
서론

년1965 Urist1)는 탈회된 골편을쥐의 피하조직에 이식하

였을때이식편주위로이소성골형성이일어나는것을관

찰하고골내에는골형성에기여하는특정단백질이있다고

하였으며 이를 골 형성 단백질(Human Recombinant Bone

이라고 명명하였다Morphogenetic proteins; BMPs) . 1988

년 등이 처음으로 에 성공하면서부터 본격Wozney cloning

적인 연구가 시작되었다 그 동안의 많은 연구들을 통하여.

Human Recombinant Bone Morphogenetic proteins

는 로서 이식되었을 때 신(rhBMPs) TGF- superfamily ,β

생골 및 신생연골을 형성한다고 알려져 있으며2,3) 현재, 20

가지 이상의 가 발견되었고 이중BMP , rhBMP-2, -4, -5,

-6, -74-8) 등이 골유도성이우수하여골조직공학분야에
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ABSTRACT

Purpose: Recombining bone morphogenetic protein (BMP) is usually acquiredfrom high level animals. Though this method
is effective, its high cost limits its use. The purpose of this study was to evaluate the effect of bone morphogenetic protein-2
with protein transduction domain (BMP-2/PTD;TATBMP-2) on bone regeneration. Rat calvarial defect model and osteoblastic
differentiation model using MC3T3 cell were used for the purpose of the study.
Materials and Methods: MC3T3 cells were cultured until they reached a confluence stage. The cells were treated with 0,
0.1, 1, 10, 100, 500 ng/ml of BMP-2/PTD for 21 days and at the end of the treatment, osteoblastic differentiation was
evaluated usingvon Kossa staining. An 8mm, calvarial, critical-size osteotomy defect was created in each of 48 male
Spraque-Dawley rats (weight 250~300 g). Three groups of 16 animals each received either BMP-2/PTD (0.05mg/ml) in a
collagen carrier, collagen only, or negative surgical control. And each group was divided into 2 and 8 weeks healing
intervals. The groups were evaluated by histologic analysis(8 animals/group/healing intervals)
Result: In osteoblastic differentiation evaluation test, a stimulatory effect of BMP-2/PTD was observed in 10ng/ml of
BMP-2/PTD with no observation of dose-dependent manner. The BMP-2/PTD group showed enhanced local bone formation
in the rat calvarial defect at 2 weeks. New bone was observed at the defect margin and central area ofthe defect. However,
new bone formation was observed only in 50% of animals used for 2weeks. In addition, there was no new bone formation
observed at 8 weeks.
Conclusion: The results of the present study indicated that BMP-2/PTD(TATBMP-2) have an positive effect on the bone
formation in vitro and in vivo. However, further study should be conducted for the reproducibility of the outcomes.
(J Korean Acad Periodontol 2008;38:153-162)
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사용되고있다 이들중에서 포유류세포 로부터. , (CHO cell)

재조합 기술로 얻어지는 는 골유도능이DNA rhBMP-2,-7

가장 우수하다고 보고되어9,10) 이를 이용하여 많은 연구가

이루어지고있다.

현재 와 을 제제로 하는 제품이 시장rhBMP-2 rhBMP-7

에 소개되어 있다 이들은. Chinese hamster ovary(CHO)

세포를이용한재조합방법에의해생산되고있다2) 이러한.

제품은 특정 를 사용하여 척추골 융합에만rhBMP carrier

사용이 될 수 있도록 의 임상 사용 허가가 나있다 하FDA .

지만그제작방법및단백질의정제과정에상당한비용이

소요되기 때문에 제품 자체 가격 및 회 시술료는 기존의1

수술방법에비하여아주높다 더군다나고등단계의종에.

서 효과적인 골 형성을 얻기 위해서는 보다 높은 농도의

를 처치해야 한다고 알려져 있다rhBMP 11-13) 물론 이러한. ,

제품개발에의하여환자로하여금자가골채취라는부담적

수술을 피하게 할 수는 있지만 아직까지 경제적 이득 효과

는크지않다.

