
I. 서론

치주치료의 궁극적 목적이 과거의 상실된
부착기구의 회복이라는 측면에서 치주조직의
완전한 재생을 이루는 쪽으로 진행된지 이미
오래인 지금 이들 조직의 재생에 관여하는
세포의 기원과 상호작용에 대한 많은 연구가
이루어져 왔다. 여러 치주조직중에서도 치조
골의 재생은 치아의 기능뿐 아니라 심미성
및 나가서는 매식치를 식립하는데 있어서도
중요한 요건이 되지만 치조골을 이루는 세포
의 기원과 분화에 대해서는 아직까지도 많은
논란의 대상이 되고있다.
Gould와 Melcher등(1977, 1980)1, 2)은 쥐를

대상으로 하여 치주조직에 인위적으로 손상
을 준후 발생되는 세포분화의 위치 및 양상
을 연구한 결과 치주인대와 치조골을 구성하
는 전구세포가 치조골에 인접한 혈관과 치주
인대내에 존재하는 혈관주위로부터 기원한다
고 보고하였고 McCulloch와 Melchler등(1983a,
b)3, 4)은 혈관주위로부터 기원한 전구세포가
치조골로 이동하여 조골세포로 분화한다고
주장하였다. 그러나, 또다른 연구를 통해
McCulloch등(1987)5)은 치주인대내에 존재하
는 조골세포 및 조백악세포는 치조골의 골내

막강에서 기원하는 것이며 이들이 혈행로를
통해 치주인대로 이동하여 존재하는 것이라
고 주장하였다.
이와같이 치조골 재생에 관여하는 전구세포

의 기원과 분화에 대해서 아직까지도 규명되
지 않고 있는 이유로는 조골세포에 대한 확
실한 표지(Marker)가 발견되지 않았다는 점
과 치주인대 세포가 일부 조골세포와 유사한
성질을 가지고 있다는 점을 들 수 있다.
Melcher(1976)6)가 치주인대와 접해있는 치조
골의 침착과 흡수가 치주인대로 부터 유래된
세포에 의해 이루어진다고 주장한 이래
Nyman등(1982)7)은 골결손부위에 차폐막을
이용하여 상피세포 및 치은 결합조직의 세포
를 배제하고 치주인대에서 유래되는 세포만
을 증식시키는 조직유도재생술을 시행하여
신생백악질 및 결체조직부착이 형성됨을 보
고함으로써 치주인대가 치주조직의 재생을
이루는 주요 세포원임을 밝혔다.
Arceo등(1991)8)은 인간의 치주인대세포와

치은섬유아세포를 배양하여 alkaline
phosphatase(ALPase)활성도와 석회화결절 형
성 정도를 비교한 실험을 시행한결과 치주인
대세포가 현저히 높은 ALPase 활성도를 보
이며 Na-β-glycerophosphate, ascorbic acid,
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dexamethasone을 첨가한 조건배지에서 배양
시에 치주인대세포만이 석회화 결절을 형성
함을 관찰하였기에 치주인대 세포가 경조직
형성에 기여한다고 주장하였다. 또한 Cho등
(1992)9)은 쥐의 치주인대세포를 다양한 조건
배지하에서 배양한 결과 ascorbic acid, Na-β-
glycerophosphate, dexamethasone을 포함한 배
지에서 석회화 결절이 형성됨을 보고하였으
나 광학현미경 및 전자현미경으로 관찰했을
때 결절상에서 조골세포나 골세포가 발견되
지 않았고 기질소포도 존재하지 않았기 때문
에 형성된 석회화 결절이 골결절과는 형태적
으로 다른 무세포성 백악질이라고 추정하였
다.
그러나, Mukai등(1993)10)은 또다른 실험을

통해 치주인대에 의해 형성된 석회화 결절내
에 조골세포와 골세포, 기질소포의 존재를 확
인함으로써 치주인대세포가 조골세포로 분화
할 수 있는 전구세포의 성질을 가졌다고 주
장하였다.
이와 같이 실험의 결과가 조금씩 다른 이유

는 배지의 조건과 세포의 세대수 그리고 어
느 종의 치주인대 세포를 사용하느냐에 따라
차이가 날 수 있기때문이지만 그럼에도 불구
하고 치주인대 세포가 일부 조골세포와 유사
한 성질을 갖고 있다는 것은 거의 확실한 사
실로써 받아들여지고 있다. 그러나, 전형적인
조골세포는 이외에도 부갑상선 호르몬 및
Prostaglandin E2에 대한 반응으로 cAMP의
증가를 보이고 osteocalcin과 같은 골관련 단
백질을 생성하며 제 1형 교원질만을 생성한
다는11-13) 특성을 보이고 있기 때문에 조골세
포가 치주인대에서 유래한다는 가설을 완전
히 받아들일 수는 없는것이다. 
한편, 치조골 형성에 관여하는 조골세포가

골조직으로부터 유래한다는 가설을 뒷받침하
는 연구 또한 다양하게 이루어져 왔다.
Melcher등(1986)14)은 쥐의 두개골과 사람의
치은조직, 쥐의 치주인대 조직으로부터 세포

