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I. 서  론

대분분의 치주질환은 치주병원균과 숙주사이의 면

역반응으로 인해 치주조직에 염증성 반응이 발생하

게 된다. 이러한 염증반응은 치주조직을 구성하고 

있는 치은, 치조골, 백악질, 치주인대에 병적 변화를 

야기하게 되는데, 특히 다형핵백혈구에서 유리된 여

러 가지 염증성 세포전달물질에 의해 치조골에 있어 

파골세포를 활성시키게 되고 치조골을 구성하고 있

는 골기질이 파괴되며, 치아의 기능상실을 초래하게 

된다. 치주치료의 최종 목적은 질환의 진행을 정지

시키는 것 뿐만 아니라 파괴된 지지조직들을 파괴이

전의 상태로 재생시키는 데 있다
1)
. 그러나, 치주치료

를 통해 치주병원균을 감소시키고 염증반응을 제거

하더라도 파괴된 치조골은 이전의 정상상태로 완전

하게 재생되지는 않으며, 치주치료 후 치주조직을 

이루고 있는 치은, 치주인대, 치조골, 백악질은 상실

된 상태로 재배열되고 안정화를 이루게 된다
2,3)

. 특

히, 연조직인 치은조직보다 경조직인 치조골의 치유

과정이 상대적으로 느림으로 인해, 골결손부가 있는 

경우 조직유도재생술이나 골이식술을 시행하지 않으

면, 육아조직을 제거한 골결손부가 완전한 치조골로 

재생되는 것은 어렵다
4,5,6)

. 많은 연구에서 골 결손부

의 재생과 회복을 위한 골 이식술의 긍정적인 효과

가 보고되어져 왔다
7)
. 또한 치아주변의 지지골의 재

생 뿐만아니라 보다 광범위한 치조골 재생이 요구되

는 임플란트 식립을 위해  감소된 치조제의 고경과 

폭경의 극복과 상악동 이식술과 같은 골이식술의 필

요성은 점차 증가하고 있다. 

치아주위의 골내낭의 제거와 임플란트 식립을 위

한 치조제의 회복을 위해 사용되는 골 이식술에 사

용되는 이식재로는 기원에 따라 자가골, 동종골, 합

성골로 구분할 수 있다
8,9,10)

. Schallorn
11)
은 이상적

인 이식재로 생물학적 적합성, 예견성, 임상적 실현

성, 최소한의 수술 위험성과 후유증, 술자 및 환자의 

부담이 적을 것 등을 제시하였으나, 이상의 모든 조

건들을 만족시킬 만한 이식재는 존재하지 않는다. 

그러나, 여러 연구에서 가장 우수한 이식재는 자가
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골이 추천되는 데 동종골, 이종골, 합성골이 갖고 있

지 않은 골형성능을 갖고 있기 때문이다
12,13)

. 그러나 

자가골의 경우 채취량의 제한, 부가적 수술부위의 

필요와 그로 인한 환자의 불편감증가, 치근흡수들의 

단점을 가지고 있다
14,15)

. 자가골과 함께 동종골, 이

종골, 합성골 등이 치과임상에서 널리 사용되고 있다. 

동종골 이식에 대한 연구는 1867년 Ollier가 골의 

보존에 대한 개념을 처음 기술하였고, 1889년 

Senn
16)
이 탈회한 골의 사용을 소개한 이후, 

Inclan
17)
과 Wilson

18)
이 저장된 골의 선택적 사용과 

임상적 유의성에 관하여 보고하였고 Hyatt와 

Butler
19)
가 1950년 미해군 조직은행에서 임상적용을 

보고한 이후 현재까지 이루어지고 있다. 초기의 동

종골 이식은 동결건조 형태로 사용되었으나 자가골 

이식에서와 같은 일차적 골유도 효과를 기대할 수는 

없었다. 하지만 1965년 Urist 등
20)

이 골기질내에 존

재하는 골형성유도단백질에 의해 골 형성을 유도 할 

수 있다고 보고하였고 이후 많은 연구자들에 의해서 

동종골의 골형성에 대한 연구가 활발해지면서 현재

에 이르러 상품화된 수많은 재료가 임상에서 사용되

고 있다. 

동종골에 있어 사용상 한계는 이물반응 및 면역반

응, 혈관 재형성능력, 완전한 소독방법, 질환 이환성 

등이며, 이를 극복하기 위해 냉동, 동결건조, 자기용

해성 항원추출, 방사선 조사, 화학제 처리 등과 같이 

여러 방법으로 처리된 동종골이 사용되고 있다. 