를 포유류세포가아닌 등의저등종의세rhBMP E coli

포를이용하여제작할수도있으나이렇게제작된 는rhBMP

세포를 통해 만들어지는 단백질의 차원적 구조를 만CHO 3

들어내지 못하기 때문에 수용체에 결합할 수 없으rhBMP

며 따라서 세포의 골성 분화를 유도하지 못하고 결과적으,

로 골형성및유도의효과를나타내지못하는것으로알려

져 있다14,15) 이러한 문제점들을 극복하기 위해 결손부에서.

의송달 유지및점진적인유리를위한운반체에대한BMP ,

연구가진행되어왔다11,16-20).

최근세포막투과가어려운단백질을효과적으로세포내

부로전달할수있는단백질전달영역에대한연구가활발

히 이루어지고 있다 특정 아미노산 배열로 이루어진 이러.

한 펩타이드는자발적으로세포막을투과하여세포내로들

어갈수있다는특성을가진다21-25) 이 중 대표적인펩타이.

드는 에서 유래한human immunodeficiency virus trans-

로서단독으로도세포내투과가activator of transcription

가능하지만 다른 단백질과 결합한 형태로도 세포막을 통과

할수있다고보고된다24-27) 이러한단백질전달영역의독.

특한 특성을 이용한 세포 치료제가 이미 의학계에 널리 사

용되고 있다 또한 박테리아를 이용한 재조합 단백질 전달.

영역을생산해낼경우다량의생체단백질을쉽게얻을수

있다.

본연구의목표는박테리아를이용하여생산된단백질전

달 영역 융합재조합 의BMP-2(BMP-2/PTD; TATBMP-2)

골 형성능력을평가하는것이다.

재료및방법

연구재료1.

단백질전달영역융합재조합골형성단백질1)

의제작(BMP-2/PTD; TATBMP-2)

본연구에사용된단백질전달영역(Protein Transcription

은Domain; PTD) human immunodeficiency 에서 유virus

래한 를 사용하였다transactivator of transcription(Tat) .

인간 골 형성 단백질 형 의 를 을2 (BMP-2) cDNA RT-PCR

이용하여 하였고 에클cloning bacterial expression vector

로닝 하였고 클로닝 된 의 부위에 펩타이드BMP-2 5 Tatˊ
염기서열을삽입하였다 염기서열맨앞(YGRKKRRQRRR) .

에 를 연결하였고 분리 정제를 위해 개의X-press tag 6

과 시작 염기서열인 를 삽입하여벡터를 제작histidine ATG

하였다 제작된 벡터를 열 충격을 이용하여 박테리아 형질.

전환을일으켰다 형질전환박테리아는대장균. BL21( E-Coli

을 사용하였으며 에서 시간 배양BL21; Invitron Inc) 37 2℃

하고 isopropylthio-galactoside 1 을 첨가한후 시간mM 18

추가 배양하여골형성단백질발현을유도하였다 원심분.

리를 통하여배양액 내의대장균을 제거하였고 의요소, 8M

용액을 첨가하여 의 차 또는 차 구조를 제거하였다BMP 2 3 .

를 이용하여 얻어진 단백질을 결합하였고 세척Ni-Ti bead

후 용액을 사용하여 용출 정제된 단백질imidazole

을 채취하였다(BMP-2/PTD) 28).

실험동물2)

본 연구에서는 체중 250~300 의 웅성 백서g (Spraque

마리를 사용하였고 실험 부위로는 두개골Dawley rat) 48 ,

을 이용하였다 실험동물은연세임상의학연구센터의동물.

실험지침에따랐고연세대학교의과대학실험동물위원회에

승인을받았다.
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연구방법2.

단백질전달영역함유재조합골형성단백질1)

의세포분화도실험(BMP-2/PTD; TATBMP-2)

평판 세포배양기에 세포를 각 당6-well MC3T3 well

개씩 분주하고 우태아 혈청이 함유된1×104 10% α-MEM

배양액을이용하여동일조건에서배양하였다 밀생단일층.

