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Bone Morphogenetic Protei n-4가 사람 뼈모세포와 

치주인대세포의 증식과 분화에 미치는 영향 

경희대학교 치의학전문대학원 구강해부조직학교실 

방희준， 김지연， 주성숙: 

서 론 

치주조직재생을 위해서는 손상된 치주 

조직 부위로의 세포의 이동괴- 증식 , 그 

리고 이들 세포에 의한 새로운 조직 ， 즉 

시멘트질과 뼈 그리고 치주인대 조직의 

형성이 이루어져야 한다. 또한 새로 형 

성된 치주인대 섬유모세포가 치근면 위 

에 재생된 뼈와 시멘트질에 기능적으로 

작용할 수 있어야 이상적인 치주조직 재 

생이 이루어진다1) 치주조직뿐만 아니라 

치조골에서 유래된 세포도 증식하고 분 

화하여서 손실된 치주조직의 재생에 중 

요한 역할을 하게 된다2) 치주인대세포 

는 섬유모세포뿐만 아니라， 시멘트질모 

세포， 뼈모세포로 분화되어서 \1벼와 시멘 

트질을 형성할 수 있게 된다2-6) 조직발 

생이나 재생과정은 세포를 둘러싸고 있 

는 세포외바탕질과 여러 세포들에서 분 

* 교신저자 

비되는 성장인자에 의해 이루어지는 세 

포의 유도， 증식， 분화의 복잡한 과정의 

연속으로 이루어진다 따라서 , 손상된 

조직의 치유과정을 촉진시키기 위해 여 

러 성장인자들이 세포의 증식이나 분화 

과정에 미치는 영향에 대한 많은 연구가 

이루어지고 있다 따라서 성장인자를 첨 

가함에 따라 치주조직을 구성하는 세포 

의 활성을 촉진시킬 수 있을 것으로 예 

상된다7-9) 

Bone morphogenetic protein (BMP) 
은 수 종의 산으로 탈회한 써바탕질을 

근육 또는 피하에 이식하여 뼈가 유도됨 

을 확인함으로써 그 존재가 알려진 이래 

10) ’ 뼈의 치유과정을 돕기 위한 인자로 

사용하기 위한 여러 연구가 시행되었다 

BMP는 TGF- β family와 밀접 하게 

관련된 일군의 성장인자이다11) 처음으 

로 분리 정제된 이후12) ’ 척추동물의 

BMP는 현재까지 BMP-2 ~ BMP-8 
까지 7가지 BMP가 분리되었으며 13 ， 14) ’ 
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지금까지 BMP-1부터 BMP-13까지 

13종류의 BMP가 밝혀져 있다15.16) 

BMP-4는 중간엽에 존재하는 줄기세 

포를 뼈모세포로 분화시킴으로써 뼈의 

생성을 촉진시킨다고 보고되었다17) 또 

한 BMP-4가 뼈의 생성뿐 아니라， 발생 

과정중 골격의 형성 및 치아의 발생을 

조절한다고 알려졌다18) 이러한 BMP가 

정상적인 111녀의 발생과정에 연관되이 있 

다는 사실은 골절의 치유과정을 촉진시 

키기 위해 임상적으로 이를 사용하는 기 

초적 배경이 된다19) 하지만， 대부분의 

연구가 실험동물을 이용한 ln VIVO 및 

in vitro 연구로 진행되었고， 사람 세포 

를 이용한 실험은 부족한 실정이다. 

따라서 본 연구에서는 사람 치주인대 

세포외- 11써모세포를 이용하여 , BMP-4가 

이들 세포의 증식과 분화에 미치는 영향 

을 비교하고자 한다 

재료 및 방법 

1. 실험재료 

본 실험에 사용된 사람 세포는 2006년 

이전 확립되어 냉동보관해 두였던 치주 

인대세포와 뼈모세포를 사용하였다. 이 

세포의 확립 과정은 다음과 같다 

각 조직을 멸균상태에서 취하였다. 이 

렇게 얻은 조직은 penicillin (100 U/ml) -

streptomycin (1 00 μg/mD (Gibco , 

USA) 이 포함된 멸균 Dulbecco' s modi-
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fi ed eagle media (DMEM: Gibco , 

USA)로 세정한 후 면도날로 잘게 잘랐 

다 조직 조각을 배양접시에 위치시키고 

10% fetal bovine serum (FBS: Gibco 

USA)과 항생제가 포함된 DMEM을 

최소량 첨가한 후 37 0C , 5% CO2 하에 

서 배양하여 배영:접시에 조직 조각이 부 

착되도록하였다. 

