 사용하였고, 배양시 습도는 100%, 온도

는 37℃를유지하면서 95%의공기와 5%의 CO2를

계속공급하였다. 발현된BMP-2 gene의활성을평

가하기 위하여 12 well plate에 well 당 W20-17

세포, 인간의골육종세포주인MG63 세포및치주인

대세포를 각각 1×105 수로 접종하고 다음날 앞에서

제조된 conditioned media를 첨가하여 3일 동안

배양한후염기성인산화효소의활성을측정하였다.

염기성 인산화 효소의 활성을 측정하기 위하여 배양

액을제거하고세포를HBSS(Invitrogen, USA)로

한번세척후 Trypsin-EDTA(Invitrogen, USA)

로 세포를 떼어서 원심분리하여 세포를 모았다. 모

아진 세포를 초음파 파쇄 후 원심분리하여 상층액을

모은후 0.1 M glycine(Sigma USA), 0.1% Tri-

ton X-100(Sigma, USA), 0.15M p-nictrophe-

nylphosphate(Sigma, USA)의반응액을 첨가하여

30분 동안 37℃에서 반응시켰다. 반응이 끝난 후

0.1N NaOH용액을첨가하여반응을멈추고 405㎚

에서흡광도를측정하였다. 염기성인산화효소의활

성은 분해된 p-nitrophenol의 양으로 나타내었다.

염기성 인산화 효소 활성을 측정하고 남은 상층액을

이용하여 세포의 총단백질양을 Proteinassay kit

(Bio-Rad, USA)를이용해서측정하였다.

6. BMP-2 유전자가 도입된 치주인대세포
에서 과발현된 BMP-2가 세포의 증식 
및 분화에 미치는 영향 

1) 세포활성도 측정
치주인대세포에서 발현된 BMP-2 유전자가 세포

의 증식에 미치는 영향을 평가하기 위하여 MTT

(methyl thiazol-2-YL-2,5-diphenyl tetrazo-
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lim bromide, Sigma, USA) 시험을 시행하였다.

5계대배양된치주인대세포를 96well plate에 well

당 5×105 수로 접종하고 다음날 BMP-2 유전자와

Lac-Z 유전자를 세포내로 도입시켰으며 이를 실험

군으로, 유전자를도입시키지않은군을 대조군으로

사용하였다. 유전자가 도입된 후 각각 1일, 7일 동

안 배양한 후 MTT 용액 50㎕를 각 well에 첨가하

고 37℃에서배양하였다. 4시간후MTT 용액을제

거하고 formazon 결정을 용해시키기 위해 DMSO

를 각 50㎕씩 첨가하였다. 결정을 녹이기 위해

plate를 잘 흔든 후 Microplate Readr(Thermo

Max, Molecular Devices, USA)로 540㎚에서흡

광도를 측정하였다. 세포를 배양한 배지는 1% an-

tibiotic-antimycotic 용액, 10% FBS이 첨가된

DMEM을 사용하였고, 배양시 습도는 100%, 온도

는 37℃로유지하면서 95%의공기와 5%의 CO2를

계속공급하였다.

2) 염기성 인산화 효소 활성 평가
치주인대세포에서 과발현된 BMP-2가 분화에 미

치는영향을평가하기위하여염기성인산화효소의

활성을 측정하였다. 5계대 배양된 치주인대세포를

12 well plate에 well 당 치주인대세포를 각각

1×105 수로 접종하고 다음날 BMP-2 유전자와

Lac-Z 유전자를 세포내로 도입시켰으며 이를 실험

군으로, 유전자를도입시키지않은군을 대조군으로

사용하였다. 유전자가 도입된 후 1, 7일 동안 배양

한 후 앞에서의 방법으로 염기성 인산화 효소의 활

성을 측정하였다. 세포를 배양한 배지는 1% anti-

biotic-antimycotic 용액, 10% FBS이 첨가된

DMEM (Invitrogen, USA)을사용하였고, 배양시

습도는 100%, 온도는 37℃를 유지하면서 95%의

공기와 5%의 CO2를계속공급하였다.