끓이거나 화학제로 처리한 골은 항원성을 감소시

키지만 골내의 골형성단백질을 파괴하여 골유도 능

력을 감소시키고, 골내 유기성분을 응고시켜 숙주세

포가 이들의 제거를 어렵게 만들어 사용하지 않는 

방법이다. 면역반응을 제거하고 단백질 변성을 줄이

기 위한 방법으로 냉동법이나 냉동건조법이 널리 사

용되고 있다
21,22)

. 이러한 냉동법에 의해 단백질 변성

이 최소로 보존된 골이식재들은 탈단백질화, 비등법 

또는 다른 처치에 의한 이인자형 이식재들보다 흡수

가 잘되며, 혈류재생이 더욱 완전하게 되고, 골이식

시 골전도가 야기된다
23)

. 냉동법에 대한 연구로 

Bradly
24)

는 쥐와 돼지에서 냉동시킨 악골이 천천히 

흡수되면서 동시에 신생골로 대치되는 것을 관찰하

였고, Marciani 등
25)

은 악골을 체외로 적출하여 액

체질소에서 급냉 실활시킨 후 재이식하여 좋은 결과

를 보고한 바 있다. 한편, Fred
26)

는 냉동상태에서의 

이식재의 항원성에 대하여 신선골과 냉동골간의 유

도된 세포성 면역정도는 확실한 차이가 없다고 보고

한 바 있다. 그러나 동일한 방법으로 처리된 동종골

간에도 골 내용물이나 성상에 따라 항원성에 차이가 

있어 피질골은 비항원성이지만 해면골은 미약하나마 

계속 항원성이 존재한다고 한다. 이러한 항원성의 

존재에 따른 이식재의 면역기전을 변화시키기 위하

여 이식재에 방사선을 조사하거나 탈회시키기도 하

며, 숙주에게 방사선조사를 하거나 면역억제제를 사

용하기도 한다
27,28)

 .또한 방사선조사는 부가적인 살

균 수단으로도 이용된다. 대부분의 골은행에서는 모

든 잠재적 공급원에 대한 평가에서 HIV나 다른 전염 

가능한 바이러스 검사를 사용한다. 감마 방사선을 

2-4M rad으로 조사하면 대부분의 박테리아에 대해 

살균효과가 있다
29)

. 그러나 지나친 방사선 조사는 

골질에 불리하게 영향을 미치고, 과량의 조사는 무

익하게 만든다
30)

. 따라서, 골이식재의 다양한 처리과

정에서는 골전도나 골유도를 촉진하는 단백질의 파

괴여부와 면역반응을 야기하는 항원성의 존재 유무

가 골이식재의 예후에 큰 영향을 미치는 요인이라고 

할 수 있을 것이다. 

이에 본 연구에서는 각각 방사선 조사 냉동건조와 

탈회동결건조 처리만으로 제조된 동종골인 ICB 

((IFAB, Irradiated Allogenic Cancellous Bone & 

Marrow; Rocky Mountain Tissue Bank, USA)와 

MTF(Musculoskeletal Transplant Foundation, 

USA)가 골형성에 미치는 영향을 비교 평가하고자, 

사람골모세포의 배양액에 ICB와 MTF를 첨가하여 

세포증식, 염기성 인산분해효소 활성, 칼슘 축적, 조

골관련유전자의 발현 분석을 시행하였다.  
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II. 연구재료 및 방법

1. 연구 재료

(1) 세포배양

골기질 단백을 만들고 광화시킬 수 있는 태아골모

세포주(hFOB1 1.19 ; American Type Culture 

Collection, Manassas, VA)를 10% fetal bovine 

serum (FBS, Gibco BRL, GibcoBRL, Grand is-

land, NY, USA)과 0.03㎎/㎖의 G-418 (Duchefa, 

Netherlands)이 첨가된 Dulbecuo's Modified 

Eagle's Medium Nutrient Mixture F-12 HAM 

(DMEM/F-12 1:1 Mixture, Sigma, St.Louis, MO, 

USA) 8㎖이 담긴 100mm 배양접시에 적정세포 

5×105cell/well를 분주하였다. 이를 34℃의 온도 

및 100% 습도조건에서 95%의 공기와 5% CO2를 계

속 공급하면서 배양하였다. 배양액은 세포가 충분한 

증식이 일어날 때까지 2일 간격으로 교환하였으며 

계대 배양은 1:3의 비율로 시행하였다. 본 실험에서

는 4-6 계대 배양된 세포를 사용하였다.