를 채취하여 ascorbic acid와 Na-β-
glycerophosphate를 포함한 조건 배지에서 치
근절편과 함께 배양하여 실험한 결과 두개골
세포만이 석회화 결절을 형성하고 치주인대
세포와 치은 섬유아세포는 결절을 형성하지
않음을 보임으로써 골조직으로 부터 유래된
세포만이 골형성에 관여한다고 주장하였다.
이외에도 Gotoh(1990)등12)은 사람의 상악골로
부터 골세포를 분리 배양하여 실험한 결과
높은 ALPase활성도와 부갑상선 호르몬 및
PGE2에 대한 cAMP의 증가를 보이고
ascorbic acid , N-β-glycerophoshpate 가 포함
된 조건배지에서 약 4 주후 석회화 결절이 형
성됨을 관찰하였다. 또한 이를 전자현미경으
로 관찰하면 결절속에 기질소포가 존재함을
확인할 수 있었고 energy dispersive X-ray
analyser로 분석한 결과 수산화인회석 구조임
을 밝혀냄으로써 형성된 석회화 결절이 골과
유사한 조직이라고 결론지었다.
이와같이 치조골재생에 관여하는 전구세포

가 치주인대 혹은 치조골에서 기원한다는 각
각의 가설을 뒷받침하는 많은 연구가 진행되
어 왔으나 조골세포에 대한 확실한 표지가
없는 현재로서는 어느 한가지 가설만으로 정
설화 하기는 어려운일이다.
치조골 파괴의 경우 그 치유과정은 두 개의

경조직 사이에 콜라젠 섬유라는 연조직이 존
재하는 구조적 특이성으로 외과적 치료후 이
상적인 치유형태를 재현하기가 매우 어렵다.
또한 수술후 치주판막, 치근면 그리고 골면이
이루는 결손부 형태를 입체적으로 관찰하면
결손부 재생과정은 먼저 혈병이 형성된후 혈
병내부로 치주인대세포와 골세포가 증식분화
되어 궁극적으로 신생골조직이 형성되며 이
러한 일련의 과정 중에 여러 성장인자들이
관여하여 세포의 화학주성 및 기질 형성을
자극하고 세포의 증식과 분화를 조절하게 된
다. Park(1995)등15)은 혈소판유래성장인자를
사용한 경우 개의 3급 분지부병소에서 보다
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빠르고 완전한 치주조직의 재생을 이룰 수
있음을 보임으로써 골 형성에 관여하는 치주
인대세포의 증식을 자극한다고 보고하였다.
이와같이 생체내의 치주조직에는 여러가지
세포들이 상호간의 작용을 통하여 조직의 소
실 및 재생과정을 수행하고 있기때문에 이러
한 세포간의 작용을 보다 명확히 규명할 수
있는 연구가 필요하다고 생각된다.
따라서, 이번 실험의 목적은 치조골 재생에

관여한다고 여겨지는 두가지 세포, 즉 치주인
대세포와 골세포를 단독 혹은 혼합배양하여
양자가 모두 석회화 결절을 형성할 수 있는
지를 관찰하고 몇가지 분석을 통해 상호간에
어떠한 작용을 보이는지를 알아봄으로써 생
체내에서의 치조골재생에 미치는 두 세포간
의 작용에 대한 이해를 돕는데 있다. 

II. 연구재료 및 방법

1. 연구재료

연구대상으로는 생후 4주된 무게 100 그램
전후의 웅성 백서로부터 초기 배양한 치주인
대세포와 두개관세포를 이용하였으며 실험동
물은 모두 전신건강이 양호하며 임상적으로
염증이 없는 건강한 치주조직을 가지고 있었
다.

(1) 두개관세포의 배양
실험동물에 Pentobarbital Sodium(Tokyo

Industrial Chem., Japan) 30mg/kg 을 복강내
주사하여 전신마취시킨 후 70% 알콜로 두피
를 세척 소독하고 두경부를 탈락시켜 희생하
였다. 외과용 가위로 하악을 상악골에서 분리
한후 두개관을 적출하고 연조직을 완전히 제
거한후 200U/ml penicillin(Gibco, USA)과 200
μg/ml streptomycin(Gibco, USA) 이 첨가된
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM,
Gibco, USA)에 5회 세척하였다. 두개관조직

을 #15 blade로 세절하고 35mm 세포 배양
접시에 고르게 분산시킨 다음 20% FBS와
100U/ml penicillin, 100μg/ml streptomycin이
포함된 DMEM으로 구성된 초기배양액을 넣
고 3일 간격으로 배양액을 교환하면서 섭씨
37도, 100% 습도, 5% CO2 공기혼합 배양기
(Vision Scientific Co., Korea)에서 배양하였다.
두개관 세포가 조직 절편으로 부터 증식되어
배양접시를 완전히 덮는 단층이 형성되면
0.05% Trypsin/0.02% EDTA를 처리하여 세
포를 박리하고 초기배양액에서 FBS를 10%
로 감소시키고 50μg/ml ascorbic acid,
10mM/ml Na-β-glycerphosphate, 10-7
dexamethason 을 첨가하여 이를 표준배양액
으로 하였으며 1 : 3 으로 계대배양하여 Rat
Calvaria Cell(이하RCV라 표기)이라 명명하고
3-5 세대의 세포를 실험에 사용하였다. 

