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Ⅰ. 서 론

골흡수는 다음의 세 가지 과정에 의하여 이루어진다. 첫

번째는 골세포에 의하여 생성되는 collagen 분해효소에 의

한 osteoid의 변성, 두 번째는 전구세포로부터의 새로운 파

골세포의 생성, 그리고 세 번째 과정은 이미 형성되었거나

새로이 생성된 파골세포의 활성화 과정이다1). 파골세포는

hemopoietic precursor cell이 골이 흡수되는 부위에서 여
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The objective of this study was to investigate the inhibitory effect of taurine and alendronate on the

osteoclast differentiation. Osteoblasts and bone marrow cells from 1-2 day old mouse were co-cultured in

10% fetal bovine serum - minimal essential media (FBS-MEM). Osteoclast differentiation was induced by

adding the sonicated extracts of Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis). Osteoclasts were identified using

tartrate resistant acid phosphotase staining (TRAP). Alendronate of 10-7, 10-6, 10-5M and taurine of 500,

1000, 1500μg/ml were added respectively. The cytotoxic effects of alendronate  and taurine were examined

using MTT(3-(4,5-dimethylthiazol -2-yl-2,5 -diphenyltetrazo- lium bromide) method. After culturing with

the sonicated extracts of P. gingivalis, the amounts of IL-6 in the culture supernatants were measured and

compared using the ELISA method. The results were as follows:

1. Osteoclasts were differentiated at the concentration of 0.01�0.1μg/ml sonicated extracts of P.gingivalis.

(P<0.05)

2. Alendronate inhibited osteoclasts differentiation at the concentration of 10-5 M  when the concentration

of sonicated extracts of P.gingivalis was 0.01μg/ml.

3. Taurine inhibited osteoclasts differentiation at the concentration of 1500μg/ml when the concentration

of sonicated extracts of P.gingivalis was 0.01μg/ml. 

4. In cytotoxic test (MTT test), no cytotoxic effect was evident in all concentrations of alendronate and taurine.

5. Taurine(10-5M) and alendronate(1500μg/ml) did not change the amounts of IL-6 induced by sonicated

extracts of P. gingivalis significantly.
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러 호르몬이나 국소적 인자들의 조절하에 분화됨으로써 생

성되는데, 세포의 크기가 크고 대개가 다핵성이며 흡수하는

조직에 따라 파골세포, 파연골세포, 파치세포로 불리우지

만, 비슷한 형태와 작용을 하는 것으로 알려져있다. 현재까

지의 치근흡수 연구에서 파치세포를 따로 분리하지 못하였

으므로 본 연구에서는 대표적으로 파골세포를 사용하였다.

이들은 두가지의 특이한 구조를 가지고 있다. 즉 첫 번째

는 왕성한 골흡수가 일어나는 부위인 변연주름(ruffled

border)이며, 두 번째는 이러한 변연주름을 싸고 있으며,

골표면에 파골세포가 부착하는데 관여하는 투명대(clear

zone)이다.

파골세포의 분화와 조절에 관한 기전은 1988년에 혼합배

양 방법(co-culture system)이 개발됨으로써 일부 밝혀졌

다2,3). 즉, 마우스 두개골로부터 분리된 조골세포와 파골세

포의 전구세포가 존재하는 골수세포를 interleukin-6,

interleukin-2, PTH, PGE2, 1α,25(OH)2 D3같은 골흡수

유도인자(osteotropic factor)의 존재 하에서 같이 혼합배

양하면 파골세포와 비슷한 형태의 많은 다핵성 세포가 형성

되며, 이렇게 형성된 세포는 상아질 시편상에서 수많은 흡

수와를 형성하는 것으로 나타났다4). 이러한 혼합배양에서

골수세포는 파골세포의 기원이 되며, 조골세포는 파골세포

의 분화를 위한 적절한 환경을 제공하는 보조세포로서의 역

할을 한다4). 