(2) ICB와 MTF의 준비

방사선 조사 냉동 동종골 (ICB, Irradiated 

Frozen Allogenic Cancellous Bone & Marrow;  

Rocky Mountain Tissue Bank, USA) 0.5ｇ을 공급

받아 LN2 gas를 이용하여 분말로 분쇄한 후  10ng/

㎖로 만들어 사용하였으며, 탈회동결건조 동종골로

는 MTF(Musculoskeletal Transplant Foundation, 

USA)를 0.5g을 공급받아 LN2 gas를 이용하여 분말

로 분쇄한 후 10ng/㎖로 만들어 사용하였다.

2. 연구 방법

(1) MTT 측정

배양접시에서 단일 밀생에 도달한 사람의 태아 골

모세포를  0.25% trypsin/EDTA 로 분리하였다. 혈

구계수기로 세포 수를 세어 24-Well plate(Nunc, 

Naperville, IL, USA)에 각 well당 2×104개의 세

포가 들어가도록 분주하였다. 세포들이 부착할 수 

있도록 1일간 34℃, 5% CO2, 95% 공기와 100% 습

도에서 배양한 후 부착되지 않은 세포들은 배지로 

제거하였다. 실험군에는 ICB와 MTF을 각각 

10ng/ml이 되도록 첨가하였고, 양성 대조군에는 

2ng/ml의 BMP을 첨가하여 2, 4일간 배양하였다. 

일정기간 배양 후 300㎕의 MTT(3-[4,5- dime-

thylthiazol-2 -yl]-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide ; Sigma, USA)을 각각의 Well에 넣어 

formazan 염을 환원시키고, 200㎕의 dimethyl 

sulfoxide(DMSO; Junsei, Japan)를 첨가하여 형성

된 formazan결정을 용해시킨 후 96-Well plate로 

옮겼다. 배양접시를 잘 흔들어 용액을 균질화 시킨 

후 ELISA 분석기(Spectra MAX 250, Molecular 

Devices Co., Sunnyvale, CA, USA)에 넣고 540 

nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 

(2) 염기성 인산분해효소 활성 측정

사람의 태아골모세포주를 6-well 배양접시에 

1x105cell/well이 되도록 분주한 후, 10% FBS가 첨

가된 DMEM/F-12 1:1 Mixture에서 단일 밀생층이 

형성될 때까지  34℃, 100% 습도, 5% CO₂공기 혼

합 배양기에서 배양하였다. 단일 밀생층이 형성된 

후 배지를 제거하였다. DMEM/F-12 1:1 Mixture로 

2회 세척 후, 10%  FBS, G-418 항생제, 50㎕/㎖ 

ascorbic acid, 10mM sodium β

-glycerophosphate가 첨가된 DMEM/F-12 1:1 

Mixture에 음성 대조군에는 DMSO를 첨가하고, 양

성대조군에는 2ng/ml의 BMP을 첨가하고, 실험군에

는 ICB와 MTF 각각 10ng/ml농도가 되도록 첨가한 

후 추가로 5일 동안 각각 배양하였다. 일정배양시간

이 지난 후 배지를 제거하고, trypsin-EDTA로 세포

를 분리 후, 15,000rpm에서 6분간 원심 분리하였다. 

상층액을 제거하고 0.2㎖의 멸균된 증류수를 첨가하

여 초음파 분쇄기로 현탁하였다. 각 세포 현탁액 0.1

㎖에 0.1M glycine NaOH buffer(pH 10.4) 0.2㎖, 

15mM 의 p-nitrophenyl phosphate  (pNPP ; 
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Sigma, USA) 0.1㎖, 0.1% triton X-100/saline 0.1

㎖와 멸균된 증류수 0.1㎖를 잘 혼합하여, 이 반응물

을 37℃에서 30분간 배양하였다. 0.1 N NaOH를 

0.6㎖ 첨가함으로써 이들 반응을 중지시켰다. 배양

된 세포는 96-well 배양접시에 옮기고, p-NPP의 

가수분해는 410nm 파장의 ELISA reader에서 흡광

도의 차이로 나타내며, p-nitrophenol (Sigma, 

USA)을 기준 값으로 이용하였다. 단백질농도는 

BCA protein assay reagent (Pierce, USA)를 사용

하여 측정하였으며, ALP 활성도는 nM/30min/mg 

of protein으로 표시하였다.

(3) 칼슘축적 측정

6-Well 배양접시에 1×105개의 세포가 들어가도

록 분주한 후 각각 적정농도로 25일간 배양하였다. 