(2) 치주인대세포의 배양
치주인대를 발치와내에 잔존시키기 위해 치

아의 발거전 5일동안 β-aminopropionitrile
(Sigma chemical Co., U.S.A.)을 사료에 중량
1g 당 0.4%로 혼합하여 실험동물에 섭취시키
고 Pentobarbital Sodium(Tokyo Industrial
Chem., Japan)으로 전신마취한후 상악 좌,우
측 제 1 대구치를 발거하였다. 치아 발거 2
일후에 실험동물을 희생시키고 상악을 적출
한후 발치와내의 혈병을 채취하여 배양접시
위에 놓고 광학현미경하에서 관찰하면서 치
주인대조직만을 분리하여 두개관세포에서와
같은 조성의 생검배지로 5 회 세척한후 동일
한 방법으로 배양하여 Rat Periodontal
Ligament Cell(이하 RPD라 표기) 이라 명명
하고 3-5 세대의 세포를 실험에 사용하였다. 

2. 연구방법

(1) 실험군 설정
두세포의 혼합비율을 달리하여 다섯군을 설
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정하였다. 두개관세포 대 치주인대 세포의 비
율을 각각 10:0, 7:3, 5:5, 3:7, 0:10으로 하여
1 군부터 5 군까지를 정하였고 총세포수는 다
섯군이 모두 동일하게하였다. 

(2) 세포증식율 측정
24 well 배양접시(Corning Co., USA)에 다

섯군의 세포를 1×104개씩 분주하고 10%
FBS와 100U/ml penicillin, 100μg/ml
streptomycin, 50μg/ml ascorbic acid,
10mM/ml Na-β-glycerphosphate, 10-7
dexamethason 이 포함된 DMEM 배지에서 섭
씨 37도, 100% 습도, 5% CO2 공기혼합 배양기
(Vision Scientific Co., Korea)에서 배양하였다.
대조군은 배지의조성을 달리하여 10% FBS와
100U/ml penicillin, 100ug/ml streptomycin이 포
함된 DMEM 배지에서 다섯군의 세포을 동일
한 방법으로 배양하였다. 배양 1, 3, 7, 14, 20,
25일에 0.05% Trypsin/ 0.02% EDTA(Gibco,
USA)로 처리하여 세포를 배양접시로부터 박
리한 다음 hemocytometer를 이용하여 도립현
미경(Olympus Co., Japan)하에서 세포수를 측
정하였다.

(3) 총단백질량 측정
35mm 배양접시에 다섯군의 세포를 4× 105

개씩 분주하고 10% FBS와 100U/ml penicillin,
100μg/ml streptomycin, 50μg/ml ascorbic acid,
10mM/ml Na-β-glycerphosphate, 10-
7dexamethason이 포함된 DMEM 배지에서 배
양하였다. 배양 3, 6, 8 일에 인산완충생리식염
수로 2회 세척하고 0.05% Trypsin/0.02%
EDTA(Gibco, USA)로 처리하여 세포를 배양
접시로부터 박리한 다음 15,000rpm으로 5분간
원심분리하였다. 원침 후 상층액을 제거하고
0.5ml 증류수를 첨가한 후 sonic dismembrator
(Fisher Scientific)로 초음파분쇄하고 다시 원
심분리하여 상층액을 취해서 Bio-rad protein
assay용 dye reagent와 반응시켰다. Vortexing

하여 실온에서 5분간 방치한후 595nm에서
UV-VIS spectrophotometer(Shimatsu Co.,
Japan) 로 흡광도를 측정한후 표준곡선을 기
준으로 판정하였다.

(4) Alkaline Phosphatase 활성도 측정
35mm 배양접시에 다섯군의 세포를 4× 105

개씩 분주하고 총단백질량 측정법에서와 동
일한 조성의 배지에서 배양하였다. 배양 3, 6,
8 일에 인산완충생리식염수로 2회 세척하고
0.05% Trypsin/0.02% EDTA(Gibco, USA)로
처리하여 세포를 배양접시로 부터 박리한 다
음 15,000 rpm 으로 5분간 원심분리하였다.
원침 후 상층액을 제거하고 0.5 ml 증류수를
첨가한 후 sonic dismembrator(Fisher
Scientific)로 초음파분쇄하고 다시 원심분리하
여 상층액을 취해서 알칼리성 인산분해효소
측정용 시약(Al.P.K.Kit, 영동제약) 과 반응시
킨후 500nm 에서 UV-VIS spectrophotometer
(Shimatsu Co., Japan) 로 흡광도를 측정한후
표준곡선을 기준으로 판정하였다.

(5) 석회화 결절의 관찰
35mm 배양접시에 다섯군의 세포를 4×

105개씩 분주하고 총단백질량 측정법에서와
동일한 조성의 배지에서 12일간 배양하였다.
매일 도립현미경하에서 석회화 결절의 형성
여부를 관찰하고 배양 12 일째에 용기내에서
배지를 제거하고 1.5% glutaraldehyde 용액으
로 2 시간 동안 고정한 후 칼슘 침착부위를
확인하기 위해 Aizarin red S용액으로 5 분간
염색하였다. 도립현미경하에서 관찰후 1.5×
1.5mm2의 격자내의 염색된 석회화 결절수를
측정하여 비교하였다.