3) 석회화결절 형성 관찰
치주인대세포에서 발현된 BMP-2 gene이 세포

의 결절 형성에 대한 영향을 알아보기 위하여 치주

인대세포를 24 well plate에 well 당 각각 1×104

수로 접종하고 다음날 BMP-2 유전자와 Lac-Z 유

전자를세포내로 도입시켰으며 이를 실험군으로, 유

전자를 도입시키지 않은 군을 대조군으로 사용하였

다. 형질도입된후 14일후세포를 95%에탄올에서

15분 동안 고정한 후 증류수로 두 번 세척한 후

Ali- zarin Red S 용액(pH4.3)을각well에첨가

하고 5분 동안 방치하였다. 다시 증류수로 세척한

후 석회화결절을 관찰하였다. 세포를배양한 배지는

1% antibiotic-antimycotic 용액, 10% FBS,

10mM sodium -glycerolphosphate(Sigma,

USA), 50㎍/㎖ ascorbic acid(Sigma, USA),

50nM dexamethasone(Sigma, USA)이 첨가된

DM- EM을 사용하였고, 배양시 습도는 100%, 온

도는 37℃를 유지하면서 95%의 공기와 5%의 CO2

를계속공급하였다.

7. 콜라겐지지체에서 BMP-2 gene 발현 
평가 및 세포 형태 관찰

콜라겐지지체(Calcitek, Germany)에 유전자 조

작된 세포를 부착시켜 BMP-2 유전자의 발현여부를

확인하였다. 콜라겐지지체를 0.5×0.5의 크기로 자른

후지지체당 1×105의치주인대세포를접종하였다. 접

종 다음날 세포 당 2.5pfu의 BMP-2 유전자 또는

Lac-Z 유전자를 세포로 도입시켰다. 4시간 후에 신

선한 배지를 첨가하고 7일 동안 배양하였다. BMP-

2 유전자의 발현을 평가하기 위하여 7일 후 배지를

모아서배지에서BMP-2 Immunoassay kit를이용

하여BMP-2의발현정도를확인하였다. Lac-Z의발

현여부를 확인하기 위하여 -galactosidase stain-

ing kit(Sigma, USA)를 이용하여 콜라겐지지체에

부착된세포를염색하였다.

세포모양관찰을위하여 7일후세포가이식된콜

라겐지지체를 2.5% glutaraldehyde 및 OsO4로

고정시킨 후 통법에 따라 탈수를 시행하고 gold

particle 로 코팅후주사전자현미경(Jeol, Japan)

으로세포모양을관찰하였다.



515

Figure 1. BMP-2 gene의 발현. lane 1:W20-17 세
포, lane 2:치주인대세포, lane 3: MG63 세포, * 각
각의 세포의 대조군에 비해 유의하게 높음 (p<0.01)

Figure 2. Conditioned media로 처리 후 염기성 
인산화 효소의 활성. lane 1:W20-17 세포, lane 

2:치주인대세포, lane 3:MG63 세포, * 각각의 세
포의 대조군에 비해 유의하게 높음 (p<0.05), # 

다른 세포들에 비해서 유의하게 높음 (p<0.05)

8. 통계학적 분석
실험에서얻어진수치는 one-way ANOVA와사

후검정에 Duncan 법을시행하였다.

III. 결과 
1. BMP-2 gene 발현 평가 

세포내로 도입된 BMP-2 gene의 안정적인 발현

을확인하기위하여W20-17, 치주인대세포, MG63

세포에 BMP-2 유전자를 도입시킨 후 immuno-

assay kit를 사용하여 BMP-2의 발현양을 관찰하

였다. 연구결과 BMP-2 유전자가도입된각각의모

든 세포들은 대조군에 비해 BMP-2가 유의하게 높

게발현되었다(Figure 1).