Extracelluar matrix mineralization을 유도하기 위

해 19일째 되는 날, 4mM/ℓ NaHPO4를 첨가해서 

배양하였으며 Alizarin red sulfate(AR-S, Sigma) 

염색 방법을 사용하였다. 21일이 된 배지를 제거하

고, PBS로 세척하였다. Ice-cold 70% ethanol로 한

시간 동안 4℃에서 고정하고 ethanol를 제거한 후 

40mM/L AR-S(pH 4.2)로 실온에서 10분 동안 염

색하였다. AR-S 용액을 제거하고 멸균증류수로 조

심스럽게 3회에 걸쳐 세척하였다. 염색된 부분을 육

안으로 비교 관찰하기 위하여 디지털 카메라(Nikon 

E995, Nicon Corporation, Japan)로 촬영을 한 후, 

이를 계량적으로 비교하기 위하여 10mM/ℓ sodium 

phosphate(pH 7.0)에 10%(w/v)cetylpyridinium 

chloride가 녹아있는 용액을 이용해 염색부위를 녹

여 AR-S의 농도를 562nm의 흡광도에서 읽었으며 

AR-S standard curve는 같은 용액을 사용하였다.

(4) Western blot 분석 

ICB와 MTF가 첨가된 배양액에서 25일간 배양된 

사람의 태아골모세포를 PBS로 세척한 후, lysis 

buffer [10mM Na2HPO4 (pH 7.2), 0.9% NaCl, 1% 

Triton X-100. 0.5% sodium deoxycholate, 

0.1%SDS, 0.2%sodium azide, 0.004%sodium flu-

oride]로 세포 단백질을 추출하였고, BCA용액 

(Bicinchoninic acid sol. Sigma Co., USA)에 

Copper(Ⅱ)sulfate(Sigma Co.,USA)를 50:1로 혼합

하여 단백질 농도를 측정하였다. 대조군과 실험군에

서 추출된 단백질 100㎍을 사용하여 15% SDS-pol-

yacrylamide gel electrophoresis를 시행한 PVDF 

membrane(Millipore Corp., Bedford, MA, USA)에 

transfer 하였다. 비특이 항체의 결합을 막기 위하

여 실온 상태에서 membrane을 각각의 차단 용액

(Zymed. USA)에 1시간 동안 처리하였다. 그 후에 

Osteocalcin (OC, Biogenesis, kingston, NH, 

USA)와 Bone sialoprotein (BSP, Chemicon, 

Temecula, CA, USA)의 1차 항체를 90분동안 반응

하였다. 1차 항체로 반응시킨 후 PBS로 2회 세척하

고 그 다음 2차 항체(Santa Cruz Biotechnology)와 

결합된 anti-mouse IgG-alkaline phosphatase로 

60분간 처리한 후 다시 PBS로 7분 동안 2회에 걸쳐 

세척을 한 후 ECL kit로 1분 동안 반응시켜 

Hyperfilm-MP(Amersham. UK)에 노출시켰다. 

(5) 통계분석

통계학적 유의성은 SPSS 10.0 Version 프로그램

을 사용하여 평균과 표준오차를 구하고, 이들의 통

계학적 유의성은 일원분산분석법(ANOVA)을 이용하

여 사전 검정하였으며, 사후 검정은 Tukey법을 사용

하였다. (p<0.05)

III. 연구결과

1. MTT 측정

사람의 태아 골모세포에 대해 ICB와 MTF을 각각 

10ng/㎖,이 되도록  첨가한 실험군과 음성대조군, 

양성대조군을 가지고 각각 2, 4일간 배양하여 비교 

측정한 세포 증식 검사에서 2일군에서 각각의 대조

군과 실험군과의 유의한 차이는 없었다. 또한, 4일

군에서도 2일군과 동일하게 각각의 대조군과 실험군

과의 유의한 차이는 없었다. 하지만, 2일군과 4일군
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과의 통계분석에서 모든 연구군은 2일군에 비해 4일

군에 유의성 있는 세포증식의 결과를 보였다(Table 

1, Figure 1).

2. 염기성 인산분해효소의 활성도 측정

사람의 태아 골모세포에 대해 ICB와 MTF을 각각 

10ng/㎖,이 되도록 첨가한 후 5일간 배양하여  ALP

Table 1. MTT of hFOB1 treated with ICB and MTF (104cell/well)

C- C+ ICB MTF

2 days 0.212±0.008 0.241±0.020 0.232±0.006 0.233±0.008

4 days 0.561±0.028＊ 0.576±0.022＊ 0.58±0.011＊ 0.591±0.016＊

All value are expressed in Mean ± standard deviation

＊ : Statistically significant differents with 2 days at each group (p<0.05).

C- (negative control) : added DMSO

C+ (positive control) : added BMP(2ng/㎖,)

Table 2. Alkaline phosphatase activity of hFOB1 treated with MTF and ICB. (nmole/30min/mg of 

protein)

C- C+ ICB MTF

ALP 0.346±0.022 0.430±0.015＊ 0.421±0.016＊ 0.416±0.006＊

All value are expressed in Mean ± standard deviation

＊ : Statistically significant differents with negative control at each group (p<0.05).