조직의 부착이 확인되면 동일한 배양 

액을 첨가하여 동일조건에서 배양하였 

다 세포가 조직으로부터 충분히 자라나 

오면 배양접시에서 조직을 제거하였다. 

세포가 배양접시에 어느 정도 차게 되면 

배양접시에서 배양액을 제거하고， 칼숨 

과 마그네숨이 포함되지 않은 Hank's 

balanced salt solution (HBSS: Gibco , 

USA)으로 세정하고 0.05% trypsin-0.53 

mM tetrasodium ethylenediami­

netetraacetic acid (EDTA: Gibco , 

USA)를 넣어 세포가 배영:접시 바닥에 

서 떨어지도록 하였다. 이렇게 얻은 세 

포는 1:3의 비율로 계대배양하였다 세 

포는 일주일에 3회 배양액을 교환하면서 

동일한 조건에서 배양하면서 계대배영: 

4 ~ 6대의 세포를 실험에 시-용하였다. 

BMP는 R&D Co. (USA)의 reco­

mbinant human BMP-4를 사용하였다. 

2. 세포 증식능 평가 

세포들의 세포항1을 평가하기 위해 Cell 

Counting Kit-8 (CCK- 8: Sigma , 

USA) assay를 시 행하였다. 먼저 세포를 
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24-well 배 양판에 well당 2X104개가 

되도록 분주하고， 10% FBS가 포함된 

DMEM에서 24시간 배양하여 배양판 

바닥에 세포가 부착하도록 한 후 24시 

간 동안 무혈청배양액에 배양하여 혈청 

의 영향력을 배제하였다 이후 각 농도 

의 BMP-4 (0 , 50 , 100 ng/ml)를 투 

여하고 24시간 및 48시간 동안 배양하 

였다. 

각 군별로 배양 중 마지막 4시간 동안 

CCK-8 용액을 well 당 50 μe씩 첨가 

하여 배양하였다 그 후 각 배양판은 

Microplate Reader (Model 550 , Bio 

Rad , USA)로 450 nm의 파장에서 

OD (optical density)를 측정하였다. 

3. 알칼리성인산분해효소 활성의 평가 

각 세포는 24-well 배양판에 well당 

2X1 04개가 되도록 분주하고， 10% FBS 

가 포함된 DMEMo11서 24시간 배양하여 

배양판 바닥에 세포가 부착하도록 한 후 

24시간 동안 무혈청배양액에 배양하여 

혈청의 영향력을 배제하였다. 이후 각 

농도의 BMP-4 (0 , 50 , 100 ng/ ml) 

를 투여하고 24시간 및 48시간 동안 배 

양하였다 

이와 같이 배양된 세포들을 SensoLyte™ 

Alkaline Phosphatase Assay Kit 

(Anaspec , USA and Canada)를 사 

용하여 알칼리성인산분해효소 활성을 평 

가하였다 각 시기별로 배양액을 제거하고 

세포층을 1X lysis buffer로 2회 수세 
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하였다. 각 well에 0.2% 의 농도로 희 

석한 Triton X-100을 150 μ 1씩 첨가 

한 후 4
0

C에서 10분간 방치하였다. 원 

심분리하여 얻은 상층액에 희석한 

pNPP를 50 μ1씩 처리하여 30분간 반 

응시 킨 후 stop solution으로 반응을 

정지시켰다. Well당 100 μ1씩 취하여 

96-well 배양판으로 옮긴 후 

Microplate Reader (Model 550 , 

Bio-Rad , USA)로 405 nm의 파장에 

서 측정하였다 

4. 세포외바탕질 합성 평가 

단백질 합성을 평가하기 위하여 Bio 

Rad 사의 Protein assay kit를 이용 

하여 총단백질합성량을 측정하였다 각 

세포는 24-well 배양판에 well당 2X104 

개가 되도록 분주하고， 10% FBS가 포 

함된 DMEM에서 24시간 배영:하여 배 

양판 바닥에 세포가 부칙-하도록 한 후 

24시간 동안 무혈청배영:액에 배양하여 

혈청의 영향력을 배제하였다. 이후 각 

농도의 BMP-4 (0 , 50 , 100 ng/ml) 

를 투여하고 24시간 및 48시간 동안 배 

양하였다. 