의 될 때까지 배양한 다음 우태아 혈청80% , 5% , 10mM

β-glycerophosphate, 50 와g/ml ascorbic acid PTDBMP-2

가적정농도별로함유된배지로교환한후 일동안배양, 21

하였다 배양액의 교환은 내지 일 주기로 하였다 처치. 2 3 .

된 의 농도는BMP-2/PTD 0, 0.1, 1, 10, 100, 500ng/ml

였다 일 후 배양액을 제거하고 통법에 따라. 21 von Kossa

을 이용하여세포분화도를평가하였다staining .

단백질전달영역함유재조합골형성단백질2)

의골형성능평가(BMP-2/PTD; TATBMP-2)

실험군설정(1)

두개골 결손부에 아무 처치도 하지 않은 군을 음성 대조

군으로 설정하였고 만을 이식한 군을 양성 대조군collagen

으로 에, collagen BMP-2/PTD solution(0.05 을mg/ml)

한 후이식한군을실험군으로설정하였다 각군은socking .

수술 후 주 주치유기간을두고희생시켜관찰하였으며2 , 8 ,

각 군별로 마리씩배정하여모두 마리를사용하였다8 48 .

백서두개골결손부형성및외과적처치(2)

각 군의 백서에 Ketamine hydrochloride(Ketalar,

와Yuhan Co., Seoul, Korea) Xylazine(Rompun, Bayer

을 로 혼합하고 근육주사Korea, Seoul, Korea) 4:1 (70

하여 전신마취시켰다 두부제모를 시행하고mg/kg) . povi-

으로 소독한 후 고정하였다 수술 부위는done iodine . 2%

Lidocaine(2% lidocaine, 1:100,000 epinephrine, Kangmyung

으로 침윤마취한 후 백서의 전두골Pharm., Seoul, Korea)

전방부에서 후방부까지 정중부를 따라 두피를 절개하여 두

개골의상면을노출시켰다 노출된두개골의상면에내경. 8

를mm trephine bur(3i, Palm Beach Gardens, FL, USA)

이용하여지름 의원형결손을형성하였다 실험군에는8mm .

각각의실험재료를결손부에위치시키며 대조군은아무처,

치도 하지 않았다 두피를 덮고. 4-0 coated VicrylⓇ

(Polyglactin 910, braided absorbable suture, Ethicon,

로 봉합하고Johnson & Johnson Int., Edinburgh, UK) , 1

주 후 발사하였다 술후 주 주에각군의동물을희생하. 2 , 8

고 조직학적평가를위하여두개골을적출하였다(Fig. 1, 2).

골조직재생유도 능력 평가3.

조직학적관찰1)

절제한조직을 중성포르말린용액으로 시간고정10% 24

한 후 로 일간탈회하고통법에따라계5% nitric acid 3~7

열 알코올로 탈수한 다음 파라핀에 포매하였다. 7μ 두께m

로 80μ 간격으로 두고 연속적인 관상면 절단하여 개의m 4

박편을 제작하였으며 각 시편의 중앙 부위를 절단하였다, .

염색을 하여 광학 현미경Hematoxylin-Eosin(H-E)

으(Olympus BX50, Olympus Optical Co., Tokyo, Japan)

로 관찰하였다.

Figure 2. Collagen matrix used as a carrier.Figure 1. 8mm circumferential calvarial defect formation.
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결과

단백질전달영역함유 재조합 골형성 단백질1.

의 세포분화도실험(BMP-2/PTD; TATBMP-2)

본연구에서는 의세포분화활성도를알아보BMP-2/PTD

기위하여 세포에 를처치하고 일배MC3T3 BMP-2/PTD 21

양 후 골성 분화 활성도를 평가하기 위하여 염von Kossa

색을 시행하였다. 500 와ng/ml 100 에서는 처치 일ng/ml 3

후부터세포의독성이있음을알수있었다 세포의형태가.

