
P orp hy r om onas g ing iva l is 분쇄액으로 유도된

파골세포의 분화에 미치는 T aurine과

A le ndron ate의 효과

연세대학교 대학원

치 의 학 과

박 주 현



P orp hy r om onas g ing iva l is 분쇄액으로 유도된

파골세포의 분화에 미치는 T aurine과

A le ndron ate의 효과

지도 이 승 종 교수

이 논문을 박사학위 논문으로 제출함

2000년 12월 일

연세대학교 대학원

치 의 학 과

박 주 현



박주현의 박사학위 논문을 인준함

심사위원 인

심사위원 인

심사위원 인

심사위원 인

심사위원 인

연세대학교 대학원

2000년 12월 일



감사의 글

논문이 만들어지기까지 시종 격려해주시고 지도해 주신 이 승종 교수님과 금 기

연 교수님, 그리고 유 윤정 교수님께 진심으로 감사드리며, 따뜻한 격려와 조언을

아끼지 않으신 이 찬영 교수님, 박 성호 교수님, 그리고 정 일영 교수님께도 감사

의 마음을 전합니다. 또한, 본 연구가 진행되는 동안 시종 다함이 없는 관심과 노

력으로 도와주신 미생물학 교실의 채 봉규 선생님과 이 현정 선생님께도 진심으

로 감사드립니다.

마지막으로 오늘이 있기까지 사랑과 관심으로 격려해주신 부모님과 바쁜 와중

에서도 물심양면으로 도와준 사랑하는 남편, 건강하고 예쁘게 자라준 두 딸 현서,

진이, 그리고 많은 관심과 격려를 아끼지 않은 형제들과 함께 이 기쁨을 나누고

싶습니다. 또한, 보존과 의국원 여러분 외 도움을 주시고 격려해 주신 모든 분들께

감사드립니다.

2000년 12월

저 자 씀.



목 차

도표 목차 ii

국문요약 iii

I. 서 론 1

II.연구재료 및 방법 5

가. 연구재료 5

나. 연구방법 5

1. 세균 배양 및 분쇄 5

2. 조골세포의 분리 6

3. 골수세포의 분리 6

4. 파골세포 형성의 유도 6

5. T RA P 염색 6

6. 세포 독성의 측정 7

7. ELISA kit를 이용한 IL - 6농도의 측정 7

8. 실험자료의 분석 8

III. 연구성적 9

IV . 총괄 및 고찰 16

V . 결론 23

참고문헌 24

영문요약 29

- i -



도표 목차

Figure 1. T RAP - positiv e mult inuclear cells induced by sonicat ed extract s of

P orp hy rom onas g ing ivalis .

Figure 2. Concentration - depen dent stimulat ion of osteoclast different iat ion

indu ced by sonicated ex tract s of P orp hy rom onas g ing ivalis.

Figure 3. Cytotoxic effect of alendron at e on mou se bon e m arrow an d calv aria

cells

F igure 4. Effect of alendron ate on the ost eoclast different iation in du ced by

sonicated ex tract s of P orp hy rom onas g ing ivalis .

Figur s 5. Cytotoxic effect of t aurine on m ou se b on e marrow and calv aria cells .

F igure 6. Effect of taurin e on th e osteoclast differentiat ion induced by

sonicated ex tract s of P orp hy rom onas g ing ivalis.

Figure 7. Effect s of alendron ate and taurine on induction of IL - 6 indu ced by

sonicated ex tract s of P .g ing ivalis.

- ii -



국문요약

P orp hy r om onas g ing iva l is 분쇄액으로 유도된

파골세포의 분화에 미치는 T aurine과

A le ndron ate의 효과

본 연구의 목적은 파골세포의 분화에 대한 T aurin e과 A len dronat e의 억제효과

를 알아보고자 하는데 있다. 생후 1- 2일 된 마우스에서 얻은 조골세포와 골수세포

를 10%의 우태아 혈청이 함유된 α- MEM 배지에서 혼합배양하였으며, 여기에

P orp hy rom onas g ing ivalis의 분쇄액을 첨가하여 파골세포의 형성을 유도하였다.

실험군으로는 10 - 7M , 10 - 6 M , 10 - 5 M 의 alen dronat e와 500, 1000, 1500μg/㎖의

t aurine을 배양시 함께 처치하여 이들 약제가 파골세포의 형성에 어떠한 영향을

미치는가를 알아보았다. 파골세포의 존재는 tart r at e저항성 산성인산분해효소

(t art r ate resistant acid phosphotase, T RAP )를 염색하여 확인하였으며,

MT T (3- (4,5- dim ethylthiazol- 2- yl- 2,5- diph enylt etr azolium bromide)검정법으로 각

약제의 세포독성을 검사하였다. 또한, 파골세포에 대한 두 약제의 억제효과를 평가

하기 위하여 ELISA 방법을 사용, in terleukin - 6의 농도를 측정하였다. 이상의 실험

으로 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. P orp hy rom onas g ing ivalis 분쇄액의 농도가 0.01- 0.1㎍/㎖일 때 파골세포가

유의성 있게 잘 형성되었다. (P < 0.05)

2. Alen dronate는 10 - 5M의 농도에서 P .g ing ivalis (0.01㎍/㎖)에 의한 파골세포의

형성을 억제하였다.

3. T aurine은 1500㎍/㎖의 농도에서 P .g ing ivalis (0.01㎍/㎖)에 의한 파골세포의

형성을 억제하였다.
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4 . 세포독성 검사에서 a le ndronat e와 t aur ine은 모든 농도에서 마우스 두개골

세포나 골수 세포에 대한 세포독성을 나타내지 않았다 .

5 . P. g ing iva l is에 의하여 IL- 6의 생성이 유도되었으나 , 파골세포의 분화에

대해 억제효과를 나타내었던 a le ndronat e (10- 5 M)와 t aur ine (1500㎍/㎖ )에 의해서

는 P. g ing iva l is에 의한 IL- 6의 생성이 억제되지 않았다 .

이상의 결과로 Ale ndronat e (10- 5 M)와 Taur ine (1500㎍/㎖ )은 파골세포의 분화에

억제효과를 나타냄을 알 수 있으나 , IL- 6의 생성과는 무관한 것으로 밝혀져 두

약제의 작용이 IL- 6의 생성을 감소시킴으로써 파골세포의 분화를 억제하는 것은

아닌 것으로 사료된다 .

중심되는 말 : a le ndronat e , t aur ine , P. g ing iva l is , 파골세포 , 치근흡수
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P o rp hy r om ona s g ing iva l is 분쇄액으로 유도된

파골세포의 분화에 미치는 T aurin e과

A le n dron ate의 효과

연세대학교 대학원 치의학과

(지도 이 승 종 교수)

박 주 현

I . 서 론

골흡수는 다음의 세 가지 과정에 의하여 이루어진다. 첫 번째는 골세포에 의하

여 생성되는 collag en 분해효소에 의한 ost eoid의 변성, 두 번째는 전구세포로부터

의 새로운 파골세포의 생성, 그리고 세 번째 과정은 이미 형성되었거나 새로이 생

성된 파골세포의 활성화 과정이다.1 ) 파골세포는 hem opoiet ic precur sor cell이 골이

흡수되는 부위에서 여러 호르몬이나 국소적 인자들의 조절하에 분화됨으로써 생

성되는데, 세포의 크기가 크고 대개가 다핵성이며 흡수하는 조직에 따라 파골세포,

파연골세포, 파치세포로 불리우지만, 비슷한 형태와 작용을 하는 것으로 알려져있

다. 현재까지의 치근흡수 연구에서 파치세포를 따로 분리하지 못하였으므로 본 연

구에서는 대표적으로 파골세포를 사용하였다.