(6)통계분석
세포증식율, ALPase활성도, 총단백질량, 석

회화 결절수의 비교에 있어서 Duncan's
Multiple Range Test를 이용하여 P < 0.01 수
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준으로 실험군간의 유의성을 평가하였다.

III. 연구성적

1. 세포증식율 측정

두개관세포만으로 이루어진 1군, 두개관세
포 70 % 와 치주인대세포 30 %로 혼합된 2
군,두개관세포 50% 와 치주인대세포 50 %로
혼합된 3군, 두개관세포 30 % 와 치주인대세
포 70 %로 혼합된 4군, 치주인대세포만으로

이루어진 5군을 10% FBS와 100U/ml
penicillin, 100μg/ml streptomycin이 포함된
DMEM 배지(이하 표준배지)와 10% FBS와
100U/ml penicillin, 100μg/ml streptomycin, 50μ
g/ml ascorbic acid, 10mM/ml Na-β-
glycerphosphate, 10-7 dexamethason 이 포함
된 DMEM 배지(이하 조건배지)에서 배양하
여 1, 3, 7, 14, 20, 25일에 세포수를 측정하여
세포증식율을 비교하였다.
표준배지에서 배양한 경우 1군과 2 군은 배

양 20 일까지 지속적인 증가를 보이다가 25
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Group(cell mix Number of cells
ratio)

day 1 3 7* 14 20* 25

1(C10:P0) 1.00±0.00 4.00±0.21 5.08±0.11* 7.84±0.14 8.67±0.71* 6.41±1.04
2(C7:P3) 1.00±0.00 2.10±0.25 3.80±0.22* 3.92±0.76 6.71±0.52* 4.79±0.76
3(C5:P5) 1.00±0.00 2.04±0.26 3.00±0.10* 4.04±0.92 5.25±0.54* 5.83±0.39
4(C3:P7) 1.00±0.00 1.88±0.13 2.50±0.07* 2.50±0.33 4.54±0.52* 4.92±0.76
5(C0:P10) 1.00±0.00 1.00±0.13 0.91±0.07* 1.75±0.13 1.50±0.45* 2.00±0.25

표 1–1 Cell proliferation on mixed culture of rat calvaria cell and periodontal ligament cell

그림 1–1 Cell proliferation on mixed culture of rat periodontal ligament cell and celvaria cell
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일에는 감소하는 양상을 나타냈으며 3군과 4
군은 배양 25 일까지 지속적인 증가를 보였고
5 군의 경우 배양 초기에는 별다른 차이를 나
타내지않다가 14일과 25일에 다소 증가하였
다. 배양 7일과 20일에 각군간의 세포수를 비
교해보면 7일에 각각 5.08±0.11, 3.80±0.22,
3.00±0.10, 2.50±0.07, 0.91±0.07로서 1군에서
가장 많고 2군, 3 군,4 군, 5군의 순서로유의
성있게 감소하였으며(p<0.01) 20일에도 역시
8.67±0.71, 6.71±0.52 , 5.25±0.54, 4.54±0.52,
1.50±0.45로 1군에서 가장 많고 2군, 3군, 4군,

5군의 순서로유의성있게 감소하였다(p<0.01).
이는 3일의 경우에서도 같은 양상을 보이나
유의성있는 차이를 나타내지는 않았으며
(p<0.01) 14일에는 1군에서 가장 많고 3군, 2
군, 1군, 5군의 순서로 감소였고 25일에는 1군
에서 가장 많고 3군, 4군, 2군, 5군의 순서로
감소함을 나타냈으나 유의성있는 차이를 나
타내지는 않았다(p<0.01)(표 1-1, 그림 1-1).
조건배지에서 배양한 경우에는 모든군에서

표준배지에서 보다 느린 증식속도를 나타냈
다. 1군, 2군, 3군의 경우 7일에 다소 감소한

928

표 1–2 Cell proliferation on mixed culture of rat calvaria cell and periodon

Group(cell mix Number of cells
ratio)

day 1 3 7* 14 20* 25

1(C10:P0) 1.00±0.00 2.62±0.14* 1.88±0.11 3.04±0.30* 3.80±0.18 4.71±0.25
2(C7:P3) 1.00±0.00 1.79±0.13* 1.63±0.12 2.29±0.13* 2.63±0.21 5.20±0.20
3(C5:P5) 1.00±0.00 1.66±0.09* 1.13±0.12A` 2.17±0.16* 2.79±0.15 5.00±0.20
4(C3:P7) 1.00±0.00 1.42±0.07* 1.18±0.09 1.89±0.17* 2.48±0.21 2.42±0.09
5(C0:P10) 1.00±0.00 0.88±0.13* 0.89±0.07 1.05±0.13* 1.50±0.45 2.00±0.12

Values are mean±S.E. , n=3.
* : Statistically significant at P<0.01 by Duncan's Multiple Range Test.
C: Calvaria cell
P: Periodontal ligament cell

그림 1–2 Cell proliferation on mixed culture of rat periodontal ligament cell and calvaria cell in the conditioned media
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후 25일 까지 지속적으로 증가하는 양상을 보
였고 4군은 7일이후부터 20일까지 증가하다가
25일에 다소 감소하였고 5군은 7일이후부터
25일까지 완만히 증가하였다. 
각군간의 세포수를 비교해보며 3일과 14일

에는 1군에서 가장많고 2군, 3군, 4군, 5군의
순서로 유의성있게 감소하였으며(p<0.01) 7일
에는 1군에서 가장 많고 2군, 4군, 3군, 5군의
순서를 보이고 20일에는 1군에서 가장 많고 3
군, 2군, 4군, 5군의 순서를 보이며 25일에는 2
군에서 가장 많고 3군, 1군, 4군, 5군의 순서

를 나타냈으나 유의성 있는 차이는 없었다
(p<0.01)(표 1-2, 그림 1-2).