C- (negative control) : added DMSO

C+ (positive control) : added BMP(2ng/㎖,)

ALP : Alkaline phosphatase

Figure 1. MTT of hFOB1 treated with MTF and ICB (10
4
cell/well)

＊：Statistically significant differents with 2 days at each group (p<0.05).

C- (negative control) : added DMSO

C+ (positive control) : added BMP(2ng/㎖,)



440

의 활성을 측정하였다. 실험결과 음성대조군에 모든 

실험군에서 유의성 있는 염기성 인산분해효소의 활

성이 관찰되었으며, BMP를 첨가한 양성대조군에 대

해서는 유의성 있는 인산분해효소의 활성이 관찰되

지 않았다. 또한 음성 대조군과의 비교에서 양성 대

조군이 유의성 있는 인상분해 효소의 활성이 관찰되

었다(Table 2, Figure 2).

3. 칼슘축적 측정

사람의 태아 골모세포에 대해 ICM와 MTF을 각각 

10ng/ml이 되도록 첨가한 후  태아골모세포에 투여

한 뒤 석회화된 결절을 관찰한 결과 음성대조군에 

비해 모든 실험군에서 칼슘축적이 증가하였으며, 

BMP를 첨가한 양성대조군과는 칼슘축적이 유사하게 

증가함을 관찰할 수 있었다(Table 3, FIgure 3, 

Photo 1).

Table 3. Calcium accumulation Alkaline phosphatase activity of hFOB1 treated with MTF and ICB.

C- C+ ICB MTF

O. D 220.60±28.95 605.50±8.63
＊

506.50±7.78
＊

505.15±8.70
＊

All value are expressed in Mean ± standard deviation

＊ : Statistically significant differents with negative control at each group (p<0.05).

C- (negative control) : added DMSO

C+ (positive control) : added BMP(2ng/㎖,)

O.D : Optical Density 

Figure 2. Alkaline phosphatase activity of hFOB1 treated with MTF and ICB 

(nmole/30min/mg of protein) 

＊ : Statistically significant differents with negative control at each group (p<0.05).

C- (negative control) : added DMSO

C+ (positive control) : added BMP(2ng/㎖,)
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Photo 1. Alizarin Red Stain of hFOB1 treated with MTF and ICB at 25 days of incubation. 

The mineralized matrix was stained with Alizarin Red-s for calcium. Stained cells were 

photographed.

Figure 3. Calcium accumulation Alkaline phosphatase activity of hFOB1 treated with MTF 

and ICB. 

＊ : Statistically significant differents with negative control at each group (p<0.05).

C- (negative control) : added DMSO

C+ (positive control) : added BMP(2ng/㎖,)

O.D : Optical Density 
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4. Western blot 분석 

ICB와 MTF가 첨가된 배양액에서 25일간 배양된 

사람의 태아골모세포를 western blot 분석한 결과 

음성대조군에 비해 양성대조군과 모든 실험군에서 

Osteocalcin와 bone sialoprotein의 발현이 증가하

는 경향을 보였다. (Photo 2)

Photo 2. Western blot analysis for osteocalcin 

and bone sialoprotein in hFOB1. Lane 1 is 

a negative control group, lane 2 is an ex-

perimental group  that supplemented with

ICB, lane 3 is an experimental group  that 

supplemented with MTF, and lane 4 is a 

positive control group that supplemented 

with BMP. Cell extract equivalent to 100 μ

g/ml of total cellular protein of hFOB1 was

electrophoresed by 15% SDS-PAGE and 

transferred to a PVDF membrane. The in-

tracellular protein levels of osteoclalin and 

bone sialoprotein in hFOB1 were probed

with respective antibodies diluted by 1 : 

1000. 

IV. 총괄 및 고찰

자가골 이외에 치조골의 결손부를 수복하기 위한 

대체이식재들이 활발하게 개발되고 있다. 임상에서 

이러한 이식재를 사용한 후에는 이식골에 대한 정확

한 평가방법은 한계가 있으며,  방사선 검사, 생검을 

통한 조직학적 검사들을 통해 이루어지고 있다. 성

공적인 이식술의 결과는 면역반응을 유발하지 않으

며, 숙주의 골재생에 기여해야 할 것이다. 또한 치아

나 임플란트를 통해 가해지는 물리적 힘에 저항할 

수 있는 구조로 치유되어야 하며, 궁극적으로는 숙

주골과 이식재가 분리되어 관찰되지 않는 완전한 골

조직으로의 치환이 일어나야 할 것이다. 