이들은 두가지의 특이한 구조를 가지고 있다. 즉 첫 번째는 왕성한 골흡수가

일어나는 부위인 변연주름 (ruffled border )이며, 두 번째는 이러한 변연주름을 싸고

있으며, 골표면에 파골세포가 부착하는데 관여하는 투명대 (clear zon e)이다.
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파골세포의 분화와 조절에 관한 기전은 1988년에 혼합배양 방법 (co- culture

sy stem )이 개발됨으로써 일부 밝혀졌다.2 ,3 ) 즉, 마우스 두개골로부터 분리된 조골

세포와 파골세포의 전구세포가 존재하는 골수세포를 int er leukin - 6, int er leukin - 2,

PT H , P GE 2 , 1α,25 (OH )2 D3같은 골흡수 유도인자(osteotropic fact or )의 존재 하에

서 같이 혼합배양하면 파골세포와 비슷한 형태의 많은 다핵성 세포가 형성되며,

이렇게 형성된 세포는 상아질 시편상에서 수많은 흡수와를 형성하는 것으로 나타

났다.4 ) 이러한 혼합배양에서 골수세포는 파골세포의 기원이 되며, 조골세포는 파

골세포의 분화를 위한 적절한 환경을 제공하는 보조세포로서의 역할을 한다.4 ) 부

갑상선 호르몬 (P T H ), 1α,25 (OH )2D 3 , in terleukin - 1, in t er leukin - 6 및 P GE 2 , 미생물

등과 같은 파골세포 분화 조절인자들은 주로 조골세포에 작용하는데, 최근, 조골세

포의 세포막에 존재하는 파골세포의 분화에 필수적인 인자가 밝혀져 파골세포 분

화유도인자(ODF ;Ost eoclast differ entiat ion factor , or OP GL ;Ost eoprot eg erin

ligand )라고 명명되었다. 이러한 ODF/ OP GL gen e은 파골세포 분화 조절인자들에

의해 활성화되며,5 ) 활성화된 ODF는 조골세포의 세포막에 부착된 상태로 파골세포

의 표면에 존재하는 ODF수용체, 즉 Recept or act iv at or of NF - kB lig and

(RANK )에 결합하여 파골세포 전구세포의 분화를 유도하는 신호를 전달한다. 그

러나, 조골세포와 골수세포의 혼합배양시, 골흡수 유도인자가 존재하여도 조골세포

와 파골세포의 전구세포가 존재하는 골수나 비장세포가 m em bran e filt er등에 의하

여 분리될 경우에는 파골세포가 형성이 되지 않는것으로 밝혀졌다.5 ) 이러한 결과

는 조골세포와 파골세포 전구세포의 세포간 접촉이 파골세포의 형성에 있어서 필

수적임을 암시한다.5 )

또한, 최근 인간의 섬유아세포로부터 OCIF (Osteoclast og enesis - inhib it ory

fact or )가 발견되었는데, OCIF의 cDNA 염기서열 분석결과, 이는 T NF 수용체의

일종으로 알려진 Ost eoprot egerin과 동일함이 밝혀졌다. OP G/ OCIF는 조골세포의

세포막에 있는 ODF에 직접 결합함으로써 ODF에 의해 파골세포 분화를 위한 신

호가 파골세포 전구세포로 전달되는 것을 방해한다.5 )

파골세포는 치주질환에서의 치조골 흡수나 치근흡수를 야기하는 주된 세포이다.
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특히, 치과 임상에서 악안면 외상에 의한 치아의 탈구(avulsion )을 흔히 볼 수 있

는데, 대치성 치근 흡수는 치아의 상실을 초래하는 주된 원인이라고 보고되고 있

다. 대치성 치근 흡수는 골성유합 (Ankylosis )이라고도 하며, 흡수되는 치근이 인접

골로 대체되면서 원래의 치근과 융합되는 현상이다. An drea sen 6 )은 치아재식 후

약 85- 96%가 점진적인 치근 흡수를 나타낸다고 하였으며, H eith er say 7 )는 이러한

대치성 치근흡수로 인해 재식된 치아의 대부분이 4- 6년 내에 소실됨을 보고하였

다. 또한, Cham ber 8 )등은 초기에 근관치료를 함으로써 재식 치아의 염증성 흡수를

예방할 수 있었지만, 6년의 관찰기간동안 재식 치아의 100%에서 골성유합을 관찰

하였다고 보고하였다. 대치성 치근 흡수, 혹은 골성 유합이 일어나는 기전은 아직

확실하게 밝혀지지는 않았으나, 탈구된 치아의 부적절한 저장방법, 혹은 재식까지

의 장시간 경과등으로 인한 치주인대 세포의 생활력 상실이 가장 중요한 이유로

보고되고 있다.6 ,9 ) H am m ar strom 10 )등은 정상골의 재형성 (rem odeling )을 일으키는

것과 같은 방식으로 치근흡수를 일으키는 세포가 자극을 받아 치근이 지속적으로

흡수되어 치조골이 치아경조직과 유합됨을 보고하였다. T ron st ad1 1)는 이를 파골세

포의 실수(m istak e) '로 인한 것이라 하였는데, 일단 치근을 보호하는 치주인대가

소실되면, 파골세포가 백악질, 상아질, 골을 구분하지 못하고 모든 경화된 조직을

흡수하여 새로운 골 (ost eoid )로 대체하게 된다고 보고하였다. 현재까지 대치성 치

근 흡수를 예방하기 위한 효과적인 치료방법은 아직 없는 상태이다. 이에 대치성

치근흡수의 방지를 위한 여러 시도가 이루어져 왔는데, 본 연구에서는 치근흡수를

야기하는 파골세포의 억제에 초점을 맞추고자 하였다.

파골세포의 작용에 영향을 미치는 약제에 대해서는 상당히 많은 연구가 이루

어져 왔는데, 골흡수 작용을 억제할 수 있는 칼시토닌, 불소, bisphosphonate,

gallium등 여러 약제에 대한 연구 보고가 있다. 이 중, bisphosphon at e는

pyrophosph on at e의 P - O- P 구조가 P - C- P로 대체되어 효소에 대한 저항성이 증가

되는 것으로 알려져 있으며,12 ) 특히 골에 대한 효과가 여러 실험에서 많이 다루어

졌는데, 임상에서는 P ag et ' disease 나 전이성 골질환 (m et astat ic bone disea se),

악성종양으로 인한 고칼슘혈증 (hypercalcem ia of m alignan cy ), 골다공증과 같은

골흡수가 증가되는 대사성 골질환의 치료약제로 널리 사용되고 있다.13 ,14 ,15 ) 또한,
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여러 실험 결과, bisphosphonate는 골의 외면에 직접 침착되어 파골세포의 골 결

합능력을 30- 40% 감소시킴으로써, 파골세포에 의한 H +이온의 축적과 단백질 합성

을 감소시킴이 밝혀졌는데, 이는 bisphosph on ate가 파골세포의 대사를 크게 억제

함을 암시하는 것이라고 하였다.16 ) 또한 bisphosphonate는 성숙된 파골세포에 영

향을 미칠 뿐 아니라, 파골세포의 형성 자체도 감소시키는 것으로 알려지고 있

다.16 )