그 후 각 well에서 10 때씩을 취하여 

96well plate에 넣은 후 protein 

assay dye를 200 따씩 첨가힌- 후 실온 

에서 20분간 방치하였다. 그 후 Micro­

plate Reader (Model 550 , Bio-Rad , 

USA)로 595 nm의 파장에서 측정하였다. 
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세포증식능을 평가한 결과， 치주인대 

세포와 뼈모세포 모두. 24시간과 48시 

간 배양군 모두에서 BMP-4 첨가에 의 

해 세포증식능이 증가하는 것을 관찰할 

수 있었다(Fig. 1) . 24시간 배양군에 

서 , 치주인대세포와 뼈모세포는 BMP-4 

첨가에 의해 세포증식이 증가하였는데， 

뼈모세포보다는 치주인대세포에서 세포 

증식이 더 많이 증가하는 것을 볼 수 있 

었다. 또한， 첨가된 BMP-4의 농도에 

따른 차이로는. 100 ng/ml 보다는 50 

ng/ml 농도로 첨가하였을 때 세포증식 

이 더 많이 증가하는 것을 관찰할 수 있 

었다(Fig. 1A). 48시간 배양군에서도 

치주인대세포와 뼈모세포 모두 BMP-4 

첨가에 의해 세포증식이 증가하였는데， 

24시간 배양군에 비해 세포증식능이 더 

욱 증가하는 것을 관찰할 수 있었다 치 

주인대세포와 11벼모세포를 비교하여 보 

면. 24시간 배양군과 마찬가지로 치주인 

대세포에서 뼈모세포보다 더 많은 증식 

을 관찰할 수 있었다. BMP- 4 농도에 

따른 비교에서도 24시간 배양군과 마찬 

가지로 50 ng/ml 농도로 첨가하였을 

때 세포증식이 더 많이 증가하는 것을 

관찰할 수 있었다(Fig. 1B). 

과 

1. 세포 증식능 평가 

켜
 르
 

2. 알칼리성인산분해효소CALP) 활성의 

알칼리성인산분해효소 활성을 평가한 

결과에서도 치주인대세포외- 뼈모세포 모 

두. 24시간과 48시간 배양군 모두에서 

BMP-4 첨가에 의해 알칼리성인산분해 

평가 

1 • PDL 1 
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Fig. 1. Relative value 01 cell prol ileration 01 POL cells and osteoblasts after incubation 
with BMP-4. (A) 24 hours. (B) 48 hours. Cell prolileration activity was increased 
by BMP-4 application both in periodor끼a l ligament cells and osteoblasts. The cell 
prolileration activity 01 the periodorηa l ligament cells was greater than that 01 the 
osteoblasts. 
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Fig. 2. Relative value 01 alkaline phosphatase activity 01 PDL cells and osteoblasts after 

incubation with BMP- 4. (A) 24 hours. (B) 48 hours. Alkaline phosphatase activity 
was increased by BMP- 4 application both in periodontal ligament cells and 

osteoblasts. The Alkaline phosphatase activity 01 the osteoblasts was greater than 

that 01 the periodontal ligament cells. 

경우에는 더욱 차이가 없었다. 

BMP-4 농도에 따른 비교에서는 50 

ng/ml 농도보다 100 ng/ml 농도로 

첨가하였을 때 알칼리성인산분해효소 활 

성이 오히려 감소하는 것을 관찰할 수 

있었다 (Fig. 2B). 