변하였고 특히, 500 에서 세포의 밀집도가 감소되는ng/ml

것을알수있었다. 10 의농도에서 일배양후ng/ml 21 von

염색이 진하게 염색되는 것을 볼 수 있었다 하지만Kossa .

10 미만의 농도에서는 염색 즉 골성 분ng/ml von Kossa ,

화 활성도가나타나지않았다 본연구에서사용된농도범.

위에서는 세포분화 활성도의 농도 의존성(dose depend-

은 볼수없었다ency) (Fig. 3).

단백질 전달영역 함유재조합 골형성 단백질2.

의 골 형성능 평가(BMP-2/PTD; TATBMP-2)

육안적관찰1)

치유양상은일반적으로특이점없이각군간유사하게진

행되었다 이식부위의노출이나염증소견 그리고 수술 부. ,

위의 다른합병증은나타나지않았다.

조직학적관찰2)

음성대조군(1) (Sham surgery)

주 소견2①

결손부는 얇고 성긴 불규칙한 섬유성 결합조직으로

채워져있으며 출혈및육아조직이관찰된다 신생골은, .

주로 결손부변연과 하방경막주위에국한되어삼각형

형태로 형성되어 있었으며 조골세포에 의해 둘러싸여,

있고 주위로 염증세포가 관찰되었다 연조직 치유와 신.

생골의 형성이 계속 진행 중임을 알 수 있었다 결손부.

의중앙은상방조직의압력에의해와해되어있는양상

을나타내고있다(Fig. 4a).

주 소견8②

신생골형성은역시미약했으며주위로비교적잘정

돈된 균일한 밀도의 결합조직이 관찰되고 있으나 여전,

히 결손부 중앙에는 성긴 결합조직이 관찰된다 신생골.

은 골막과인접한부위는성숙한양상을보이고있으나

Figure 4. Histological section of Control group. a. Control 2 weeks (HE 10). b. Control 8 weeks (HE×
10). Arrow head; defect margin.×

Figure 3. 21 days after treatment with BMP2/PTD (von

Kossa staining).

Control 10 ng/ml 1 ng/ml

10-1 ng/ml 10-2 ng/ml 10-3 ng/ml

a b
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경막과 인접한 부위는 넓은 골수강을 보이는 미성숙한

양상을 나타내고 있다 신생골 말단에서는 조골세포들.

이줄지어있으나골성조직은관찰되지않는다(Fig. 4b).

양성대조군(2) (Collagen only)

주 소견2①

결손부위는 으로대부분채워져있으며 미collagen ,

량의 신생골이 결손 변연부 및 중앙부에서 관찰되었다.

의 흡수 과정으로 여겨지는 다핵 거대 세포가collagen

관찰되었다 신생골의 주변에서는 조골세포들이 관찰되.

며 신생혈관화가관찰된다, (Fig. 5a).

주 소견8②

결손부위로얇은결체조직이형성된것을관찰할수

있었고염증세포의침윤은없었다 은모두흡. Collagen

수되어 관찰되지 않았다 신생골 형성은 주에 비해 증. 2

가된양상을띠고있으며 계속해서골형성이진행중임,

을 관찰할 수 있었으나 그 양은 미미하였다 전체적인.

양상은음성대조군 주소견과흡사하였다8 (Fig. 5b).

실험군(3) (BMP2/PTD)

실험동물간조직학적결과는다소상이한결과가나타

났다 주 소견으로서 신생골이 형성된 경우는 마리 중. 2 8

마리였고 나머지 마리에서는 신생골 형성을 관찰할 수4 4

없었다 이경우결손부내에아직흡수되지않(Fig 6, 7).

은 이남아있었으며 의흡수과정이라할collagen collagen

수있는다핵거대세포가주위로관찰되었다 신(Fig. 6b).

생골이 형성된 경우 내부 및 주위로 신생골이, collagen

관찰되었다 신생골주변으로골아세포가줄(Fig. 7b, 7c).

지어 배열되어있었다 골결손부 변연으로부터 신생골이.