본 실험에서 사용한 alendron ate (4- am in o- 1- hy drox y - butylidenebisphosph onic

acid)는 현재 골다공증 치료에 임상적으로 사용되고 있는 bisphosphonate중 가장

강력한 약제로서 특히 골흡수가 선택적으로 일어나는 부위에서 수산화인회석 결

정에 부착되어 골흡수 표면에 선택적으로 결합되며, 일단 골과 결합되면 장기간

유지되는데, 인체내에서 제거되기 위한 반감기는 약 10년이라고 알려져 있다.17 )

본 실험에서 사용한 또 하나의 약제인 t aurin e (2- am in oethan esulphonic acid )

은 인간을 포함한 포유류의 m ilk에 고농도로 함유되어 있는 성분으로서,18 ) 현재

시판되고 있는 대부분의 우유에 첨가되고 있다. T aurin e의 기능에 대해서는 아직

확실히 밝혀진 바 없으나, 여러 가지 유해한 자극물질에 대해 세포막을 보호하는

역할을 하는 것으로 추측되고 있으며,19 ,2 0 ) M asanori19 )등은 T aurine이

in t er leukin e- 1이나 prost aglandin E 2등과 같은 염증성 매개체에 의하여 유도되는

파골세포의 분화를 억제함을 보고하였다.

이에 저자는 치근단 감염과 치주질환을 일으키는 세균 중 가장 독성이 강한

것으로 보고된 P orp hy rom onas g ing ivalis의 분쇄액을 파골세포 분화 유도인자로

사용하여, alen dronat e와 taurin e이 파골세포의 분화에 미치는 영향을 혼합배양 방

법 (co- culture sy st em )을 통하여 비교, 평가해 보고자 하였다.
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Ⅱ . 연구 재료 및 방법

가 . 연구재료

실험동물로는 4주에서 5주사이의 ICR 마우스 수컷을 사용하였으며, 두개골 세

포를 분리하기 위해서 태어난 후 2일이 경과하지 않은 ICR 마우스를 구입하였다.

실험 전에 물과 사료를 충분히 주어 자연적인 조건을 부여해 줌으로써 탈수로 인

한 비정상적인 반응을 배제하였다. 세포배양배지로는 Antibiotic an d ant im y cotic

sol.이 포함된 Minimum E ssent ial M edium Alpha M edium (α- MEM ) (GIBCO

BRL, NY , USA )을, 파골세포의 염색은 T RAP - stain in g kit (Sigm a , St .Louis ,

USA )을 사용하였으며, 유리되는 IL - 6의 양은 ELISA kit (Endog en , USA )을 이용

하여 측정하였다. 또한, 두개골세포의 분리시에는 교원분해효소와 dispase (W ako,

Osaka , Japan )를, 세균분쇄액의 단백질량 측정시에는 prot ein a ssay kit (Pierce,

Illin ois , USA )을 사용하였으며, 파골세포의 분화에 대한 억제효과를 알아보고자

하는 약제로는 alen dronat e sodium (M erck & Co.,In c.,N .J , USA )과 t aurine (Sigm a,

St .Louis , USA )을 사용하였다.

나 . 연구 방법

1. 세균 배양 및 분쇄

본 실험에 사용된 균주인 P orp hy rom onas g ing ivalis는 hem in (5 ㎍/㎖)과

m enadion (0.5 ㎍/㎖)이 함유된 BHI 배지에 1:20으로 접종한 뒤 2일간 혐기적 조

건 (N 2 80 % , H 2 10 % , CO2 10 % )에서 배양하였다. 50 ㎖의 배지에서 일주일간

배양한 배양액을 4℃, 5000×g에서 10분간 원심분리하여 균체를 얻었다. 균체를

50 ㎖ ph osphat e buffer salin e (PBS )에 현탁한 후 4℃, 5000×g에서 10분간 3회

원심분리하여 세척하였다. 세척한 균주를 1㎖ PBS에 부유시킨 후 세포 분쇄기

(Bran son m odel 250 sonifer )를 사용하여 균질화 하였으며, 세균 분쇄액의 단백질
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량은 protein as say kit을 이용하여 측정하였다.

2. 조골세포의 분리

태생 1 ∼ 2일 경과한 ICR 마우스를 에탄올 용액으로 희생시킨 후 두개골을

무균적으로 적출하였다. 10개의 마우스 두개골을 10 ㎖의 0.2% 교원분해효소 및

0.1% dispa se가 함유된 α- MEM배지에 부유시킨후 37℃에서 10분간 교반하여 두

개골로부터 조골세포를 분리하였다. 이 과정을 3회 반복하여 얻어진 세포 부유액

을 2000 g에서 5분간 원심분리하여 마우스 두개골 세포를 분리하였다.

분리한 세포는 10 ㎝ 평판세포배양기에 세포수가 2 × 106 개가 되도록 분주하

여 10% F BS가 함유된 α- MEM배지에서 배양하였다. 2일 후 파골세포분화능을

확인하는 실험에 이용하였다.

3. 골수세포의 분리

4 ∼ 6주 정도 경과한 ICR 마우스의 경골과 대퇴골로부터 연조직을 제거한 후

골말단 부위를 절단하였다. 25 g au ge 주사 바늘로 α- MEM 배지를 골수 강내로

주입하여 골수 세포를 뽑아낸 후 2000×g에서 5분간 원심분리 하였다. 상층액을

제거한 후 10 ㎖의 적혈구 용해용액 (10 m M T ris·HCl, 0.83 % am m onium

chloride )을 첨가하여 5분간 반응시켜 골수세포로부터 적혈구를 제거하였다.

4. 파골세포의 형성유도

조골세포 및 골수세포를 골수세포 배양배지 (10% 우태아 혈청이 함유된 α

MEM ) 400 ㎕당 세포수가 각각 1 × 10⁴ 및 1 × 105개가 되게 부유한 후

48w ell 세포배양기의 각 w ell에 400 ㎕씩 분주하여 3일간 배양하였다. 3일후 배지

를 제거하고 P orp hy rom onas g ing ivalis와 taurin e, alen dronate가 첨가된 골수세포

배양배지에서 4일간 연속배양하여 파골세포 형성을 유도하였다.

5 . T artr at e r esist ant acid phosph ata se (T RAP ) 염색

파골세포 형성 유도 후 파골세포의 표지 물질인 tart r at e 저항성 산성인산분해

- 6 -



효소 (t ar tr at e r esist ant acid phosphatase, T RAP )를 다음과 같은 방법으로 염색

하여 균 분쇄액에 의한 파골세포 형성능을 평가하였다.

세포를 고정액 (25㎖ cit rate solu t ion , 65㎖ acet on e, 8㎖ 37% form aldehy de)으

로 처리하여 30초간 고정시킨후 증류수로 세척하였다. T artr at e - r esist ant acid

ph osphat ase assay kit (Sigm a )을 이용하여 제조한 염색액을 고정한 세포에 처리

하여 빛이 들어가지 않도록 주의하면서 37℃ w at er b ath에서 1시간 동안 염색하

고, 증류수로 세척한 후 위상차 현미경상에서 핵이 3개 이상인 T RAP 양성 세포

의 수를 세어 비교하였다.