2. 발현된 BMP-2 gene의 활성 평가

형질도입된 세포에서 발현된 BMP-2의 활성을

알아보기 위하여 conditioned media로 W20-17

세포, 치주인대세포및MG63 세포를배양한후세

포의 염기성 인산화 효소의 활성을 측정하였다.

BMP-2가 발현된 conditioned media에서 배양된

W20-17 세포, 치주인대세포, MG63 세포모두에서

대조군에서만들어진 conditioned media에서배양

된것보다유의하게높은염기성인산화효소의활

성을보여주었다(Figure 2).

 

3. BMP-2 유전자가 도입된 치주인대세포
에서 과발현된 BMP-2가 세포의 증식 
및 분화에 미치는 영향 

1) 세포활성도 측정
치주인대세포에서 발현된 BMP-2 gene이 세포

의 증식에 미치는 영향을 평가하기 위하여 MTT

(methyl thiazol-2-YL-2,5-diphenyl tetrazo-

lim bromide, Sigma, USA) 시험을 시행하였다.

형질도입후 1일째에흡광도를측정한결과BMP-2

유전자가도입된군, Lac-Z유전자가도입된군, 대

조군모두비슷한흡광도를보였으며, 7일에서도세

군모두 비슷한흡광도를보였다. 또한각군내에서

세군모두 1일과 7일간의흡광도는통계적으로유

의성있는 차이를 보이면서 1일 보다 7일 째에 흡광

도가증가되는양상을보여주었다(Figure 3).
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Figure 3. BMP-2 유전자 도입된 치주인대세포의 
세포활성도. lane 1:W20-17 세포, lane 2:치주인
대세포, lane 3:MG63 세포, * 1일에 비해 유의하
게 증가됨 (p<0.05) 

Figure 4. BMP-2 유전자가 도입된 치주인대세포
의 염기성 인산화 효소활성. lane 1:BMP-2 유전
자 도입군, lane 2:Lac-Z 유전자 도입군, lane 3:

대조군, * 1일에 비해 유의하게 증가함 (p<0.05)

Figure 5. BMP-2 유전자가 도입 된 치주인대세포의 석회화 결절 형성. lane 

1:BMP-2 유전자 도입군, lane 2:Lac-Z 유전자 도입군, lane 3:대조군

2) 염기성 인산화 효소 활성 평가
치주인대세포에서 과발현된 BMP-2가 세포의 분

화에미치는영향을평가하기위하여염기성인산화

효소의 활성을 1일, 7일 후에 측정하였다. 1일에는

BMP-2 유전자가도입된군, Lac-Z 유전자가도입

된 군, 대조군 모두 비슷한 활성을 보여주었으나 7

일 째에는 BMP-2 유전자가 도입된 군이 다른 두

군에 비해 효소활성도가 유의하게 높게 나타났으며,

Lac-Z 유전자가도입된군과대조군간의효소활성

도는유의성있는차이가나타나지않았다. 또한각

군내비교에서세군모두 1일에비해 7일에효소활

성도가유의하게증가하였다(Figure 4).

3) 석회화결절의 관찰
치주인대세포에서 과발현된 BMP-2가 세포의 결

절 형성에 대한 영향을 알아보기 위하여 형질도입

후 14일 동안 배양한 후 alizarin red S로 염색하

여 결절형성의 정도를 관찰한 결과 BMP-2 유전자

가도입된군에서제일높은석회화결절형성을보

여주었으며, Lac-Z 유전자가도입된 군과대조군은

비슷한 양상의 석회화 결절 형성을 보여주었으며,

BMP-2 유전자가도입된군에비해매우낮게나타

났다(Figure 5).
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Figure 7. 콜라겐 지지체에 부착된 BMP-2 유전자도입치주인대세포의 주사전자현미경적 관찰 (A) BMP-2 