가한 

3. 세포외바탕질 합섬능의 평가 

24시간 배양군에서 , 치주인대세포와 뼈 

모세포는 BMP-4 첨가가 단백질합성능 

에 영향을 미치지 못하는 것으로 관찰되 

였다 치주인대세포와 뼈모세포 모두 대 

조군에 비해 약간 단백질합성이 증가하 

였으나， 유의성은 관찰되지 않았다. 또 

한 첨가된 BMP-4의 농도에 따라서도 

단백질합성능에 거의 차이가 없는 것을 

관찰할 수 있었다(Fig . 3A). 48시간 

배양군에서 치주인대세포와 뼈모세포 모 

21 

활성이 증가하는 것을 관찰할 수 

있었다(Fig. 2). 24시간 배양군에서， 

치주인대세포와 뼈모세포는 BMP-4 첨 

가에 의해 알칼리성인산분해효소 활성이 

증가하였는데， 치주인대세포보다는 뼈모 

세포에서 알칼리성인산분해효소 활성이 

더 많이 증가하는 것을 볼 수 있였다 

첨가된 BMP-4의 농도에 따라서는 알 

칼리성인산분해효소 활성에 거의 차이가 

없는 것을 관찰할 수 있었다(Fig . 2A). 

48시간 배양군에서도 치주인대세포와 

뼈모세포 모두 BMP-4 첨가에 의해 알 

칼리성인산분해효소 활성이 증가하였는 

데， 24시간 배양군에 비해 알칼리성인산 

분해효소 활성이 더욱 증가하는 것을 관 

찰할 수 있었다 치주인대세포와 뼈모세 

포 사이에서 알칼리성인산분해효소 활성 

의 차이는 거의 없는 것으로 보였으며 , 

특히 100 ng/ml 농도의 BMP-4를 첨 

효소 
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Fig. 3. Relative value 01 protein synthesis 01 PDL cells and osteoblasts after incubation 
with BMP-4. (A) 24 hours. (B) 48 hours. Protein synthesis was increased by 
8MP- 4 application both in periodontal ligament ce lls and osteoblasts. The protein 
synthesis 이 lhe periodonlal ligament cells was as much as that 01 the osteoblasts. 

두 BMP-4 첨가에 의해 단백질합성능 

이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 치 

주인대세포와 뼈모세포 시-이에서 단백칠 

합성능의 차이는 거의 없는 것으로 보였 

으며 , 첨가된 BMP- 4 농도에 따른 차이 

도 관찰할 수 없었다(Fig. 3B). 

총괄및 고안 

손상된 치주조직의 치료 과정에서 상 

실된 치주조직의 재생을 위해서는 상실 

된 뼈조직을 재생시키는 과정이 필수적 

이라 할 수 있다. 이러한 조직의 재생과 

정은 세포와 세포외바탕칠 사이의 상호 

작용에 의해 조절되며， 특히 여러 세포 

들에서 분비되는 성장인자가 중요한 역 

할을 하는 것은 이미 알려진 사실이다 

이에 여러 성장인자들이 뼈조직 재생에 

미치는 영향에 관해 많은 연구가 이루어져 
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왔으며 ， 최근에는 이소성 골유도능을 지난 

것으로 알려 진 bone morphogenetic 

protein의 임상적 응용에 관심이 집중 

되고 있다때 

BMP는 크게 3가지의 subgroup으로 

분류되지만， 각 subgroup 내에서의 각 

각의 BMP는 서로간에 동질성을 보이는 

구조로 되어 있으며. TGF β와 30~40% 

동질성 을 보여 TGF- β superfami l y 

의 일원으로 분류되고 있다16) TGF-β 

와 BMP-2는 세포표변에서 서로 다른 

수용기에 부착하지만， 수용기 작용의 메 

커니즘이나 수용기와 결합 후 활성화되 

는 요소 등은 유사하다21) 

치아의 발생은 상피-중간엽 상호유도 

작용， 분화， 형태발생， 광화 등의 복잡한 

생물학적 과정을 수반한다 발생 중인 

배아에서 상피와 상피를 지지하는 중간 

엽 사이에는 기능적인 성관관계가 있으 

며， 이 두 조직들 간의 상호작용운 조직 
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을 일정하게 발생시키는데 필요하다. 치 