6. 세포 독성의 측정

파골세포의 억제 효과가 순수한 약제의 효과인지, 아니면 약제의 세포독성으로

인한 것인지를 알아보기 위하여 MT T test를 시행하였다. MT T

(3- [4,5- dim ethlthiazol- 2- yl- ]- 2,5- diphenylt et r azolium brom ide ) 측정법은 활성이

있는 마이토콘드리아의 환원효소 (su ccin at e dehy drog enase)에 의해 tet r azolium

salt가 환원되는 원리를 이용하여 살아있는 세포를 측정하여 세포의 독성능 또는

세포증식 정도를 알아 보기 위해 사용되는 방법이다. 본 실험에서는 96- w ell 평판

배양기에 마우스 두개골로부터 분리한 조골세포 및 골수세포를 각각 5 × 103 및

5 × 104개를 분주한 뒤, 10% fet al bovine serum (F BS )가 함유된 α- MEM에서

37℃로 배양하였다. 3일 후 배양배지를 제거하고 T aurine 500, 1000, 1500 ㎍/㎖,

alendron at e 10 - 7 , 10 - 6 , 10 - 5 M을 처리한 후 아래와 같이 MT T 방법으로 세포의

증식정도를 측정하였다. 배양이 끝나는 날 세포배양액에 50㎕의 MT T (5㎎/㎖) 시

약을 넣은 후 4시간 동안 방치하였다가 반응액을 제거한 뒤, 5㎕의 dim ethyl

sulfox ide (DM S O)를 첨가하여 세포안에 생성된 form azan 결절을 녹인 뒤 570

nm 에서 흡광도를 측정하였다.

7. ELISA kit을 이용한 IL - 6의 농도의 측정

두 약제의 파골세포에 대한 억제효과를 알아보기 위하여 IL - 6의 농도를 ELISA

kit을 이용하여 측정하였다.
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마우스의 조골세포와 골수세포를 3일간 혼합배양한 후 0.01㎍/㎖의 P .g ing ivalis

분쇄액 (0.01㎍/㎖)과 alen dronat e (10 - 5M ) 또는 t aurine (1500㎍/㎖)을 첨가하였다. 1

일 후 상등액을 얻어 ELISA kit을 이용, IL - 6의 농도를 측정하여, P .g ing ivalis만

처치한 경우와 위의 두가지 약제 처치 후의 IL - 6 농도를 비교하여 보았다.

8. 실험자료의 분석

대조군과 각 실험용액의 농도에 따른 유의차를 비교하기 위하여 On e- w ay

ANOVA와 Duncan t est로 통계처리 하였으며, p값 0.05 이하를 통계적으로 유의

한 수준으로 판정하였다.
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III . 연구성적

가. 파골세포의 확인

파골세포의 존재 확인에 사용되는 방법중의 한가지인 T RAP 염색을 실시한 후

위상차현미경으로 관찰한 결과, T RAP 양성 반응을 보이며 핵을 세 개 이상 가진

붉은 색의 다핵 거대 세포, 즉 파골세포의 존재를 확인할 수 있었다.

(사진부도 1)

F ig . 1. Ost eoclast different iat ion induced by sonicat ed ex tr act s of P .

g ing ivalis . M ou se b on e m arrow cells and calv aria cells w ere co- cultured for 3

day s . Aft er chan ging the m edium , cells w ere tr eat ed w ith sonicat ed ex tr act s

of P .g ing ivalis (0.01 ㎍/㎖, B ) for an addition al 4 day s . N on tr eat ed cells (A )

w as u sed as the neg aiv e control. After co- culture , cells w ere fix ed an d st ain ed

for T RA P . M agnification : x 100
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나. P orp hy rom onas g ing ivalis 분쇄액의 농도에 따른 파골세포의 형성효과

P . g ing ivalis 분쇄액의 농도가 0.1㎍/㎖일 때 파골세포가 가장 많이 형성되는

것으로 나타났으나, 이 농도에서는 단층으로 형성되는 파골세포의 층이 말리는 현

상이 나타났다. 0.01㎍/㎖에서는 세포층이 말리지 않으면서 비교적 많은 파골세포

가 형성되었다.

F ig . 2. Con centr at ion - dependent st im ulat ion of ost eoclast differ entiat ion indu ced

by sonicat ed ex tract s of P . g ing ivalis . M ou se bon e m arrow cells an d calv aria

cells w ere co- cultured for 3 day s . A ft er chan ging th e m edium , cells w ere

treated w ith v ariou s con centr at ion s of ex tr act s of P . g ing ivalis for addit ional 4

day s . T hen , cells w ere fix ed an d stained for T RAP . T RAP - posit iv e cells w ere

counted as ost eoclast . T he result s w ere ex pres sed as m ean s ± SD of four

cultures . * Significant ly differ ent from th e non treated group . (p < 0.05)
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다. Alen dronate의 세포독성 검사

MT T t est를 시행하여 alen dronat e의 세포 독성 정도를 검사하였다. 10 - 7 , 10 - 6 ,

10 - 5M의 alendron at e모두 P . g ing ivalis만 첨가한 대조군과 유의차가 없어, 모든

농도에서 세포 독성은 없는 것으로 나타났다.

F ig . 3. Cytot ox ic effect of alendron at e on m ou se bone m arrow and calv aria

cells . Bon e m arrow cells an d calv aria cells w ere co- cultured for 3 day s . Aft er

changin g the m edium , cells w ere tr eat ed w ith v ariou s concentration s of

alendron at e for addit ional 4 day s . T h en , the num ber of cells w ere est im at ed by

MT T a ssay , an d dat a w as represent ed as opt ical den sity at 570 nm .

- 11 -



라. P . g ing ivalis 분쇄액에 의하여 유도되는 파골세포의 형성에 대한 alen dronate

의 효과

10 - 7 , 10 - 6 , 10 - 5M의 alendron ate를 처치한 결과 10 - 5M의 농도에서 P .g ing ivalis

(0.01㎍/㎖)에 의한 파골세포의 형성 억제 효과가 나타났다.

F ig . 4. Effect of alen dronat e on the ost eoclast different iat ion induced by

sonicat ed ex tract s of P . g ing ivalis . M ou se bone m arrow cells and calv aria cells

w ere co- cultured for 3 day s . A ft er 3 day s , cells w ere cultured w ith extr act s of

P . g ing ivalis (0.01 ㎍/㎖) in th e presence of v ariou s concentration s of

alendron at e (10 - 7 t o 10- 5 M ) for addition al 4 day s . T hen , cells w ere fix ed and

st ained for T RAP . T RAP - posit iv e cells count ed as ost eocla st .. Result s w ere

ex pressed a s th e m ean ± SD of six replicate cultures .

* Significantly differ ent from the non - tr eat ed group.
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마. T aurine의 세포 독성 검사

T aurine의 검증 결과 500, 1000, 1500㎍/㎖의 세 농도 모두에서 P . g ing ivalis만

처치한 대조군과 흡광도의 큰 차이가 없는 것으로 나타났다. 이상의 결과에서 모

든 농도의 실험용액에서 세포독성이 없는 것으로 평가되었다.

F ig . 5. Cytot ox ic effect of t aurine on m ou se bon e m arrow an d calv aria cells .