형성된 것을 볼 수 있었으며 그 양은 음성대조군에 비하

여많은것을볼수있었다 주소견에서모든개체에서. 8

신생골형성은미미하였다 결손부위로얇은결체조직이.

형성된것을관찰할수있었고염증세포의침윤은없었다.

은모두흡수되어관찰되지않았다Collagen .

Figure 6. Histological section of BMP-2/PTDweeks with no new bone formation. a. Overall view under

low magnification (HE 10, Arrow head; defect margin). b. Higher magnification(HE 100).× ×

Figure 5. Histological section of Collagen group. a. Collagen 2weeks (HE 10) b. Collagen 8weeks (HE 10).× ×
Arrow head; defect margin.

a b

a b
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고찰

본 연구는 웅성 백서의 두개골 결손부에 단백질 전달 영

역함유 재조합 골 형성 단백질(BMP-2/PTD; TATBMP-2)

를 적용하여골재생효과를평가하는것을목적으로시행하

였다 백서 두개골에 를 이용하여 직경. trephine bur 8mm

의 원형결손부를형성하고음성대조군에는아무것도이식

하지 않고 양성 대조군에는 만을 실험군에는, collagen ,

를 을 로 하여 적용시킨 후 결BMP-2/PTD collagen carrier

손부에이식하였다 술후 주 주에희생하고치유결과를. 2 , 8

조직학적으로 비교관찰 평가하였다 또한 세포를. , MC3T3

이용하여 의골성분화정도및독성을평가하BMP-2/PTD

였다.

이번 연구에서는 백서의 두개골 결손부 모델을 사용하였

는데 이는다른동물실험 모델과비교하여 접근성 재현성, ,

이 좋고 간편하므로 골재생 물질을 연구하는데 효과적이며

편리한 모델로 알려져 있다 미성숙한 개체는 성숙한 개체.

에 비해 치유능력이 우수하므로 250~300 의 성체를 사용g

하였으며 암컷의경우호르몬의변화나임신등에의해결,

과에영향을끼칠수있어수컷만을사용하였다 이모델에.

서사용한 8 의원형결손은쥐의임계크기결손mm (Criticalsize

defect)으로 이는 아무런 처치를 하지 않으면, 이하10% 의

골재생을 이루는 가장 작은 크기의 결손을 일컫는다
16,17,19,20,29,30).

우수한 골형성을얻기위해서는적절농도의 를이BMP

식 부위로 전달할 수 있어야 한다 는 수용성 물질. rhBMPs

이므로 적용 부위에 적절히 전달되지 않으면 그 효과가 감

소되며 의 효과를 극대화하기 위해서는 적절한 양, rhBMPs

과농도 적용시간등이중요하다고하였다, 16,17,19,20,29-31) 그.

러므로 를 효과적으로 전달하며 전달되는 동안 유, rhBMPs

지될 수 있는 적절한 전달체의 사용은 필수적이라고 할 수

있다 이상적인 전달체를 찾기 위한 다양한 노력들이 계속.

되고있으나 현재까지이에대해명확히규명된바는없다, .

적절한 를사용한다하더라도상당량의 가있어carrier BMP

야 하고 또한 고등동물일수록 우수한 골 형성을 기대하기

위해서는보다높은농도의 가필요하다고알려져있다BMP
18,32-35).

최근 세포막 투과가 어려운 단백질을 효과적으로 세포,

내부로전달할수있는단백질전달영역에대한연구가활

발히이루어지고있다22-27,36-39) 특정아미노산배열로이루.

어진 이러한 펩타이드는 자발적으로 세포막을 투과하여 세

포 내로 투과하여 들어갈 수 있다는 특성을 가진다 이 중.