부갑상선 호르몬(PTH), 1α,25(OH)2D3, interleukin-1,

interleukin-6 및 PGE2, 미생물 등과 같은 파골세포 분화

조절인자들은 주로 조골세포에 작용하는데, 최근, 조골세포

의 세포막에 존재하는 파골세포의 분화에 필수적인 인자가

밝혀져 파골세포 분화유도인자(ODF;Osteoclast differen-

tiation factor, or OPGL;Osteoprotegerin ligand)라고

명명되었다. 이러한 ODF/OPGL gene은 파골세포 분화 조

절인자들에 의해 활성화되며5), 활성화된 ODF는 조골세포

의 세포막에 부착된 상태로 파골세포의 표면에 존재하는

ODF수용체, 즉 Receptor activator of NF-kB ligand

(RANK)에 결합하여 파골세포 전구세포의 분화를 유도하

는 신호를 전달한다. 그러나, 조골세포와 골수세포의 혼합

배양시, 골흡수 유도인자가 존재하여도 조골세포와 파골세

포의 전구세포가 존재하는 골수나 비장세포가 membrane

filter등에 의하여 분리될 경우에는 파골세포가 형성이 되지

않는것으로 밝혀졌다5). 이러한 결과는 조골세포와 파골세포

전구세포의 세포간 접촉이 파골세포의 형성에 있어서 필수

적임을 암시한다5).

또한, 최근 인간의 섬유아세포로부터 OCIF(Osteocl-

astogenesis-inhibitory factor)가 발견되었는데, OCIF의

cDNA 염기서열 분석결과, 이는 TNF 수용체의 일종으로

알려진 Osteoprotegerin과 동일함이 밝혀졌다. OPG/

OCIF는 조골세포의 세포막에 있는 ODF에 직접 결합함으

로써 ODF에 의해 파골세포 분화를 위한 신호가 파골세포

전구세포로 전달되는 것을 방해한다5).

파골세포는 치주질환에서의 치조골 흡수나 치근흡수를 야

기하는 주된 세포이다. 특히, 치과 임상에서 악안면 외상에

의한 치아의 탈구(avulsion)을 흔히 볼 수 있는데, 대치성

치근 흡수는 치아의 상실을 초래하는 주된 원인이라고 보고

되고 있다. 대치성 치근 흡수는 골성유합(Ankylosis)이라

고도 하며, 흡수되는 치근이 인접골로 대체되면서 원래의

치근과 융합되는 현상이다. Andreasen6)은 치아재식 후 약

85�96%가 점진적인 치근 흡수를 나타낸다고 하였으며,

Heithersay7)는 이러한 대치성 치근흡수로 인해 재식된 치

아의 대부분이 4�6년 내에 소실됨을 보고하였다. 

또한, Chamber 등8)은 초기에 근관치료를 함으로써 재식

치아의 염증성 흡수를 예방할 수 있었지만, 6년의 관찰기간

동안 재식 치아의 100%에서 골성유합을 관찰하였다고 보

고하였다. 대치성 치근 흡수, 혹은 골성 유합이 일어나는 기

전은 아직 확실하게 밝혀지지는 않았으나, 탈구된 치아의

부적절한 저장방법, 혹은 재식까지의 장시간 경과등으로 인

한 치주인대 세포의 생활력 상실이 가장 중요한 이유로 보

고되고 있다6,9). Hammarstrom 등10)은 정상골의 재형성

(remodeling)을 일으키는 것과 같은 방식으로 치근흡수를

일으키는 세포가 자극을 받아 치근이 지속적으로 흡수되어

치조골이 치아경조직과 유합됨을 보고하였다. Tronstad11)

는 이를 파골세포의‘실수(mistake)’로 인한 것이라 하였

는데, 일단 치근을 보호하는 치주인대가 소실되면, 파골세

포가 백악질, 상아질, 골을 구분하지 못하고 모든 경화된 조

직을 흡수하여 새로운 골(osteoid)로 대체하게 된다고 보고

하였다. 현재까지 대치성 치근 흡수를 예방하기 위한 효과

적인 치료방법은 아직 없는 상태이다. 이에 대치성 치근흡

수의 방지를 위한 여러 시도가 이루어져 왔는데, 본 연구에

서는 치근흡수를 야기하는 파골세포의 억제에 초점을 맞추

고자 하였다. 