Bone m arrow cells and calv aria cells w ere co- cultured for 3 day s . Aft er

changin g the m edium , cells w ere tr eat ed w ith v ariou s con centr at ion s of t aurine

for addit ional 4 day s . T h en , the num ber of cells w ere estim at ed by MT T

assay , and data w as represent ed as opt ical den sity at 570 nm .
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바. P . g ing ivalis 분쇄액에 의하여 유도되는 파골세포의 형성에 대한 t aurine의

효과

500, 1000, 1500㎍/㎖의 t aurine을 처치한 결과 1500㎍/㎖의 농도에서 유의할 만

한 파골세포의 형성 억제효과가 나타났다.

F ig . 6. Effect of t aurin e on th e ost eoclast different iat ion induced by sonicated

ex tr act s of P . g ing ivalis . M ou se b on e m arrow cells and calv aria cells w ere

co- cultured for 3 day s . After 3 day s , cells w ere cultured w ith sonicated

ex tr act s of P . g ing ivalis (0.01 ㎍/㎖) in the presence of v ariou s concentr ation s

of t aurine (500 t o 1500 ㎍/㎖) for addition al 4 day s . T hen , cells w ere fix ed

an d stain ed for T RA P . T RAP - positiv e cells counted a s ost eoclast . Result s

w ere ex pressed a s th e m ean ± SD of six replicate cultures .

* Significantly differ ent from the non - tr eat ed group.
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사. ELISA Kit을 이용한 IL - 6의 농도측정

P .g ing ivalis의 분쇄액만 첨가한 경우와 alendron ate (10- 5M ), t aurin e (1500㎍/㎖)

을 첨가한 후의 IL - 6의 농도를 각각 측정하여 비교해 보았다. 그 결과, P .

g ing ivalis에 의하여 IL - 6의 생성이 유도되었으나, 파골세포 분화의 억제에 효과가

있었던 alen dronate (10- 5M )와 t aurine (1500㎍/㎖)에 의해서는 P . g ing ivalis에 의한

IL - 6의 생성이 억제되지 않는 것으로 나타났다.

F ig . 7. Effect s of alendron at e an d taurin e on induction of IL - 6 in duced by

ex tr act s of P .g ing ivalis . M ou se bon e m arrow cells an d calv aria cells w ere

co- cultured for 3 day s . After 3 day s , cells w ere cultured w ith extr act s of

P .g ing ivalis (0.01 ㎍/㎖) in th e presence or ab sen ce of alen dronate (10- 5 M ) an d

t aurine (1500 ㎍/㎖) for addit ion al 1 day . T h e condition ed m edia w ere as sessd

for th e product ion of IL - 6 ELISA kit . Result s w ere th e m ean ± SD of four

r eplicate cultures .

- 15 -



IV . 총괄 및 고찰

치아탈구 후의 대치성 치근 흡수는 외상 후의 치아 상실을 야기하는 주된 원

인으로서, 이를 예방하기 위한 여러 가지 시도가 오랜동안 이루어져 왔다. 즉, 괴

사된 치주인대를 생체친화성이 있는 재료로 대체하거나, 재식될 치아의 치근표면

을 여러 가지 약제에 담그거나 처치하여 치근흡수에 대한 저항력을 증진시키는

방법 등이다. 본 실험에서는 치근과 치조골 흡수를 야기하는 주된 세포인 파골세

포를 억제하는데 초점을 맞추었다.

파골세포는 크게 3가지의 형태학적인 특징을 가진다. 첫 번째는 다핵세포라는

것, 두 번째는 경조직 흡수가 활발히 일어나는 부분으로 세포막의 수많은 주름으

로 이루어져 있는 변연주름 (ruffled b order ), 그리고 세 번째는 그 주위를 둘러싸고

있는 투명대 (clear zone)가 있다는 것이다 변연주름은 흡수와를 산성화하여 경조직

의 수산화인회석 결정을 용해시키고, 산 및 분해효소를 분비하여 남아있는 유기물

질을 분해시키는 조건을 만들어준다.12 ,2 1) 또한, 파골세포는 투명대에 의하여 경조

직에 부착되며, 변연주름 하방의 특수한 미세환경을 격리시킴으로써, 흡수를 효율

적으로 수행함과 동시에 주위의 다른 세포를 보호할 수 있다.22 )

파골세포는 외상 후의 치근흡수 뿐 아니라, 치주질환이나 치수질환으로 인한

치조골 파괴에서도 주된 역할을 한다. A ctinom y ces act in om y ce tem com itans에서

는 세균 세포벽 내, 또는 세포벽 외에 존재하는 lipopoly saccaride 및 다당체, 그

리고 세포막에 존재하는 chaperon이라고 불리는 일종의 heat shock protein이 파

골세포의 분화를 유도하는 것으로 알려져 있다.23 )

본 실험에서 파골세포의 분화를 유도하기 위하여 사용된 P orp hy rom onas

g ing ivalis는 치주질환과 관련된 치조골 파괴뿐 아니라, Black Pigm ent ed

Bacteroides중 가장 독성이 높은 세균으로서 동통과 관련있는 감염근관, 치근단 감

염과 연관된 광범위한 치조골 손실과 관련이 있으며, P orp hy rom onas
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end od on talis와 함께 치수가 괴사된 근관의 급성 감염을 야기한다.2 4 )

P orp hy rom onas g ing ivalis의 파골세포에 대한 효과는 lipopoly saccaride2 5 ,2 6 ,2 7 ) 및

세포막에 존재하는 단백물질,2 8 ) 이 외에 세균의 부착에 관여하는 섬모 (fim briae)29 )

가 관여하는 것으로 보고되었다. 즉, 이들이 조골세포를 자극하여 int er leukin - 1의

생성을 유도하며, int er leukin - 1은 그 자체로도 골흡수를 크게 자극하지만, 여러 세

포에서 int er leukin - 6의 생성도 유도함으로써 파골세포의 형성을 촉진하는 것으로

알려지고 있다.

파골세포의 형성능은 균주의 농도가 0.1㎍/㎖에서 가장 크게 나타났으나, 단층

으로 형성되는 세포의 층이 말리는 경향이 있어, 세포층이 말리지 않으면서 비교

적 파골세포가 많이 형성되는 0.01㎍/㎖를 P . g ing ivalis의 농도로 결정하여 실험

에 사용하였다.