2. 총단백질량 측정

다섯군의 세포를 배양 3일과 6일 8일에 총
단백질량을 측정한 결과, 1군과 2군은 시간이
지남에따라 증가하였고 3군과 4군은 3일에 비
해 6일에 다소 감소하다가 8일에 다시 증가하
였으며 5군은 6일까지 증가하다가 8일에 감소
하였다(표 2, 그림 2).
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그림 2 Protein levels on mixed culture of rat periodontal ligament cell and calvaria cell

표 2 Protein levels on mixed culture of rat periodontal ligament cell and calvaria cell

Group(cell mix Protein(ug/ml)
ratio)

day 3* 6* 8

1 (C10:P0) 13.06±0.30* 17.99±1.21* 20.86±1.31
2 (C7:P3) 12..98±1.14* 17.25±2.49* 29.40±2.14
3 (C5:P5) 11.72±0.42* 9.94±0.95* 18.88±1.55
4 (C3:P7) 9.58±0.47* 5.75±0.26* 7.84±0.49
5 (C0:P10) 3.16±0.91* 4.63±0.51* 4.60±0.24

Values are mean±S.E. , n=3.
* : Statistically significant at P<0.01 by Duncan's Multiple Range Test.
C: Calvaria cell
P: Periodontal ligament cell
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각군간의 총단백질량을 비교해보면 3일과 6
일에는 1군에서 가장 많고 2군, 3군, 4군, 5군
의 순서로 유의성있게 감소하였고 8일에는 2
군에서 가장 많고 3군, 1군, 4군, 5군의 순서
로 감소하였으나(p<0.01) 유의성있는 차이를
나타내지는 않았다(p<0.01).

3. Alkaline phosphatase 활성도 측정

다섯군의 세포를 배양 3일과 6일, 8일에
ALPase 활성도를 측정한 결과, 모든군에서
시간이 지남에 따라 감소하는 양상을 보이며

각군간의 ALPase 활성도를 비교해보면 3일
과 6일, 8일에 모두 1군에서 가장 높고 2군, 3
군, 4군, 5군의 순서로유의성있게 감소하여
(p<0.01) 두개관세포의 비율이 증가할수록
ALPase 활성도가 높은 것으로 나타났다(표
3, 그림 3).

4. 석회화 결절의 관찰

도립현미경하에서 각 군의 결절형성을 살펴
보면 배양 2일에 두개관세포만으로 구성된 1
군에서 가장 먼저 결절로 추정되는 물질이

그림 3 Akaline phophatase activity on mixed culture of rat periodontal ligament cell and calvaria cell

표 3 Alkaline phosphatase activity on mixed euture of rat periodontal ligament cell and calvaria cell

Group(cell mix Protein(ug/ml)
ratio)

day 3* 6* 8

1(C10:P0) 54.29±3.19* 28.87±1.75* 25.56±0.10*

2(C7:P3) 51.89±1.04* 26.79±1.32* 23.56±0.57*

3(C5:P5) 48.56±2.18* 26.13±0.18* 23.29±2.02*

4(C3:P7) 48.12±3.29* 24.15±0.00* 22.97±1.32*

5(C0:P10) 48.07±0.57* 23.09±0.62* 3.64±0.57*

Values are mean±S.E. , n=3.
* : Statistically significant at P<0.01 by Duncan's Multiple Range Test.
C: Calvaria cell
P: Periodontal ligament cell
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관찰되었고, 이후 그 수가 증가하였으며 2군, 3
군, 4군, 5군의 순서로 결절형성이 시작되었다.
배양 12일에 Alizarin red S 염색을 실시하여
석회화된 결절을 관찰하고 1.5×1.5mm2의 장방
형의 격자내에 형성된 결절수를 비교한 결과 1
군의 경우 42.00±3.20개로 가장많았고 2군은
29.07±1.41개, 3군은 18.00±2.75개, 4군은 10.00
±1.03개 5군은 2.67±0.45개로 두개관세포의 비
율이 낮아질수록 유의성있게 결절수가 급격히
감소함을 나타냈다(p<0.01)(표 4, 그림 4).