파골세포의 작용에 영향을 미치는 약제에 대해서는 상당

히 많은 연구가 이루어져 왔는데, 골흡수 작용을 억제할 수

있는 칼시토닌, 불소, bisphosphonate, gallium등 여러 약

제에 대한 연구 보고가 있다. 이 중, bisphosphonate는

pyrophosphonate의 P-O-P 구조가 P-C-P로 대체되어 효

소에 대한 저항성이 증가되는 것으로 알려져 있으며12), 특히

골에 대한 효과가 여러 실험에서 많이 다루어졌는데, 임상

에서는 Paget’s disease나 전이성 골질환(metastatic

bone disease), 악성종양으로 인한 고칼슘혈증 (hypercal-

cemia of malignancy), 골다공증과 같은 골흡수가 증가되

는 대사성 골질환의 치료약제로 널리 사용되고 있다13-15). 또

한, bisphosphonate는 골의 외면에 직접 침착되어 파골세

포의 골 결합능력을 30�40% 감소시킴으로써, 파골세포에

의한 H+이온의 축적과 단백질 합성을 감소시킴이 밝혀졌는
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데, 이는 bisphosphonate가 파골세포의 대사를 크게 억제

함을 암시하는 것이라고 하였다16). 또한 bisphosphonate는

성숙된 파골세포에 영향을 미칠 뿐 아니라, 파골세포의 형

성 자체도 감소시키는 것으로 알려지고 있다16).

본 실험에서 사용한 alendronate(4-amino-1-hydroxy-

butylidenebisphosphonic acid)는 현재 골다공증 치료에

임상적으로 사용되고 있는 bisphosphonate중 가장 강력한

약제로서 특히 골흡수가 선택적으로 일어나는 부위에서 수

산화인회석 결정에 부착되어 골흡수 표면에 선택적으로 결

합되며, 일단 골과 결합되면 장기간 유지되는데, 인체내에

서 제거되기 위한 반감기는 약 10년이라고 알려져 있다17). 

본 실험에서 사용한 또 하나의 약제인 taurine (2-

aminoethanesulphonic acid)은 인간을 포함한 포유류의

milk에 고농도로 함유되어 있는 성분으로서18), 현재 시판되

고 있는 대부분의 우유에 첨가되고 있다. Taurine의 기능

에 대해서는 아직 확실히 밝혀진 바 없으나, 여러 가지 유해

한 자극물질에 대해 세포막을 보호하는 역할을 하는 것으로

추측되고 있으며19,20), Masanori 등19)은 Taurine이 inter-

leukine-1이나 prostaglandin E2등과 같은 염증성 매개체

에 의하여 유도되는 파골세포의 분화를 억제함을 보고하였

다.   

이에 저자는 치근단 감염과 치주질환을 일으키는 세균 중

가장 독성이 강한 것으로 보고된 Porphyromonas gingivalis

의 분쇄액을 파골세포 분화 유도인자로 사용하여, alen-

dronate와 taurine이 파골세포의 분화에 미치는 영향을 혼

합배양 방법(co-culture system)을 통하여 비교, 평가해

보고자 하였다.