동종골은 이종골에 비해 거부반응이 적지만, 자가

골에 비해 이식후의 면역거부반응이 다양하게 나타

나므로 이를 억제하기 위한, 동결, 동결건조, 비등 

등의 방법이 시도 되었고, 최근에는 동결건조방법이 

동종골의 처리에 널리 사용되고 있다. 동결건조를 

통해 면역반응을 억제시키고, 단백질 변성도 감소시

킨다. 또한 동결 처리 방법에서는 상온보관이 불가

능하나, 동결건조방법은 상온에서도 보관이 가능하

다31). 항원을 감소시킨 항원 추출동졸골은 이식재

의 골소주가 얇아지고 소주내의 공간이 확장되면서 

이 공간으로의 신생조직의 확장이 용이하여 골 형성

을 촉진하는 것으로 알려져 있는데, 물리적 성질이 

원래 상태보다 매우 떨어지는 단점이 있다
32)

.

여러 연구에 의하면 동결건조과정이 동종골의 처

리과정 중에서 면역항원성을 줄이고 단백질 변성도 

최소화시킬 수 있는 우수한 방법이라고 하였다
33,34,35,36)

. 그러나, 일부의 연구에서 이식재를 통한 

면역결핍증, B형간염, C형간염 등의 바이러스성 감

염이 보고되었다
37,38)

. 이를 예방하기 위해 FDA(Food 

and Drug Administration)에서는 공여자에 대한 바

이러스성 감염에 대한 사전 검사를 통해 수여자의 

감염의 가능성을 배제하도록 하고있다. 그러나, 골

이식재는 채취와 제조과정을 통해 외인성 미생물의 

감염이 발생할 수도 있으며 환자에게 전염될 수 있

다는 보고도 있다
39,40)

. 그러므로 동종골은 전염성 

질환의 감염을 억제하는 과정을 거쳐야 한다. 

본 연구에서는 공급에 있어 한계가 있고, 채취부

위를 위한 부가적 수술이 필요한 자가골의 단점을 

보완할 수 있는 동종골 이식재인 ICB와 MTF를 사용

하여 태아골모세포주에 대한 세포활성도, 염기성 인

간분해효소 활성, 칼슘축적, osteocalcin의 발현, 

bone sialoprotein의 발현 등을 측정하여 치주질환 

치료제로서의 효용을 확인하고자 실험을 진행하였

다. 

ICB는 동결건조와 방사선조사를 통해 제조되었으

며, MTF는 탈회동결건조과정을 통해 제조되었다. 

ICB는 채취된 공여자의 골을 영하 75도에서 냉동시
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킨 뒤 항원성을 제거하기 위해 2.5-3.8 Mrad의 방

사선을 조사하였으며, MTF는 미국의 비영리 조직은

행인 MTF 조직은행에서 제조되는 데 이식재를 통한 

바이러스성 감염을 막기 위해 PCR검사로 바이러스

성 질환을 지닌 공여자를 배제하여, 골을 채취 탈회

동결건조골을 제조한다. 실험에 사용된 각각의 이식

재는 태아골모세포에 적용하기 위해 더 작은 미립의 

분말로 제조하여 사용하였다. 

각각의 이식재가 태아골모세포의 증식에 미치는 

영향을 알아보기 위해 동일 조건아래에서 음성대조

군에서 DMSO를 양성대조군에서는 BMP를 첨가하였

다. 골형성 단백질인 BMP는 여러 연구에서 태아골

모세포의 증식과 골기질의 형성을 촉진함이 보고되

었기 때문에 양성대조군으로 사용하였다. 박
41)
 과 이

42)
 등은 동종골이 태아골모세포에 미치는 영향을 연

구하여 동종골 이식재 농도 10ng/㎖가 태아골모세포

의 활성을 촉진시킨다고 하였다. 이에 본 연구에서

는 실험농도로 10ng/㎖를 선택하여 각각의 동종골을 

실험 농도로 태아골모세포의 배양액에 첨가하여 2일

간 배양하였다. 배양 후 태아골모세포의 증식에 미

치는 영향을 MTT 검사로 관찰하였을 때 각각의 실

험군과 대조군간의 세포증식에 차이가 미약하게 관

찰되지만 통계학적 유의성은 없었다. 4일간 배양하

였을 경우에도 2일군과 동일하게 각각의 실험군과 

대조군간의 세포증식에 있어 통계학적 유의성은 없

었다. 그러나, 2일군과 4일군과의 통계분석에서 모

든 연구군은 2일군에 비해 4일군에 유의성 있는 세

포증식의 결과를 보였다. (p<0.05) 