IV. 총괄 및 고찰

치주조직 재생을 이루는 세포들의 기원과

분화양상, 그리고 상호간에 어떠한 영향을 미
치며 작용하는지를 규명하는 것은 치주질환
의 치유기전을 이해하고 보다 진보된 치료술
식을 개발하는 데 있어서 매우 중요한 역할
을 한다. Melcher등(1976)6)이 치주질환으로
인해 소실된 부착기구의 재생은 잔존치주인
대에 존재하는 전구세포들이 치근면을 따라
치관쪽으로 이동하여 결합조직 부착을 재생
시키고 신생백악질을 형성하는 일련의 세포
분화과정으로 이루어진다는 가설을 발표한
이래로 치주인대 세포가 치주조직 재생에 있
어서 중요한 역할을 한다는 것이 다양한 실
험실 및 동물실험을 통해서 입증되었고 실제
임상에 적용되어 괄목할만한 성과를 올리고
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Cell Number
Group(cell mix ratio)

1(C10:P0) 2(C7:P3) 3(C5:P5) 4(C3:P7) 5(C0:P10)

42.00±3.20* 29.07±1.41* 18.00±2.75* 10.00±1.03* 2.67±0.45*

표 4 Nodule formation on mixed culture of rat periodontal ligament cell and calvaria cell

Values are mean±S.E. , n=3.
* : Statistically significant at P<0.01 by Duncan's Multiple Range Test.
C: Calvaria cell
P: Periodontal ligament cell

그림 4 Nodule formation on mixed culture of rat periodontal ligament cell and calvaria cell
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있다. 그러나, 다양한 차폐막을 이용한 조직유
도재생술식의 경우를 살펴보면 상피세포 및
치은 결합조직의 세포의 침투를 배제할 수
는 있지만 치주인대뿐만아니라 필연적으로
치조골 일부까지를 포함하여 차폐막이 적용
되기 때문에 치조골재생을 이루는 세포가 치
주인대에서만 기원한다고 볼 수는 없는것이
다. 따라서 치조골재생을 이루는 조골세포가
치주인대와 치조골 모두에서 기원하여 분화
한다는 주장도 제기되고 있다. 최근에 Herr등
(1995)16)은 개를 대상으로 치근이개부 수평결
손을 형성하고 면역세포학적 방법을 이용하
여 조직재생술식 후의 치유과정에 관여하는
전구세포의 기원과 역할에 대한 연구를 시행
한 결과 초기 치유단계에서 조직재생을 위한
세포의 공급처가 잔존 치주인대와 기존 골조
직 양자임을 밝혀냈다. 치주인대세포가 치주
조직재생에 중요한 역할을 한다고 생각하는
이유는 치주인대세포가 갖는 이종성에 있으
며 특히 조골세포와 유사한 특성을 가지고
있다는 것이 여러 실험실적 연구에서 밝혀졌
다. Nojima등(1990)17)은 원숭이의 치주인대세
포를 배양하여 실험한 결과 높은 ALPase 활
성도를 보이고 부갑상선 호르몬에 대해서
cAMP 의 증가를 나타내며 골관련 단백질을
생성하고 1a, 25-dihydroxyvitamin D3[1a,
25(OH)2D3]를 첨가했을때 이러한 골관련 단
백질의 형성이 증가함을 보임으로써 조골세
포와 같은 특성을 지니고 있음을 입증했다.
그러나, 이러한 조골세포적 특징은 치주인대
세포에서 만이 아니라 골조직으로 부터 유래
된 세포에서 더욱 전형적으로 나타난다.
Robey등(1985)13)은 인간의 골조직에서 세포
를 채취하여 배양한 실험에서 높은 ALPase
활성도 및 부갑상선호르몬에 대한 반응으로
cAMP 의 생성이 증가하고 ascorbic acid 와
Na-β-glycerophosphate 가 포함된 배지상에서
석회화 결절을 형성하며 제 1형 교원질만을
생성하고 osteonectin과 같은 골관련 단백질을

생성함을 보였다.
따라서, 본연구에서는 치주조직재생에 관여

한다고 여겨지는 치주인대세포와 골세포를 혼
합배양하여 상호간에 미치는 영향에 대해 살
펴보고자 하였다. 치주인대세포를 채취하기위
해 사용한 β-aminoprpionitrile 은 치주인대내의
섬유아세포를 재배열시킴으로써 교원질의 인
장강도를 감소시켜 치조골에 손상을 주지않고
쉽게 치아를 발거할 수 있게하는 약제로 치주
인대를 효과적으로 발치와내에 잔존시킨다18,

19). 이전에 Cho와 Garant등(1984)20, 21)이 행한
연구에 의하면 β-aminoprpionitrile은 치주인대
내의 세포배열에는 영향을 주지 않음이 입증
되었기에 치주인대세포의 효과적인 채취를 위
하여 많은 실험에서 사용되고 있다.
치주인대세포와 골세포를 단독 혹은 혼합배