유전자가 도입된 치주인대세포, (B) 대조군, 300X
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Figure 6. 콜라겐지지체에 부착된 치주인대세포에
서의 BMP-2 gene의 발현. lane 1:BMP-2 유전자 
도입군, lane 2:Lac-Z 유전자 도입군, lane 3:대조
군, * BMP-2 유전자의 발현이 대조군에 비해 유의
하게 높게 발현됨 (p<0.05)

4. 콜라겐지지체에 부착된 치주인대세포에
서의 BMP-2 유전자 발현 평가 

유전자가 조작된세포를체내로 이식하기위한지

지체로 콜라겐으로 만들어진 Collatape를 선택하였

다. 지지체에 부착된 유전자조작세포에서 단백질의

발현을확인하기위하여Collatape에이식된치주인

대세포에서의 BMP-2의 발현을 확인하였다. Colla-

tape에부착된치주인대세포에BMP-2 유전자도입

시 대조군에 비해 유의하게 높게 발현되었다. 또한

Lac-Z 유전자가 도입된 군에서는 대조군과 거의 비

슷한 양의 BMP-2의 발현을 확인할 수 있었다

(Figure 6).

 5. BMP-2 유전자가 도입된 치주인대세
포의 콜라겐지지체에서의 주사전자현
미경적 관찰

인위적으로 과발현되도록 조작된 단백질이 지지

체에 부착된 세포에 미치는 영향을 확인하기 위하

여 Collatape에 이식된 치주인대세포에 BMP-2

유전자를 세포 내로 도입시킨 후 세포의 형태 변화

를 주사전자현미경을 이용하여 관찰하였다. BMP

-2 유전자가 도입된 군이나 도입되지 않은 군 둘

다 비슷한 양상으로 세포의 본래 형태를 유지하면

서 콜라겐지지체에 잘 부착된 것을 확인할 수 있었

다(Figure 7).

또한생체내에이식시이식된세포의확인을위

하여제작된 Lac-Z 유전자의활성을확인하기위하

여 Collatape에 치주인대세포를 이식하고, Lac-Z

유전자를도입시킨후 β-galactosidase의발현여부

를염색하여확인하였다. 일반 plate에서배양된치

주인대세포나 Collatape에 부착된치주인대세포모

두에서 β-galactosidase의 발현을 관찰할 수 있었

다(Figure 8).
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Figure 8. 콜라겐 지지체에 부착된 BMP-2 유전자도입치주인대세포의 주사전자현미경적 관찰 (A) BMP-2 