Figure 7. Histological section of BMP-2/PTDweeks

with new bone formation. a. Overall view under low

magnification(HE 10, Arrow head; defect margin).×
b. Higher magnification at middle of defect (HE ×
100). c. Higher magnification at border of defect (HE

100).×

a b

C
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대표적인펩타이드는 에서human immunodeficiency virus

유래한 로서 단독으로도transactivator of transcription

세포 내 투과가 가능하지만 다른 단백질 특히 거대 분자의

단백질을융합한상태에서도세포막을통과할수있다고보

고된다22-27,36) 이외에도 그리고. VP-22, ANTP, Kaposi

또는 의작은단백질부FGF arginine/lysine-rich peptide

분이세포막을침투할수있고따라서단백질을세포질내

로전달할수있다고보고되어지나정확한기전에대하여는

아직 연구 중으로 보고된다38,39) 본 연구에 앞서 이루어진.

예비실험을통하여 단백질을 단백질에연결하TAT BMP-2

여 처치하였을때세포내로침투되는것을확인할수있었

다 이러한전달및침투과정은세포종류와는큰상관이있.

었다 이러한침투과정은 에서잘이루어지는것으로보. 4 Cﾟ
아온도차이에따른에너지의존적인과정이라볼수있으

나 정확한 기전은 상반된 논란의 여지가 남아있다39) 세포.

내로 전달된 는 에 의하여BMP-2/PTD heat shock protein

재구조화과정을거친후활성화된형태의 를분비하기BMP

위하여 된다는것을유추할수있었다 이는furin cleavage .

단백질을 에서 반응시켰을 때 약BMP-2/PTD in vitro

의 가 관찰되었기 때문이다43-kd N-terminal fragment .

활성화된 분비 단백질은 하나의 결합에BMP-2 disulfide

의해 두 개의 동일한 펩타이드가 연결된 로 구성된다dimer
40) 이때 각각의펩타이드는 개의아미노산으로구성되. , 114

며 내부에존재하는 개의시스테인단발기중하나가다른7

펩타이드의동일부위와 결합을하고있고나머지disulfide

개 시스테인은 동일 아미노산에서 개의 결합을6 3 disulfide

하고있는독특한 차원구조를가지게된다3 14,15) 본 연구에.

앞서 진행된 예비 연구를 통하여 세포 내로 전달된

는세포내에서구조변경을이루며세포밖으BMP-2/PTD

로성숙된 가분비됨을확인할수있었고 세포에처BMP-2 ,

치하였을경우골성분화를나타내는 활성도가증가되ALP

는 것을 관찰할 수 있었다 본 연구에 사용된. BMP-2/PTD

의 임상적이용은 를사용함으로보다저렴한비용으E coli

로 다량의 를 생산할 수 있게 하여 경제적으로 효율성BMP

을 가지며 무엇보다도 낮은 농도로 효과적인 골 형성BMP

을 얻을 수 있다는 것은 임상적 안정성을 동시에 추구하는

장점을가지게된다.

본 연구에서는 의 세포 분화 활성도를 알아BMP-2/PTD

보기위하여 세포에 를처치한후MC3T3 BMP-2/PTD ALP

활성도를 측정하였다. 500 와ng/ml 100 에서는 처치ng/ml

3일 후부터 세포의 독성이 있음을 알 수 있었다.

BMP-2/ 는 강력하게 그리고 자발적으로 세포 내로 침PTD

투해들어가는데고농도로처치할경우세포는물리적인손

상을 입는다는 것을 예상할 수 있었다. 10 의 농도에ng/ml

서 일 배양 후 염색이 진하게 염색되는 것을21 von Kossa

볼수있었지만 10 이하의농도에서는 염ng/ml von Kossa

색 즉 세포분화활성도가나타나지 않았다 이러한결과들, .

을 바탕으로 본 연구에서 사용된 는 세포분화BMP-2/PTD

활성도에 농도 의존성 을 나타내지 않는(dose dependency)

다는 것을 알 수 있으며 동물 실험 적용시 비교적 적은 농

도를사용해야한다는것을알수있었다.

두개골 결손부에 사용된 의 처치 농도는BMP-2/PTD

0.05 였다 이 농도의 는mg/ml . rhBMP-2 rat calvarial

에서 우수한 골 형성 효과를 나타낸다고 보고된다defect .