양했을때의 세포증식율을 살펴보면 표준배지
에서의 경우 골세포 단독으로 배양한 1군이
가장 높은 세포증식율을 나타내며 치주인대
세포만을 배양한 5군이 가장 낮은 세포증식
율을 보였고 이들을 혼합배양했을때는 대체
로 20일까지는 골세포의 비율이 증가할수록
세포증식율이 증가하는 것으로 나타났다. 그
러나, 이러한 양상이 전적으로 이 두가지 세
포의 상대적인 증식속도의 차이에 기인하는
것인지 아니면 이들을 혼합배양한 경우 골세
포가 치주인대세포의 증식을 직접적으로 억
제하는 기전이 작용하는 것인지는 알 수 없
었다. 
Ascorbic acid, Na-β-glycerophosphate,

dexamethason이 포함된 조건배지에서의 세포
증식율이 표준배지에서 배양한 경우보다 저
하됨을 나타내는것은 결절형성에 따른 세포
수의 감소와 함께 아마도 dexamethason의 영
향때문이라고 생각된다. Dexamethason을 포
함한 glucocorticoid 는 세포의 증식과 제 1 형
교원질 및 osteocalcin 합성에 있어서 억제와
촉진의 상반된 효과를 나타낸다고 알려져 있
으며 이는 세포의 종과 분화정도 및
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glucocorticoid 의 농도에 따라서 다르게 나타
나는 것 같다11, 22). 이외에 ascorbic acid 는 교
원질 합성과 결절형성 및 석회화에 필수적인
요소로서 실험실상에서 ALPase 활성도와 단
백질 합성에 있어서도 영향을 주는것으로 알
려져있으며 Na-β-glycerophosphate 는 석회화
결절형성에 필요한 인산이온을 공급하는 역
할을 하고 실험실상에서 기질의 석회화를 촉
진시키는 것은 확실하지만 생체내에서도 조
골세포에 의한 골형성을 촉진하는지는 밝혀
지지 않았다11, 22).
총단백질량은 3일과 6일의 경우 골세포의

비율이 증가할수록 더 많은 단백질량을 나타
냈으며 8일의 경우 2군에서 가장 많고 3군 1
군 4군 5군의 순서로 감소함을 나타냈다. 이
는 설정한 세포수가 다르다는점을 감안했을
때 앞서 시행한 조건 배지에서의 세포증식율
을 측정한 결과와 대체로 일치한다고 볼 수
있다. 따라서, 세포가 증식함에 따라 총단백질
량도 증가하며 골세포가 치주인대세포보다
상대적으로 빠른 증식속도를 나타내기에 이
와 같은 양상을 보인다고 생각할 수있지만
세포의 종류에 따라 DNA/Protein의 비율이
다르다는 점23)을 고려해야 할 것이다. 
ALPase 활성도는 모든군에서 시간이 지남

에 따라 감소하였고 골세포의 비율이 적어질
수록 감소하는 양상을 나타냈는데 이는 골세
포가 치주인대세포보다 높은 ALPase 활성도
를 나타내며 상대적으로 빠른 증식율을 보이
기 때문인 것으로 생각할 수 있다. ALPase
는 기질소포에 의해 유도되는 석회화 과정에
서 중요한 역할을 수행하는 효소로 알려져
있으며 칼슘이온이 침착되어 석회화 과정이
개시되면 활성도가 현저히 감소하는 것18, 23)

으로 보고되고 있기에 시간이 지남에 따라
그 활성도가 저하되는 것으로 생각된다. 석회
화 기간동안에 ALPase 활성도가 감소되는
이유는 아직까지 명확히 규명되지는 않았으
나 ALPase 활성에 필수적인 Zn+2, Mg+2 같

은 금속이온이 석회화 기간중에 소실되기 때
문이라는 가설이 신빙성 있게 받아들여지고
있는데 이는 기질소포에 Zn+2, Mg+2을 첨가
하면 다시 활성도가 증가한다는 사실로도 확
인할 수 있다18).
석회화 결절의 형성은 모든군에서 나타나지

만 골세포의 비율이 적어질수록 결절형성시
기가 지연되며 그 수도 감소하는 것으로 보
아 골세포와 치주인대세포 모두가 실험실상
에서 배지의 조건에 따라 석회화 결절을 형
성할 수 있지만 혼합배양시에는 치주인대세
포가 골세포의 석회화 결절형성 능력을 억제
하는 것으로 생각된다. 이러한 억제기전이 치
주인대세포가 골세포의 ALPase 활성도를 직
접적으로 억제하여 나타나는 것인지 혹은, 치
주인대세포가 다른 용해성 억제물질을 생산
하는 것인지는 밝혀지지는 않았으나, Ogiso등
(1991)24)의 연구에 의하면 치주인대세포 및
치은섬유아세포의 유리물질이 녹아있는 배양
액에 일정기간 골수세포를 배양했을 때 치주
인대세포와 치은섬유아세포 모두가 골수세포
의 석회화결절 형성 능력을 억제함을 알 수
있었다. 또한, 이러한 억제현상은 섬유아세포
에서 현저하며 Indomethacin이 존재할때에는
영향을 미치지않는 것으로 보아 아마도 섬유
아세포가 prostaglandin 등과 같은 용해물질을
분비하여 조골세포의 분화와 기능을 억제하
는것 같다고 추정하였다.
이번 실험에서는 형성된 석회화 물질이 골

세포와 치주인대세포의 비율과 무관하게 동
일한 구성과 구조를 갖는 물질인지, 또한 과
연 이것이 골조직인지를 밝혀내는 검사를 시
행하지는 않았지만 앞에서 살펴본 이전의 연
구들에 따르면 치주인대세포에 의해 형성된
석회화 결절의 경우 골조직이라는 주장과 무
세포성 백악질이라는 주장이 모두 제기되고
있다. 그러므로, 골세포와 치주인대세포에 의
해 형성된 석회화 결절의 구성성분 과 존재
를 규명하는 것이 경조직 재생에서의 이들
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세포의 역할을 알 수 있는 중요한 단서를 제
공할것으로 생각된다.
본실험을 통해 골세포 와 치주인대세포 모