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 연구재료

실험동물로는 4주에서 5주사이의 ICR 마우스 수컷을 사

용하였으며, 두개골 세포를 분리하기 위해서 태어난 후 2일

이 경과하지 않은 ICR 마우스를 구입하였다. 실험 전에 물

과 사료를 충분히 주어 자연적인 조건을 부여해 줌으로써

탈수로 인한 비정상적인 반응을 배제하였다. 세포배양배지

로는 Antibiotic and antimycotic sol.이 포함된

Minimum Essential Medium Alpha Medium(α-MEM)

(GIBCO BRL, NY, USA)을, 파골세포의 염색은 TRAP-

staining kit(Sigma, St.Louis, USA)을 사용하였으며, 유

리되는 IL-6의 양은 ELISA kit(Endogen, USA)을 이용

하여 측정하였다. 또한, 두개골세포의 분리시에는 교원분해

효소와 dispase(Wako, Osaka, Japan)를, 세균분쇄액의

단백질량 측정시에는 protein assay kit(Pierce, Illinois,

USA)을 사용하였으며, 파골세포의 분화에 대한 억제효과

를 알아보고자 하는 약제로는 alendronate sodium

(Merck & Co.,Inc.,N.J, USA)과 taurine (Sigma,

St.Louis, USA)을 사용하였다.

2. 연구 방법

1) 세균 배양 및 분쇄

본 실험에 사용된 균주인 Porphyromonas gingivalis는

hemin (5μg/ml)과 menadion (0.5μg/ml)이 함유된 BHI

배지에 1：20으로 접종한 뒤 2일간 혐기적 조건(N2 80%,

H2 10%, CO2 10%)에서 배양하였다. 50ml의 배지에서

일주일간 배양한 배양액을 4℃, 5000×g에서 10분간 원심

분리하여 균체를 얻었다. 균체를 50ml phosphate buffer

saline (PBS)에 현탁한 후 4℃, 5000×g에서 10분간 3회

원심분리하여 세척하였다. 세척한 균주를 1ml PBS에 부유

시킨 후 세포 분쇄기 (Branson model 250 sonifer)를 사

용하여 균질화 하였으며, 세균 분쇄액의 단백질량은 pro-

tein assay kit을 이용하여 측정하였다.

2) 조골세포의 분리

태생 1�2일 경과한 ICR 마우스를 에탄올 용액으로 희생

시킨 후 두개골을 무균적으로 적출하였다. 10개의 마우스

두개골을 10ml의 0.2% 교원분해효소 및 0.1% dispase가

함유된 α-MEM배지에 부유시킨후 37℃에서 10분간 교반

하여 두개골로부터 조골세포를 분리하였다. 이 과정을 3회

반복하여 얻어진 세포 부유액을 2000g에서 5분간 원심분

리하여 마우스 두개골 세포를 분리하였다.

분리한 세포는 10cm 평판세포배양기에 세포수가 2×

106 개가 되도록 분주하여 10% FBS가 함유된 α-MEM배

지에서 배양하였다. 2일 후 파골세포분화능을 확인하는 실

험에 이용하였다.

3) 골수세포의 분리

4�6주 정도 경과한 ICR 마우스의 경골과 대퇴골로부터

연조직을 제거한 후 골말단 부위를 절단하였다. 25 gauge

주사 바늘로 α-MEM 배지를 골수 강내로 주입하여 골수 세

포를 뽑아낸 후 2000×g에서 5분간 원심분리 하였다. 상층

액을 제거한 후 10ml의 적혈구 용해용액 (10mM Tris∙

HCl, 0.83% ammonium chloride)을 첨가하여 5분간 반

응시켜 골수세포로부터 적혈구를 제거하였다.

4) 파골세포의 형성유도

조골세포 및 골수세포를 골수세포 배양배지 (10% 우태아

혈청이 함유된 αMEM) 400μl당 세포수가 각각 1×104 및

1×105개가 되게 부유한 후 48well 세포배양기의 각 well

에 400μl씩 분주하여 3일간 배양하였다. 3일후 배지를 제
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거하고 Porphyromonas gingivalis와 taurine, alen-

dronate가 첨가된 골수세포 배양배지에서 4일간 연속배양

하여 파골세포 형성을 유도하였다. 