물론 와 의작용기전이틀리기때문rhBMP-2 BMP-2/PTD

에 같은 농도를 사용하여 비교할 수는 없지만 앞으로의 농

도 의존성 실험의 기본 정보를 제공하리라 사료된다 효과.

적인적정 처치농도는일정하게정해진것은없rhBMP-2

다 적용 동물 종류 적용 부위 그리고 사용되는 전달체의. , ,

종류 및 성격에 따라 골 재생 효과가 다르게 나올 수 있기

때문이다 골형성능에 대한 의 농도 의존성에 대. rhBMP-2

하여 아직논란의여지가있다 물론세포의활성도는역치.

농도 이상에서도 계속적으로 높아지지만 동물 실험에서는

이러한역치농도이상의농도에서는농도간의비례적관계

는볼수없다 즉 역치농도이상에서는 의농도. , rhBMP-2

의존성이 떨어진다는 것이다4,29,41,42) 년 등. 1999 Wikesjo 5)

은 성견의치주조직실험모델을이용하여 의농rhBMP-2

도 의존성에 대한 연구를 시행하였다 농도는. 0.05, 0.1,

0.2 의 농도를 사용하였으나 처치 주후mg/ml , rhBMP-2 8

조직학적 치주 조직재생의 결과는 농도간 차이가 없었다.

등Pang 19) 역시 백서의두개골결손모델을이용하여 농도

의존성연구를하였는데, 0.05 와mg/ml 0.025 의 서mg/ml

로다른농도의 의골재생효과는차이가없었다고rhBMP2

보고하였다.

본 연구결과에서 보여졌듯이 의 골 재생 효BMP-2/PTD

과에는 다소 개체간 차이점이 나타났다 주간의 치유기간. 2

을 둔 마리의 실험 동물 중 마리의 결손부에서는 뚜렷한8 4

골재생을확인할수있었다 결손부변연부위에서골재생.

이 활발히진행되고있는것을확인할수있었고결손부가

운데부위에서도 로사용한 내부및주위로carrier collagen
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신생골이형성된것을관찰할수있었다 하지만 나머지. , 4

마리의 결손부에서는 신생골의 관찰이 힘들었다 그리고. 8

주 후의조직소견에서는모든실험동물에서신생골형성을

관찰할수없었다 이는본연구에서사용된 이. BMP-2/PTD

골 재생에는 효과가 있지만 골 재생에 대한 효율이 떨어진

다는 것을 보여준다 가 효과적으로 기능을 하. BMP-2/PTD

기 위해서는세포막내에함입된후다시세포질내로전송

되어야 한다 세포질 내로 제대로 전송이 이루어지지 못하.

는 경우는 로 인한 골 형성 효과가 줄어들게BMP-2/PTD

된다 최근 융합단백질의핵내전송을보다용이하게. , PTD

할수있는방법이소개되고있다 융합단백질이세포. PTD

내로 전송되었을 때는 복합체 형태로 존재하게endosome

된다43) 이러한 형태로는 세포질 내 전송이 용이하지 않다. .

즉 막으로 싸여있는 형태로는 가, endosome BMP-2/PTD

세포질 내로 노출되지 않은 것이기 때문에 heat shock

에 의한재구조화과정이효율적으로일어나지않을protein

수 있다 하지만 을 분해할 수 있는 물질 즉. , endosome ,

또는 등을 같이 처치하게 되면chloroquine sucrose PTD

융합단백질의핵내전송이수월해질수있다 하지만이러.

한 방법은 독성을 나타낼 수 있기 때문에 치료 방법으로서

는 적절치 못할 것이다 또한 를 과 같은. HA2 peptide TAT

에연결하여처치할경우는 등에서우려되PTD chloroquine

던 독성에 대한 염려 없이 세포질 내 전송 후 재구조화 과

정이용이하게이루어질수있음이보고되어졌다43) 따라서.

에 를추가로융합시킨변형된형BMP-2/PTD HA2 peptide

태의 단백질을 제작하여 실험을 진행해보는 것이 필요하다

고사료된다.
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