아의 형태는 치아상피가 점힘으로써 일 

어나고， 이 정힘은 치유두의 중간엽에서 

지시되는 정보에 따라 형성된다. 후기 

종상기의 치배에서 상피-중간엽 상호 유 

도작용의 예를 볼 수 있는데， 치아기의 

내치상피는 상아모세포가 분화하는데 필 

요하고， 상아모세포가 합성 분비한 상아 

질은 내치상피를 법랑모세포로 분화되도 

록 한다22) 이 때 치유두 세포가 상아모 

세포로 분화하는 것은 치유두세포와 바 

닥막을 사이에 두고 인접해 있는 내치상 

피 내의 다양한 성장인자의 발현과 

fibronectin 등의 당단백질의 영 향인 

것으로 알려져 있다 본 연구에서는 뼈 

발생을 유도하는 것으로 알려져 있는 

BMP-4가 치아의 발생과정에서도 중요 

한 역할을 하는 것에 기반하여， 치주조 

직 재생과정에서 BMP-4가 치주인대세 

포와 뼈모세포의 증식과 분화 및 바탕질 

형성 에 미치는 영향에 관해 알아보고자 

하였다. 

본 연구에서 치주인대세포와 뼈모세포 

는 BMP-4 첨가에 의해 세포증식이 증 

가하였으며， 24시간 배양 보다는 48시 

간 배양군에서 , 뼈모세포보다는 치주인 

대세포에서 더 큰 증가를 관찰할 수 있 

었다. 세포증식은 조직의 재생과정에서 

초기에 관찰되는 단계로， 치주인대세포 

는 1써모세포에 비해 다양한 phenotype 

을 가지는 세포로 구성되어 있기 때문 

에 ， 치주인대세포에 포함되어 있는 중간 
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엽세포의 증식에 의해 BMP-4에 의한 

세포증식이 더욱 크게 나타난 것A로 생 

각된다 또한， 48시간 배양한 경우 치주 

인대세포와 뼈모세포 모두에서 100 ng/rnl 

농도로 BMP-4를 첨가한 경우 세포증 

식능이 감소하는 것을 관찰할 수 있었 

다. 이러한 결과로 보아 치주인대세포와 

뼈모세포의 증식에 영"ðJ:을 미치는 BMP-

4의 optimal 농도는 100 ng/ml 이하 

일 것으로 예상되며， 이를 위한 더 많은 

연구가 필요할 것으로 생각된다 

광화조직의 재생과정에서， 세포가 증 

식하고 이통한 후 각 광화조직을 형성하는 

세포로 분화하는 과정이 필요하다 광화 

조직을 형성하는 세포로의 분화를 판단 

하는 척도로 알칼리성인산분해효소 활성 

을 평가하였다. 본 연구에서 알칼리성인 

산분해효소 활성도 세포증식 실험에서와 

마찬가지로 BMP-4 첨가에 의해 증가 

하였다 24시간 배양의 경우에는 세포증 

식능 실험의 경우와 달리 뼈모세포에서 

알칼리성인산분해효소 활성이 더 높았지 

만， 48시간 배양군에서는 그 치-이가 사 

라지는 것을 관찰할 수 있었는데， 이는 

치주인대세포 내에 있는 세포들이 뼈모 

세포에 비해 시작은 느리지만 빠르게 뼈 

모세포 혹은 시멘트질모세포로 분화하기 

때문인 것으로 생각된다. 

분화된 광화조직 세포들은 광화조직 

합성의 첫단계로 바탕질을 합성 분비하 

게 되는데， 이를 측정하기 위하여 단백 

질합성능을 평가하였다 본 연구에서 단 
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백질 합성능은 24시간 배양군에서는 대 

조군에 비해 거의 차이가 없었으나. 48 

시간 배양군에서 증가하는 것을 관찰할 

수 있었다. 이는 조직재생과정에서 바탕 

질합성이 후기에 나타나는 과정이므로 

이를 반영한 것으로 생각된다. 치주인대 

세포와 뼈모세포에서의 단백질합성의 차 

이는 관찰할 수 없었으며 , 첨가된 

BMP-4의 농도에 따른 차이도 관찰할 

수없었다. 