각각의 이식재가 태아골모세포의 증식에 영향을 

주지는 않지만 골화과정에 어떤 양상으로 영향을 주

는지 확인하기 위해 염기성 인산분해효소의 활성을 

측정하였다. 염기성 인산분해효소는 생체내에 널리 

분포되어 있는데, 내피세포, 모세혈관벽, 결합조직의 

섬유, 혈청, 백혈구, 신장, 비장, 폐, 석회화과정에 

있는 치수 조상아세포, 염증 상태에 있는 치수, 치은

과 골에 분포되어 있으며, 조골세포의 표지자로 알

려져 있다,
43,44,45)

. Ecarot 등
46)

은 염기성 인산분해

효소 수치가 높은 세포들이 석회화 결정형성을 기시

할 수 있다는 보고를 하여, 골화 과정에서 골모세포

의 증식이 왕성하게 일어나고 따라서 염기성 인산분

해효소와 같은 골 형성 지표들 또한 증가할 것이 예

상된다. 

본 연구에서는 태아골모세포의 염기성 인산분해효

소의 활성이 배양액에 ICB와 MTF를 첨가하여 5일

간 배양한 후 음성대조군에 비해 유의성 있게 증가

하였으며, BMP를 첨가한 양성대조군과 각각의 실험

군과는 차이가 없었다. 양성대조군과 각각의 실험군

간의 비슷한 염기성 인산분해효소의 활성 증가는 방

사선조사와 탈회동결건조과정이 동종골의 BMP의 변

형이나 감소를 일으키지 않는다는 것을 가정할 수 

있으나 비슷한 활성의 증가가 어떻게 발생했는지에 

대한 연구도 필요할 것으로 사료된다. 

증가된 염기성 인산분해효소가 골 광물화과정에 

영향을 주는지 관찰하기 위해 석회화 결절 측정을 

통한 칼슘축적의 정도를 보았는데, 태아골모세포의 

배양액에 ICB와 MTF를 첨가한 각각에 실험군에서 

음성대조군보다 석회화 결정이 증가하였으며, BMP

를 첨가한 양성대조군과는 증가 양상이 유사하였다. 

이와 같은 결과 역시 염기성 인산분해효소의 발현과 

유사하게 나타났다. 이와 같은 결과는 박
41)
 과 이

42)

의 연구 결과와 거의 일치한 것을 보여준다. 

본 연구에서 앞서의 연구 결과가 태아골모세포의 

어떤 유전자의 발현 증가를 통해 나타나는 지를 보

기 위해 osteocalcin과 bone sialoprotein 유전자의 

발현을 western assay를 통해 진행하였다. Osteocalcin 

은 염기성 인산분해효소와 함께 골모세포의 활성도

를 나타내는 지표로 알려져 있다. Osteocalcin는 비

타민 K 의존성 단백으로 골모 세포에서 생성되어 골 

기질 내 비 교원 단백질 의 약 10-20%정도를 차지

한다
47,48)

. Osteocalcin은 칼슘과 결합력이 높고 골

모 세포에서 생성되어 골 흡수와 골 형성에 중요한 

기능을 하며, 골의 구조에서는 hydroxyapatite 및 

칼슘과 단단하게 결합된다. 골모세포 활동이 증가하

게 되면 골모세포에서 osteocalcin의 합성이 증가되

는 것으로 보고 되고 있다
49,50)

. Bone sialoprotein 

유전자는 무기질 결정 형성을 조절할 수 있는 골석
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회화와 분화의 대표적인 표지유전자로 여겨져 왔다
51)
. Bone sialoprotein은 골의 총 비교원성 단백질 

중에서 15%를 차지하고 있으며, 골석회화 및 재형성

과 관련이 있는 것으로 알려져 있다
52)

. Chen
53)

과 

Cowles
54)

 등은 bone sialoprotein이 수산화인회석

과 매우 높은 친화성을 보이며, 수산화인회석의 유

핵화를 기시하는 기능이 있음을 보고하였다. 따라서 

bone sialoprotein은 골의 석회화 과정과 관련되는 

것으로 추정할 수 있고 bone sialoprotein이 골형성 

및 골흡수 모두와 관련되어 있는지, 혹은 단지 이중 

하나만이 생체내에서 관련되어 있는지는 아직 분명

하지 않다. Hipskind 등
55)

은 bone sialoprotein 유

전자 결핍 생쥐는 태생 6주에 골격의 이상이 관찰되

었다고 하였다. 본 연구에서도 보고된 여러 연구결

과를 바탕으로 골단백질 발현양의 최대값을 측정하

기 위해 ICB와 MTF가 첨가된 배양액에서 25일간 

배양된 사람의 태아골모세포를 western blot 분석을 

하였으며, 그 결과 음성대조군에 비해 양성대조군과 

모든 실험군에서 osteocalcin과 bone sialoprotein

의 발현이 증가하는 경향을 보였다. 