유전자가 도입된 치주인대세포, (B) 대조군, 300X

IV. 총괄 및 고찰
이 연구는 치주조직재생에서 중요한 역할을 하는

치주인대세포를 BMP-2가 과발현되도록 유전자 조

작한후 BMP-2의발현여부및활성, 생체내이식

에필요한콜라겐지지체에부착된치주인대세포에서

BMP-2의 발현여부를 확인하였다. 본 연구에서 제

작된 BMP-2 gene virus는 mouse normal cell

line인 W20-17 세포에서 정상적으로 발현됨을 확

인할 수 있었다. 발현된 단백질이 정상적으로 작용

하는 지를 확인하기 위하여 발현된 BMP-2가 함유

된 conditioned media에서 W20-17 세포, 치주인

대세포, MG63 세포를배양하여염기성인산화효소

의 활성을 관찰한 결과 발현된 BMP-2가 정상적으

로 작용하고 있음을 확인할 수 있었다. 유전자전달

체로사용될치주인대세포를유전자조작시BMP-2

가 치주인대세포에서안정적으로발현되는지확인하

기 위하여 제작된 BMP-2 gene virus로 치주인대

세포를 처리한 결과 BMP-2가 발현됨을 확인할 수

있었다. 발현된 BMP-2가 치주인대세포의 분화에

미치는 영향을 관찰한 결과 염기성 인산화 효소의

활성 및 석회화 결절형성이 BMP-2 유전자가 도입

되지않은군에비해유의하게높게나왔다. 또한치

주인대세포를 생체내에 이식하기 위하여 선택된

Collatape에서 BMP-2 가정상적으로발현이되는

지여부와처리된 virus 에의하여지지체에서의세

포의 형태 변화를 관찰하기 위하여 Immunoassay

와 주사전자현미경을 사용하였다. 지지체에 부착된

치주인대세포에서BMP-2의안정적인발현을확인

할 수 있었으며 주사전자현미경적 관찰에서도 형질

도입된 군이나 대조군 모두 비슷한 양상의 세포형

태를 보여주고 있었으며, 콜라겐지지체에 잘 부착

되어있음을확인할수있었다. 또한 repoter 유전

자인 Lac-Z 유전자가도입된군에서 plate에서배

양된치주인대세포나 collatape에부착된치주인대

세포 모두에서 β-galactosidase의 발현을 확인할

수 있었으며, Lac-Z 유전자가 도입되지 않은 군에

서는 β-galactosidase가 발현되지 않았다(data

not shown).

치주질환으로인하여손상된치주조직의재생에서

치주인대세포는 필수적이다. 다양한 종의 세포들로

이루어진치주인대세포는치근의백악질과치조골사

이에 위치하면서 백악질 유래세포나 골아세포로 분

화할 수 있다고 보고되어지고 있다. Seo 등의42) 연

구에서 보면 치주인대세포에서 줄기세포의 표지인

STRO-1, CD146 등을 관찰할 수 있었으며, ce-

mentoblast-like cells, adipocytes, collagen

forming cell들로분화됨을확인하였다. BMP는다

양한 기관의 발달에 관여할 뿐 아니라 골격의 발달

과정에서 중요한 역할을 하며,43) 자세한 기전은 밝

혀지지않고있지만성체에서이소성또는동소성의

골형성을유도하는것으로보고되었다.44,45)
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BMP에의한이소성및동소성골형성은BMP에

반응하는 만능줄기세포(pluripotent stem cells)

나 progenitor 세포 등으로 구성된 성체의 조직들

이 연골이나 골형성에 과정에 관여한다고 볼 수 있

다46-48). 아직까지 BMP에 반응하는 모든 조직들이

밝혀지지 않았지만, 초기 연구에서 BMP에 반응하

는배양할수있는세포들로는성체의 피부세포, 근

육세포, 치은세포, 골세포 등으로 알려져 있다47-49).

치과 영역에서도 BMP의 치조골 재생에 있어서의

역할에 대한 연구가 많이 진행되고 있으며, 치조제

융선결손부의증강이나임플란트주위의치조골결

손부, 선천적, 외상성골결손, 그리고상악동하골결

손부위에서 성공인 사용이 보고된 바 있다19-21). 그

러나 이러한 인자들은 생체내 적용시 빠른 분해 때

문에 적당한 전달체가 필요하며 전달체의 대안으로

써 유전자전달방법을생각할 수있다. 유전자전달법

은 필요한 부위에 이식하여 사용할 수 있어 원하는

부위에필요한 단백질을공급할수있으며, 한번의

투여로 체내에서 일정한 기간만큼 원하는 단백질의

발현을유도할 수있다. 유전자전달법에 의한치료

에있어세포의선택은매우중요한부분이다. 본연

구에서 사용되어질 세포들은 골형성이나 골세포의

기능을담당할수있고조직에서의분리가용이하고

배양이잘되는세포이어야한다. 또한도입될유전

자에 쉽게 반응을 하여 원하는 조직으로의 분화가

원활하게 이루어져야 하며, 도입된 유전자에 의해

발현될 단백질의 분비가 원할하게 될 수 있어야 한

다50-51). 본 연구에서는 치주조직 재생에서 중요한

역할을 담당하는 치주인대세포에 BMP-2가 과발현

되도록 유전자 조작 후 치주조직부위에 지속적인

BMP-2를 공급할 수 있는 지 여부와 치주인대세포

자체가발현된BMP-2의자극으로골아세포로용이

하게 분화되어 세포 자체가 골의 구성원이 될 가능

성을알아보기위하여연구를시행하였다.