5) Tartrate resistant acid phosphatase (TRAP) 염색

파골세포 형성 유도 후 파골세포의 표지 물질인 tartrate

저항성 산성인산분해효소 (tartrate resistant acid phos-

phatase, TRAP)를 다음과 같은 방법으로 염색하여 균 분

쇄액에 의한 파골세포 형성능을 평가하였다.

세포를 고정액 (25ml citrate solution, 65ml acetone,

8ml 37% formaldehyde)으로 처리하여 30초간 고정시킨

후 증류수로 세척하였다. Tartrate-resistant acid phos-

phatase assay kit (Sigma)을 이용하여 제조한 염색액을

고정한 세포에 처리하여 빛이 들어가지 않도록 주의하면서

37℃ water bath에서 1시간 동안 염색하고, 증류수로 세

척한 후 위상차 현미경상에서 핵이 3개 이상인 TRAP 양성

세포의 수를 세어 비교하였다

6) 세포 독성의 측정

파골세포의 억제 효과가 순수한 약제의 효과인지, 아니면

약제의 세포독성으로 인한 것인지를 알아보기 위하여 MTT

test를 시행하였다. MTT (3-[4,5-dimethlthiazol-2-yl-]-

2,5-diphenyltetrazolium bromide) 측정법은 활성이 있

는 마이토콘드리아의 환원효소 (succinate dehydroge-

nase)에 의해 tetrazolium salt가 환원되는 원리를 이용하

여 살아있는 세포를 측정하여 세포의 독성능 또는 세포증식

정도를 알아 보기 위해 사용되는 방법이다. 본 실험에서는

96-well 평판배양기에 마우스 두개골로부터 분리한 조골세

포 및 골수세포를 각각 5×103 및 5×104개를 분주한 뒤,

10% fetal bovine serum (FBS)가 함유된 α-MEM에서

37℃로 배양하였다. 3일 후 배양배지를 제거하고 Taurine

500, 1000, 1500μg/ml, alendronate 10-7, 10-6, 10-5 M

을 처리한 후 아래와 같이 MTT 방법으로 세포의 증식정도

를 측정하였다. 배양이 끝나는 날 세포배양액에 50μl의
MTT (5mg/ml) 시약을 넣은 후 4시간 동안 방치하였다가

반응액을 제거한 뒤, 5μl의 dimethyl sulfoxide (DMSO)

를 첨가하여 세포안에 생성된 formazan 결절을 녹인 뒤

570nm 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.

마우스의 조골세포와 골수세포를 3일간 혼합배양한 후

0.01μg/ml의 P.gingivalis분쇄액(0.01μg/ml)과 alen-

dronate(10-5M) 또는 taurine(1500μg/ml)을 첨가하였

다. 1일 후 상등액을 얻어 ELISA kit을 이용, IL-6의 농도

를 측정하여, P.gingivalis만 처치한 경우와 위의 두가지 약

제 처치 후의 IL-6 농도를 비교하여 보았다.

8) 실험자료의 분석

대조군과 각 실험용액의 농도에 따른 유의차를 비교하기

위하여 One-way ANOVA와 Duncan test로 통계처리 하

였으며, p값 0.05 이하를 통계적으로 유의한 수준으로 판정

하였다.

Ⅲ. 결 과

1. 파골세포의 확인

파골세포의 존재 확인에 사용되는 방법중의 한가지인

TRAP 염색을 실시한 후 위상차현미경으로 관찰한 결과,

TRAP 양성 반응을 보이며 핵을 세 개 이상 가진 붉은 색의

대한치과보존학회지:Vol. 26, No. 4, 2001

288

Fig. 1. Osteoclast differentiation induced by sonicated extracts of P. gingivalis. Mouse bone marrow cells and

calvaria cells were co-cultured  for 3 days. After changing the medium, cells were  treated with sonicated extracts

of P. gingivalis. (0.01μg/ml, B) for an additional 4 days. Non treated cells(A) was used as the negaive control.

After co-culture, cells were fixed and stained for TRAP.  Magnification : ×100.