본 실험에서 파골세포에 대한 억제 효과를 알아보기 위하여 사용된

alendron at e는 nitrogen이 첨가된 강력한 골흡수 억제제로서, P aget ' disease나 악성

종양에 의한 고칼슘혈증 (hypercalcem ia of m alignan cy ), 또는 골다공증과 같은 골

과 칼슘대사에서 일어나는 질병을 치료하는 bisph osphonat e 계열의 약제로 사용

되어져 왔다.13 ,14 ,15 ,30 ) Bisphosph on at e는 동맥, 신장, 피부, 심장, 또는 구강 내에서

까지도 연조직의 석회화를 억제할 수 있으며, 뇨결석이나 치석 생성을 억제하는

것으로 보고되고 있다.3 1) 또한, W einreb 32 )등은 P . g ing ivalis를 투여한 원숭이의

치주질환 모델에서 0.5m g/ kg의 alendron at e를 IV로 주입한 결과 치조골의 파괴가

감소되었음을 보고하였다. P aul33 )등은 HEBP (1- Hy drox y ethyliden e- 1,

1- bisphosph on at e )가 치근흡수를 완전히 방지하지는 못하나 치근흡수를 지연시킴

을 보고하였는데, 이는 HEBP가 파골세포의 골흡수 능력을 억제하기 때문이라고

하였다. 또한, Leon ard34 )에 의하면 쥐에서 bisphosph on ate가 치주조직의 파괴를 예

방할 수 있었음을 보고하였으나, S ch aff35 )등은 치주질환이 이환된 쥐에서 HEBP나

식염수를 피하 주사한 경우 치조골 흡수의 억제 효과 비교에서 유의차가 없었으

며, 6개월 후에 골성유합도 생겼다고 보고하였다. 그러나, 유사한 실험에서

Got ch er와 Jee36 )는 실험동물에서 골흡수를 확실히 지연시킬 수 있었고 골성유합도

관찰할 수 없었다고 하였다. 또한 백3 7 )은 bisphosphon at e계열의 약제인 et idron at e
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sodium이 10- 5 , 10- 4M의 농도에서 상아질 흡수 억제효과를 나타낸다고 보고하였

다.

이러한 bisphosph on ate의 주된 약리학적인 효과는 파골세포의 흡수능력을 억제

하는데 있음이 여러 연구에서 밝혀졌다.25 ,27 ,38 ) 모든 bisphosphon at e는 P - C- P 구조

로 인하여 수산화인회석(hy drox y apat ite )에 결합하여 골격에 대한 선택적인 작용

을 한다.24 ) bisph osphonat e가 파골세포에 미치는 효과는 다양하며, 아직 확실히 밝

혀지지는 않았으나, 다음에 설명되는 여러 가지 기전에 의할 것으로 추측되고 있

다. 즉, bisphosph on at e가 전구세포로부터 파골세포의 분화를 억제시키거나, 골흡

수와 골형성이 왕성히 일어나는 부위에 작용, 성숙된 파골세포에 유해한 작용을

함으로써 파골세포의 수를 감소시키거나,13 ) 파골세포의 세포골격의 변화, 변연주름

(ruffled border )의 소실을 야기한다는 것 등이다. Caran o16 )등은 bisphosphonate가

파골세포와 골이 결합하는 능력을 30- 40%까지 감소시키고, 파골세포에 의한 H +

이온 축적과 단백질 합성을 감소시킨다고 하였으며, 이는 bisph osphonat e가 파골

세포의 대사를 강력히 억제함을 암시하는 것이라고 하였다. 그러나, 어떠한 기전이

정확한 것인지는 아직까지 명확하게 밝혀지지 않고 있다.

최근에는 파골세포의 apopt osis가 bisphosphon ste의 작용기전임이 강력히 주장

되고 있는데,39 ) apopt osis란, 뚜렷한 형태적 변화를 보이는 세포 괴사의 생리학적

인 형태를 말한다. 즉, bisphosphonate로 처리된 파골세포는 세포질 수축

(cytoplasm in contraction ), chrom atin 응축 (chrom atin con den sation ), 핵의 분열

(nuclear fr agm ent at ion )같은 형태적인 변화를 보이는데, 이러한 파골세포의

apopt osis는 골흡수 능력과 파골세포의 수의 감소와 밀접한 연관성이 있다.

생체내에서 bisphosphonate의 주된 작용기전으로 추측되는 파골세포의

apopt osis는 조골세포에 의하여 매개된다고 알려져 있다.1) Nitr ic ox ide, T GF -β나

F as ligan d같은 매개체들은 다른 세포들에서 apopt osis를 유발한다고 알려져있는

데, 즉, bisph osphonat e가 조골세포에서 이러한 매개체의 분비를 자극함으로써

파골세포의 apoptosis를 일으킨다는 것이다. M asahiko4 0 )등은 bisphosphonate의 골

흡수 억제능력을 형성된 흡수와의 수와 흡수된 총면적에 대한 bisph osphonat e의

농도를 측정, 비교하는 실험에서 10 - 7 , 10 - 8M 정도가 효과적이라고 하였다.
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bisph osphonat e의 일종인 alendron at e는 가장 강력한 골흡수 효과를 가지는데 이

는 파골세포를 억제함으로써 골흡수를 억제하는 동시에 신생골 형성에도 직접적

인 효과가 있음이 밝혀졌다. 즉, Ig arashi4 1 )등은 저농도의 alendron at e는 조골세포

의 기능을 활성화시킨다고 하였으며, T su chim ot o4 2 )등은 10 - 12 - 10 - 7M의 alendron at e

는 10- 100ng/ m l의 1α,25- dihy droxy v it am in D3 존재하에서 조골세포에 의한 신

생골 형성을 증가시킴을 보고하였는데, 10 - 9M의 alen dronat e에서 최대의 효과가

나타난다고 하였다. 또한 Linda 17 )등은 미완성 치근단을 가진 발치한 치아에서

10 - 9M의 alendron at e가 조상아세포를 자극, 상아질 형성을 유도함으로써 치근단부

의 경조직 형성을 촉진시킴을 보고하면서, 실제 임상에서도 근관내에 alendron ate

를 적용시켜 근첨형성술 등에 응용할 수 있을 것이라고 주장하였다.

파골세포의 존재를 확인하는 지표로는 T RAP 염색,8 ) 칼시토닌 수용체의 확

인,4 3 )면역세포학 검사,44 ) 파골세포의 골흡수 능력을 주사전자현미경으로 관찰하는

방법 등이 있다. 본 실험에서 사용된 T RAP염색 반응은 식세포 및 파골세포에 있

는 acid phosphot ase에 대하여 t ar tr at e를 첨가하면, 식세포에서는 acid

ph osphotase가 반응을 못하지만, 파골세포는 계속 반응을 하므로 배양세포중 파골

세포를 확인하는 방법으로 많이 이용되고 있다.8 ,45 ,46 )그리고 파골세포가 아닌 다른

세포, 즉 단핵세포나 활성화된 식세포도 T RAP 양성을 보일 수 있으므로46 ) 파골

세포의 확인은 핵이 두 개 이상인 세포, T RAP 양성반응, 흡수와의 형성능력 등으

로 알 수 있다.

우선, 10- 7 , 10 - 6 , 10 - 5M의 alen dronate를 처치한 실험군에서, 10- 7M 농도에서는

P . g ing ivalis만 첨가한 대조군과 큰 차이가 없었으나, 10 - 5M 에서는 유의할 만한

파골세포의 형성 억제효과가 나타났다. 이는 Vit te등의 실험결과와 일치하는데, 이

들은 alen dronate (10 - 7M )가 조골세포에서 파골세포 억제제(inhibit or )의 합성을 유

도하여 T RAP 양성세포의 형성을 감소시킴을 보고하였다. 이러한 파골세포 억제

제의 본질은 밝혀지지 않았는데, 이러한 T RAP 양성세포의 수가 감소하는 현상이

bisph osphonat e가 파골세포 전구세포의 증식을 억제하기 때문인지, 아니면 세포분

열을 끝낸 파골세포의 전구세포가 T RAP 양성세포로 분화하여 서로 융합되는 것

을 방해하기 때문인지는 확실하지 않다고 하였다.
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본 실험에서는 alen dronat e외에 t aurine을 처치하여 파골세포의 형성에 어떠한