두가 경조직 형성에 관여할 수 있으나 골세
포가 치주인대세포에 비해 상대적으로 높은
경조직 형성능력을 가지고 있음을 실험실적
연구로 입증하였고 혼합배양시 두세포간의
상호작용을 살펴보았다. 그러나 생체내의 치
주조직은 보다 다양한 세포들이 존재하고 실
험실상의 조건과는 많은 차이가 있기 때문에
경조직 재생에 있어서의 골세포와 치주인대
세포의 명확한 역할을 알기위해서는 보다 진
전된 연구가 필요하며 무엇보다도 생체내에
적용할 수 있는 조골세포에 대한 표지를 발
견하는 것이 시급한 과제라고 생각된다.

V. 결론

치주조직 재생에 관여하는 골세포와 치주인
대세포의 상호작용을 알아보기 위해 백서의
두개관세포와 치주인대세포를 10:0, 7:3, 5:5,
3:7, 그리고 0:10의 비율로 혼합배양하고 이
를 각각 1, 2, 3, 4, 5군으로 분류하였다. 계획
한 예정일대로 배양한 세포는 세포증식율, 총
단백질량, Alkaline Phosphtase 활성도를 측정
하고 석회화 결절의 형성을 관찰한 결과 다
음과 같은 결과를 얻었다.

1. 표준배지에서의 세포증식율은 7 일과 20
일에서 골세포의 비율이 감소할수록 유
의성있게 저하되었다(p<0.01).

2. 조건배지에서의 세포증식율은 3 일과 14
일에서 골세포의 비율이 감소할수록 유
의성있게 저하되었다(p<0.01).

3. 총단백질량은 3일과 6일에서 골세포의
비율이 감소할수록 유의성있게 저하되었
다(p<0.01).

4. ALPase 활성도는 모든 실험군에서 시간
이 지날수록, 또한 골세포의 비율이 감소

할수록 유의성있게 저하되었다(p<0.01).
5. 석회화 결절의 형성은 배양 2 일에 1 군

에서 가장 먼저 관찰되었으며, 석회화 결
절의 수는 골세포의 비율이 감소할수록
유의성있게 저하되었다(p<0.01).

이상의 연구결과로부터 골세포와 치주인대
세포의 혼합배양시에 세포증식율과 총단백질
량 및 ALPase 활성도에 있어서 주로 골세포
의 절대량에 의해 영향을 받는 것으로 추정
할 수 있다.
또한, 석회화 결절은 배지의 조건에 따라서

골세포와 치주인대세포 양자가 모두 형성할
수 있으며 이들을 혼합배양했을때는 골세포
의 석회화 결절 형성능력이 억제됨을 알 수
있었다. 
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-Abstract-

The effects of mixed culture of rat periodontal ligament cells
and calvaria cells on the calcification

Ji-Sook Kim, Joon-Bong Park, Man-Sup Lee, Young-Hyuk Kwon, Yeek Herr, Sang-Cheol Lim
Department of Periodontoloy, College of Dentistry, Kyung-Hee University

This study was performed to evaluate the effect of mixed culture of rat's calvaria cells and
periodontal ligament cells on calcification. These cells have been known to do important role on
the periodontal tissue regeneration, especially alveolar bone and cementum.
Experimental groups were made which based on the different rate of rat's calvaria cells and

periodontal ligament cells, and then these cells were cultured with Dulbecco's Modified Eagle's
Medium contained with 10% fetal bovine serum, 50μg/ml ascorbic acid, and 10mM/ ml Na-β-
glycerophosphate. Each group was characterized by examining the cell proliferation rate, amount
of total protein synthesis, alkaline phosphatase activity, and the number of calcified nodules in
vitro. In cell proliferation rate , the cells of control groups were cultured Dulbecco's Modified
Eagle's Medium contained with 10 % fetal bovine serum.

The results were as follows ;

1. The cell proliferation rate in control groups decreased stastically significantly along with the
decrease of the rate of bone cells at 7 day and 20 day(P < 0.01). 

2. The cell proliferation rate in experimental groups decreased stastically significantly along with
decrease of the rate of bone cells at 3 day and 14 day(P < 0.01).

3. The amount of total protein synthesis was significantly decreased along with decrease of the
rate of bone cells at 3 day and 6 day(P < 0.01).

4. Alkaline phosphatase activity showed reverse time dependent pattern and was significantly
decreased along with decrease of the rate of bone cells during the experimental periods (P <
0.01).

5. Calcified nodules were observed in group 1 (Rat calvaria cells alone) for the first time, and
the number of calcified nodule decreased stastically significantly along with the decrease of
the rate of bone cells at 12 day(P < 0.01).

From the above results, When bone cells and periodontal ligament cells were mixed cultured,
the cell proliferation rate was mostly dependent on the actual rate of bone cells and same pattern
was showed in amount of total protein synthesis, alkalinephosphatase activity, and the number of
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calcified nodules. And the calcified nodule forming capacity of bone cells was inhibited by
periodontal ligament cells
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