본 연구의 결과는 방사선조사와 탈회냉동건조 과

정을 거친 각각의 동종골의 이식 후에 나타나는 긍

정적인 효과들이 골화관련 세포의 증식을 촉진하는 

과정이 아닌 골화관련 유전자의 발현의 촉진, 염기

성 인산분해효소의 증가, 석회화 결정의 형성 촉진

을 통해 이루어진다는 것을 확인할 수 있었다. 또한 

방사선조사와 탈회냉동건조 과정이라는 각기 다른 

처리과정을 거쳤음에도 불구하고 두 동종골간에는 

차이점은 발견되지 않았다. 하지만, 이러한 동종골

의 처리과정이 바이러스성 감염의 위험성을 충분히 

제거하는 지에 대한 확인은 향후 연구되어야 할 사

항으로 사료된다. 

V. 결  론

본 연구는 Irradiated Frozen Allogenic Bone인 

ICB와 탈회동결건조 동종골인 MTF가 골모세포 활

성에 미치는 영향을 알아보고자, 사람태아골모세포

(hFOB1.19)를 이용하여 MTT, 염기성 인산분해효소 

활성도 측정, 칼슘 축적 측정, Osteocalcin의 발현, 

Bone sialoprotein의 발현 등을 분석하여 다음과 같

은 결론을 얻었다. 

1. MTT측정에서는 대조군과 실험군간에 유의한 

차이는 보이지 않았으며, 실험군과의 차이도 

없었다. 대조군과 실험군 공히 2일군에 비해 4

일군에서 유의성 있는 세포증식의 결과를 보였

다(p<0.05).

2. 염기성 인산분해효소의 활성을 측정한 실험에

서 음성대조군에 비해 양성대조군과 ICB와 

MTF를 첨가한 실험군에서 활성이 증가함을 보

였다. 실험군 상호간 및 양성대조군과 실험군

간의 차이는 관찰되지 않았다(p<0.05).

3. 칼슘 축적 검사에서는  음성대조군에 비해 양

성대조군과 ICB와 MTF를 첨가한 실험군에서 

축적이 증가함을 보였으며, 실험군간의 차이는 

없었다. 양성대조군과 실험군간과는 차이는 관

찰되지 않았다(p<0.05).

4. Western blot 검사에서는 실험군과 양성대조

군이 음성대조군에 비해 osteocalcin와 bone 

sialoprotein의 발현이 증가하였으며, 실험군

간의 발현이 차이는 없었다.

이상과 같은 소견으로 동종골인 ICB와 MTF가 태

아골모세포의 증식보다는 염기성 인산분해효소의 활

성, 칼슘 축적, 조골에 관여하는 단백질의 발현을 증

가시킴으로 골형성 과정에 긍정적인 효과가 있을 것

으로 보이며, 동종골의 제조과정의 차이에 기인한 

효과의 차이는 없을 것으로 사료된다. 
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-Abstract-

Effects of Irradiated Frozen Allogenic Bone and 

Musculoskeletal Transplant Foundation on 

Bone Formation in Human Fetal Osteoblasts

Ho-Sang Yoon, Sung-Hee Pi, Hyung-sik Shin
*2)

Department of Periodontology, School of Dentistry, Wonkwang University

The purpose of this study was to investigate the effects of ICB(Irradiated frozen allogenic bone, 

Rocky Mountain Tissue Bank, USA) and MTF(Decalcified freeze-dried bone allograft, Musculoskeletal 

Transplant Foundation, USA) on the cell proliferation and differentiation of human fetal osteoblasts. 

Human fetal osteoblasts (hFOB1) were cultured with 10 ng/㎖ of ICB and MTF. The negatvie control 

group was cultured with DMSO and positive control group was cultured with BMP (2 ng/㎖). MTT was 

performed to examine the viability of the cell, and alkaline phosphatase activity was analyzed to ex-

amine the mineralization. Calcium accumulation was also evaluated. 

ICB and MTF did not increase the rate of the cellular proliferation of hFOB1s while they enhanced 

ALP and calcium accumulation. The expression of osteocalcin (OC) and bone silaloprotein (BSP) in-

creased in hFOB1 treated with ICB and MTF (10 ng/㎖). 

These results suggest that ICB and MTF stimulate osteoblastic activity of the hFOB1. 

key words：osteoblast, bone graft, allograft
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