영향을 미치는지 알아보았다. T aurine (2- am in oethanesulfonic acid )은

sulfur - cont aining β- am ino acid로서, 1827년에 발견된 이래 예방의학 분야에서

많은 관심의 대상이 되어왔는데, 뇌, 신경조직, 심장, 망막 (r et in a ), 중성구

(n eutrophils ), 혈소판 (b lood platelet )같이 산화되기 쉬운 세포나 조직에 고농도로

분포하며,2 0 ) 인간을 포함한 포유류의 m ilk에도 포함되어 있다.18 ,4 7 ) 생체내에서

t aurine이 관여하는 가장 널리 알려진 기능은 지방흡수에 필수적인 bile salt의 생

합성이며, 그 외에, calcium flux와 신경조직의 흥분성(neuron al ex citability ) 조절,

삼투조절 (osm oregulat ion ), 해독작용 (det ox ificat ion ), 그리고 세포막의 안정화 같은

중요한 생리적 기능에 관여한다. 특히, t aurine의 세포막 안정효과와 세포를 보호

하는 기능에 관해서는 여러 연구결과가 보고된 바 있는데, Yam auchi48 )등은 동맥

질환을 일으키는 vit am in D 3와 nicot in e을 4일간 처치한 m ice에게 3% t aurine이

포함된 물을 8일간 먹였을 경우, 생존율이 증가하고 대동맥과 심근에서의 칼슘증

가가 감소됨을 보고하였으며, Gordon 49 )등은 0.5% taurin e이 포함된 물을 14일간

전처치한 h am st er를 NO2에 24시간 노출시켰을 경우 taurin e을 처치하지 않은 군

은 심각한 조직손상을 보인 반면, t aurine을 처치한 군에서는 조직손상이 거의 발

견되지 않았음을 보고하였다. 또한, Hay es50 )등은 t aurine이 결핍된 먹이를 먹인 고

양이에서 망막의 이상이 관찰되었음을 보고하였다.

이러한 t aurine의 세포보호 효과는 taurin e이 세포막 투과성의 변화를 방지하고

여러 유해물질을 중화함으로써 일어난다고 보고되고 있다.4 7 ) 즉, t aurine이 am in o

group을 통하여 여러 유해물질과 반응하여 이들을 중화하며, 세포의 손상과 수분

의 이동을 방지함으로써 세포를 보호한다는 것이다. t aurine은 여러 인체조직과 기

관에 의하여 황을 포함하는 아미노산(su lfur - cont ain in g am in o acid )로부터 합성

가능하지만, 유아에서는 비록 다른 동물보다는 덜 민감하나 t aurine의 생합성이 매

우 떨어지는 것으로 나타나,5 1) 1984년부터 미국 F DA (F ood & Dru g

A dm inist r at ion )에서 분유나 우유에 taurin e의 첨가가 허용되게 되었다.

갑작스런 외상으로 치아가 완전 탈구되었을 때, 특별히 고안된 저장매체

(stor age m edia )가 없을 경우, 우유에 치아를 담구어 운반할 것이 예전부터 권장
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되어져 왔다. 이는 우유가 비교적 생리적인 삼투압(osm olality )과 조성을 가지고

있고 타액에 비하여 훨씬 세균 수가 작다는 이유 때문이다. 또한, 대부분의 우유에

t aurine이 함유되어 있음을 상기하여 볼 때, t aurin e이 가지는 외부 자극으로부터

의 세포 보호 효과가 치주인대 세포의 생활력 향상에 일조를 하는 것이 아닌가

추측된다.

M a san ori, Nobu o19 )등은 t aurine (2- aminoethan esulphonic acid )이 골흡수와 파

골세포의 형성에 미치는 효과를 알아본 실험에서 t aurine은 in ter leukin - 1이나

prost aglandin E 2 , LP S같은 염증성 매개체에 의하여 유도되는 파골세포의 분화는

억제하나, 1α,25- dihy droxyv it am in D3에 의하여 유도되는 파골세포의 형성은 억

제하지 못하며, 따라서 t aurine의 파골세포 형성 억제효과는 염증성 골흡수에 대해

서만 선택적으로 나타나는 것이라고 하였다. 또한, t aurine이 골수세포로부터 파골

세포의 분화를 억제한다고 보고하였다.

본실험에서는 t aurine을 500, 1000, 1500㎍/㎖의 세 농도로 하여 처치하였는데,

1500㎍/㎖의 농도에서 유의할 만한 파골세포의 형성 억제효과가 나타났다.

또한, 본 실험에서 사용한 bisph osphonat e와 t aurine의 세포독성을 검증하기 위하

여 MT T검증을 시행하였다. MT T검증은 정상세포의 m it ochon drial

dehy drog enase에 의하여 MT T가 환원, blue form azan 결정이 생성되는 것을 이

용하여 이것의 흡광도를 측정하여 간접적으로 살아있는 세포수를 비교함으로써

세포 독성, 세포 증식 및 세포의 활성화 등을 측정할 수 있는 방법이다. 본 실험에

서는 MT T검증 결과 alen dronate와 t aurin e 모두 P . g ing ivalis 분쇄액만 첨가하고

약제를 처치하지 않은 대조군과 큰 차이가 없어, 각 농도에서 세포독성이 없는 것

으로 관찰되었다.

또한 alen dronat e와 t aurine의 파골세포에 대한 억제효과를 다시 한 번 확인하기

위하여 강력한 골흡수 능력을 가지는 cytokine인 IL - 6와 IL - 1의 농도를 P .

g ing ivalis만 처치한 경우와 두 가지 약제 처치 후에 각각 측정하여 비교해 보았

다. 그 결과, IL - 6의 경우, P . g ing ivalis만 처치한 경우에는 IL - 6의 농도가 크게

증가하였으나, alendron at e와 taurin e에 의해서는 P . g ing ivalis에 의한 IL - 6의 생

성이 억제되지 않는 것으로 나타났으며, IL - 1의 경우에는 pg/ m l의 단위로도 확인
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되지 않을 정도로 극히 미량이 생성되어 측정하기가 용이하지 않았다. 이로 미루

어 볼 때, IL - 6나 IL - 1은 파골세포의 분화 억제 기전과는 관계가 없는 것으로 보

이며, 이들 이외에 P GE 2나 OP G의 생성유도, 혹은 ODF의 발현억제 등과 관련이

있을 것이라고 추측되나, 앞으로 더 연구가 필요하리라 생각된다.