이상의 결과를 종합해볼 때 . BMP- 4 

첨가에 의해 사람 치주인대세포와 뼈모 

세포는 세포증식이 증가하고， 광화세포 

로의 분화가 촉진되어 알칼리성분해효소 

활성이 증가되며 ， 바탕질합성이 증가되 

어 손상된 치주조직 재생을 촉진할 것으 

로 생각된다. 앞으로는 BMP-4의 최적 

사용농도와， 다른 성장인자들과의 연계 

성에 초점을 맞춘 연구가 이루어져야 할 

것으로 생각되며， 또한 최대의 효과를 

얻기 위한 최적의 적용방법을 찾는 것도 

중요한 과제가 될 것이다 

결 론 

Bone morphogenetic protein (BMP)-

4가 사람 치주인대세포와 뼈모세포의 증 

식과 알칼리성인산분해효소 활성， 그리 

고 단백질합성에 미치는 영향을 알아보 

기 위해， 각 농도 (0 . 50. 100 ng/ml) 

의 BMP-4 첨가하에서 24시간 및 48 

24 

g/희준1 응!}}[!!， 주감1숙 

시간 배%댁f 후 CCK-8 assay. alkaline 

phosphatase assay. total protein 

assay를 시행하여 평가한 결과 다음과 

같은 결론을 얻었다. 

1. 세포증식은 BMP-4 첨기에 의해 치 

주인대세포와 뼈모세포 모두에서 증 

가하였으며， 특히 치주인대세포에서 

더욱 증가하였다. 

2. 알칼리성인산분해효소 활성은 BMP-4 

첨가에 의해 치주인대세포와 뼈모세 

포 모두에서 증가하였으며 , 특히 뼈 

모세포에서 더욱 증가하였다 

3. 단백질합성능은 BMP-4 첨가에 의해 

치주인대세포와 뼈모세포 모두에서 

증가하였으며 ， 두 세포군 사이에 차 

이는 관찰되지 않았다 

이상의 결과로 보아 BMP-4는 치주 

인대세포와 뼈모세포의 세포증식， 알칼 

리성인산분해효소의 활성， 단백질합성을 

촉진시킴으로써 손상된 치주조직의 재생 

과정을 촉진시키는 역할을 할 것으로 생 

각된다 
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ABSTRACT 

Effect of Bone Morphogenetic Protein-4 on the Proliferation and Differentiation of 

Cultured Human Osteoblasts and Periodontal Ugament Fibroblasts 

Hee-J∞n Bang, Ji-YIωn 에m， Seong-Suk Jue * 

Department of Ora1 Anatomy and Deve10pmenta1 ßj010gy.‘ Scho01 of DentistlY. f{yung Hee UnÍversÍty, 

Seoul. 130-701. f{orea 

This experiment was designed to elucidate the effect of bone 

morphogenetic protein CBMP)-4 on the proliferation , a lka line pho­

sphatase activity , and protein synthesis of human periodontal 

ligament fibroblasts and osteoblasts. The cells were incubated 24 and 

48 hours after application of BMP-4 at concentrations of 50 and 100 

ng/ml. After incubation , CCK-8 , alka line phosphatase , and total 

protein assays were performed. Cell proliferation activity was 

increased by BMP- 4 application both in periodontal ligament cells 

and osteoblasts. The cell proliferation activity of the periodontal 

ligament cells was greater than that of the osteoblasts. Alkaline 

phosphatase activity was increased by BMP-4 application both in 

periodontal ligament cells and osteoblasts. The Alkaline phosphatase 

activity of the osteoblasts was greater than that of the periodontal 

ligament cells. Protein synthesis was increased by BMP-4 application 

both in periodontal ligament cells and osteoblasts. The protein 

synthesis of the periodontal ligament cells was as much as that of 

the osteoblasts. These results suggest that BMP-4 may promote the 

periodontal tissue regeneration by stimulating the cell proliferation , 

alkaline phosphatase activity , and protein synthesis of the periodontal 

ligament cells and osteoblasts. 

Key words: BMP-4 , osteoblast , PDL cell , differentiation 
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