연구결과 치주인대세포의 BMP-2 gene의 전달

체로서의사용가능성과유전자조작된치주인대세포

의 전달체로서 콜라겐 지지체의 사용가능성을 확인

할수있었다. 이 연구결과들을바탕으로앞으로의

연구에서 실질적으로 BMP-2가 과발현되는 치주인

대세포를 생체 내에 이식하여 치주조직재생에 미치

는영향을확인할필요가있으며, 과발현된 BMP-2

가 치주인대세포에작용하는기전및미치는영향에

대한부가적인연구가필요할것으로생각된다.

V. 결론
1. 본연구에서제작된BMP-2 유전자 virus 는안

정적으로 BMP-2를 발현시켰으며, W20-17세

포, MG63 세포, 치주인대세포들에서 골세포로

의분화를나타내는ALPase 활성을증가시켰다.

2. BMP-2 유전자가도입된치주인대세포는안정적

으로 BMP-2를 발현시켰으며, 자기자신에게서

발현되는 BMP-2에 의해서 ALPase의 활성이

증가되었다.

3. BMP-2 유전자가도입된치주인대세포는자기자

신에게서발현되는BMP-2에의하여세포증식을

방해받지않았으며, 석회활결절을형성시켰다.

4. BMP-2 유전자가도입된치주인대세포는콜라겐

지지체에이식되어서도안정적으로BMP-2를발

현시켰으며, 콜라게지지체에 잘 부착되어 있음을

확인하였다.
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-Abstract-

Osteogenic activity of an adenovirus expressing 
BMP-2 on Human Periodontal Ligament cells43)

Kyoung-Hwa Kim1ㆍYoon-Jeong Park2ㆍSang-Cheul Lee1ㆍTae-il Kim1ㆍYang-Jo Seol1

Yong-Moo Lee1ㆍYoung Ku1ㆍSoo-Boo Han1ㆍChong-Pyoung Chung1ㆍIn-Chul Rhyu1

1Department of Periodontology, School of Dentistry, Seoul National University
2Department of Craniomaxillofacial Reconstructive Science,
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The regeneration of lost periodontal tissue is a major goal of therapy. Periodontal ligament

cell(PDL) is a specialized connective tissue that connects cementum and alveolar bone to

maintain and support teeth in situ and preserve tissue homoeostasis. Bone morphogenetic pro-

teins(BMPs) have shown much potential in the reconstruction of the periodontum by stimulate

new bone and new cementum formation. Limitiations of BMP administration to periodontal le-

sions is high dose delivery, BMP transient biological activity, and low bioavailability of factors

at the wound site. Gene delivery method can be alternative treatment strategy to deliver

BMPs to periodontal tissue. The purpose of this study is to investigate efficiency of BMP-2

gene delivery with cell-based therapy using PDL cells.

PDL cell were transduced with adenoviruses encoding either BMP-2 or Lac-Z gene. To eval-

uate osteogenic activity of expressed BMP-2 on PDL cells, we investigated secreted BMP-2,

cellular activity, ALPase, produced mineralized nodules. To evaluate collagen scaffold as car-

rier for transduced cell delivery, we examined morphology and secreted BMP-2 of transducd

PDL cells on it.

BMP-2 transducd PDL cells produced higher levels of BMP-2, ALPase, mineralized nodules

than non transduced cells. Cellular activity of transduced cells was showed similar activity to

non transduced cells. Transduce cells attached on collagen scaffold secreted BMP-2 at 7day

and was showed similar morphology to non transduced cells.

These results demonstrated that transduced PDL cells produced biologically active BMP-2

and collagen scaffold could be carrier of transducd cells.

Key words : BMP-2, Adenovirus, PDL cell, gene delivery, collagen scaffold