이상의 결과로부터 alendron at e와 t aurine의 파골세포 분화에 대한 억제효과는

치과 임상에서 대치성 치근흡수의 억제에 응용될 수 있으리라 생각된다. 그러나,

앞으로 탈구된 치아를 재식하기 전에 이러한 농도의 용액에 처리하여 조직학적으

로 대치성 치근흡수에 대한 억제효과의 여부를 평가하기 위한 in viv o 실험이 추

가되어야 할 것으로 사료되며, 또한, 재식될 치아의 근관을 r esorv oir로 사용할 경

우, 이들 약제가 상아세관을 통하여 치근표면에 도달될 수 있는 최적의 농도나

carr ier의 개발에 대한 연구도 이루어져야 할 것이다. 이러한 파골세포에 대한 억

제 기전과 영향인자에 대한 평가를 토대로 임상에서 탈구된 치아의 대치성 치근

흡수를 억제할 수 있는 약제나 치료법의 개발이 지속적으로 이루어져야 할 것으

로 생각된다.
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V . 결 론

본 연구에서는 대치성 치근흡수를 일으키는 파골세포에 대한 taurin e과

alendron at e의 억제효과를 알아보고자 하였다. 마우스에서 얻은 조골세포와 골수세

포를 혼합배양하였으며, 여기에 P orp hy rom onas g ing ivalis의 분쇄액을 첨가하여

파골세포의 형성을 유도하였다. 실험군으로는 10 - 7M , 10 - 6M , 10 - 5M 의 alendron ate

와 500, 1000, 1500μg/㎖의 t aurine을 배양시 함께 처치하여 이들 약제가 파골세

포의 형성에 어떠한 영향을 미치는가를 알아보았다. 파골세포의 존재는 T RA P염

색으로 확인하였으며, MT T검정법으로 각 약제의 세포독성을 검사하였다. 또한,

파골세포에 대한 두 약제의 억제효과를 평가하기 위하여 ELISA방법을 사용,

in t er leukin - 6의 농도를 측정하였다. 이상의 실험으로 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. P orp hy rom onas g ing ivalis 분쇄액의 농도가 0.01- 0.1㎍/㎖일 때 파골세포가

유의성 있게 잘 형성되었다. (P < 0.05)

2. Alen dronate는 10 - 5M의 농도에서 P .g ing ivalis (0.01㎍/㎖)에 의한 파골세포의

형성을 억제하였다.

3. T aurine은 1500㎍/㎖의 농도에서 P .g ing ivalis (0.01㎍/㎖)에 의한 파골세포의

형성을 억제하였다.

4 . 세포독성 검사에서 a le ndrona t e와 t aur i ne은 모든 농도에서 마우스 두개골

세포나 골수 세포에 대한 세포독성을 나타내지 않았다 .

5 . P. g i ng iva l is에 의하여 IL- 6의 생성이 유도되었으나 , 파골세포의 분화에

대해 억제효과를 나타내었던 a le ndrona t e (10- 5 M)와 t aur i ne (1500㎍/㎖ )에 의해서

는 P. g i ng iva l is에 의한 IL- 6의 생성이 억제되지 않았다 .

이상의 결과로 Ale ndrona t e (10- 5 M)와 Taur i ne (1500㎍/㎖ )은 파골세포의 분화에

억제효과를 나타냄을 알 수 있으나 , IL- 6의 생성과는 무관한 것으로 밝혀져 두

약제의 작용이 IL- 6의 생성을 감소시킴으로써 파골세포의 분화를 억제하는 것은

아닌 것으로 사료된다 .
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Ab str act

T h e inhib it ory e f fe c t o f T aurin e an d A len dron ate on th e

o s t e oc las t di fferent iation m e di at e d by s onic at e d e x trac t s

of P orp hy rom onas g ing iva l is in v itro .

Ju Hyun P ark D.D.S , M .S .D.

Dept . of Dent ist ry , T he Graduate S ch ool, Yon sei Univ er sity

(Directed by Profes sor S eung - Jon g Lee, D.D.S ., M .S .D., Ph D.)

T he object iv e of th is stu dy w a s to inv est igat e the inhibit ory effect of taurin e

an d alendron at e on th e ost eocla st differ entiat ion . Osteoblast s an d bone m arrow

cells from 1- 2 day old m ou se w ere co- cultured in 10% fetal bov in e serum -

m inim al essent ial m edia (F BS - MEM ). Ost eoclast differ ent iation w as induced by

adding th e sonicat ed ex tr act s of P orp hy rom onas g ing ivalis (P .g ing ivalis ) .

Ost eocla st s w ere identified u sing tart r at e r esist ant acid ph osphota se st aining

(T RAP ). Alendron at e of 10- 7 , 10- 6 , 10- 5M an d t aurine of 500, 1000, 1500㎍/㎖

w ere added respect iv ely . T h e cyt ot ox ic effect s of alendron at e and taurin e

w ere ex am in ed u sing MT T (3- (4,5- dim ethylthiazol - 2- yl- 2,5 - diphenylt et r azo-

lium brom ide ) m ethod. Aft er culturin g w ith the sonicated ex tr act s of P .

g ing ivalis , the am ount s of IL - 6 in the culture supernat ant s w ere m easured an d

compared u sing th e ELISA m eth od. T he result s w ere as follow s :

1. Ost eoclast s w ere differ ent iated at th e con centr at ion of 0.01- 0.1 ㎍/㎖

sonicat ed extr act s of P .g ing ivalis . (P < 0.05)

2. A len dronat e inhibited osteoclast s differ ent iation at the concentr at ion of 10 - 5

M w hen the con centr at ion of sonicat ed extr act s of P .g ing ivalis w as 0.01㎍/㎖.
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3. T aurine inhibited ost eoclast s differ ent iation at the con centr at ion of 1500

㎍/㎖ w h en the concentr at ion of sonicat ed extr act s of P .g ing ivalis w as 0.01

㎍/㎖.

4. In cyt ot ox ic t est (MT T t est ), n o cyt ot oxic effect w as evident in all

concentration s of alendron at e and taurin e.

5. T aurine (10 - 5M ) and alendron at e (1500㎍/㎖) did n ot chang e th e am ount s of

IL - 6 induced by sonicat ed ex tr act s of P . g ing ivalis significant ly .

F rom the ab ov e result s , alen dronat e an d t aurine h ad the inhibitory effect on

the osteoclast differ ent iat ion . But th ere w as n o corr elat ion t o the induct ion of

IL - 6, the effect of alen dronat e an d t aurine does not seem to inhibit th e

different iat ion of ost eoclast by prev ent ing indu ction of IL - 6.

Key w ords : alen dronate, t aurine, P . g ing ivalis , osteoclast , r eplacem ent root

r esorpt ion

- 30 -


	Porphyromonas gingivalis 분쇄액으로 유도된 파골세포의 분화에 미치는 Taurine과 Alendronate의 효과 박주현 2000 연세대학교 대학원 치의학과 박사
	표지
	I. 서 론
	II.연구재료 및 방법
	가. 연구재료
	나. 연구방법
	1. 세균 배양 및 분쇄
	2. 조골세포의 분리
	3. 골수세포의 분리
	4. 파골세포 형성의 유도
	5. TRAP 염색
	6. 세포 독성의 측정
	7. ELISA kit를 이용한 IL-6농도의 측정
	8. 실험자료의 분석


	III. 연구성적
	IV. 총괄 및 고찰
	V. 결론
	Reference
	참고문헌
	영문요약

	LIST
	도표 목차
	Figure 1. TRAP-positive multinuclear cells induced by sonicated extracts of Porphyromonas gingivalis.
	Figure 2. Concentration-dependent stimulation of osteoclast differentiation induced by sonicated extracts of Porphyromonas gingivalis.
	Figure 3. Cytotoxic effect of alendronate on mouse bone marrow and calvaria cells
	Figure 4. Effect of alendronate on the osteoclast differentiation induced by sonicated extracts of Porphyromonas gingivalis.
	Figurs 5. Cytotoxic effect of taurine on mouse bone marrow and calvaria cells.
	Figure 6. Effect of taurine on the osteoclast differentiation induced by sonicated extracts of Porphyromonas gingivalis.
	Figure 7. Effects of alendronate and taurine on induction of IL-6 induced by sonicated extracts of P.gingivalis.