다핵 거대 세포, 즉 파골세포의 존재를 확인할 수 있었다

(Fig. 1).

2. Porphyromonas gingivalis 분쇄액의 농도에 따른

파골세포의 형성효과

P. gingivalis 분쇄액의 농도가 0.1μg/ml일 때 파골세포가

가장 많이 형성되는 것으로 나타났으나, 이 농도에서는 단

층으로 형성되는 파골세포의 층이 말리는 현상이 나타났다.

0.01μg/ml에서는 세포층이 말리지 않으면서 비교적 많은

파골세포가 형성되었다.   

3. Alendronate의 세포독성 검사

MTT test를 시행하여 alendronate의 세포 독성 정도를

검사하였다. 10-7, 10-6, 10-5M의 alendronate모두 P. gin-

givalis만 첨가한 대조군과 유의차가 없어, 모든 농도에서

세포 독성은 없는 것으로 나타났다.

4. P. gingivalis 분쇄액에 의하여 유도되는 파골세포의

형성에 대한 alendronate의 효과

10-7, 10-6, 10-5M의 alendronate를 처치한 결과 10-5M의

농도에서 P.gingivalis(0.01μg/ml)에 의한 파골세포의 형

성 억제 효과가 나타났다.

5. Taurine의 세포 독성 검사

Taurine의 검증 결과 500, 1000, 1500μg/ml의 세 농도

모두에서 P. gingivalis만 처치한 대조군과 흡광도의 큰 차

이가 없는 것으로 나타났다. 이상의 결과에서 모든 농도의

실험용액에서 세포독성이 없는 것으로 평가되었다.

6. P. gingivalis 분쇄액에 의하여 유도되는 파골세포의

형성에 대한 taurine의 효과

500, 1000, 1500μg/ml의 taurine을 처치한 결과 1500

μg/ml의 농도에서 유의할 만한 파골세포의 형성 억제효과

가 나타났다.
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Fig. 2. Concentration-dependent stimulation of

osteoclast differentiation induced by sonicated extracts

of P. gingivalis. Mouse bone marrow cells and calvaria

cells were co-cultured for 3 days. After changing the

medium, cells were treated with various concentrations

of extracts of P. gingivalis for additional 4 days. Then,

cells were fixed and stained for TRAP. TRAP-positive

cells were counted as  osteoclast. The results were

expressed as means ± SD of four  cultures. *

Significantly different from the non treated group.

(p<0.05)

Fig. 3. Cytotoxic effect of alendronate on mouse bone

marrow and calvaria cells. Bone marrow cells and

calvaria cells were co-cultured for 3 days. After

changing the medium, cells were treated with various

concentrations of alendronate for additional 4 days.

Then, the number of cells were estimated by MTT

assay, and data was represented as optical density at

570nm. 
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Fig. 4. Effect of  alendronate on the osteoclast

differentiation induced by sonicated extracts of P.

gingivalis. Mouse bone marrow cells and calvaria cells

were co-cultured for 3 days. After 3 days, cells were

cultured with extracts of P. gingivalis(0.01μg/ml) in the

presence of various concentrations of  alendronate (10-7

to 10-5 M) for additional 4 days. Then, cells were fixed

and stained for TRAP. TRAP-positive cells counted as

osteoclast.. Results were expressed as the mean ± SD

of six replicate cultures. 

* Significantly different from the non-treated group.

Fig. 5. Cytotoxic effect of taurine on mouse bone

marrow and calvaria cells. Bone marrow cells and

calvaria cells were co-cultured for 3 days. After

changing the medium, cells were treated with various

concentrations of taurine for additional 4 days. Then,

the number of cells were estimated by MTT assay, and

data was represented as optical density at 570nm. 

Fig. 6. Effect of taurine on the osteoclast differentiation

induced by sonicated extracts of P. gingivalis. Mouse

bone marrow cells and calvaria cells were co-cultured

for 3 days. After 3 days, cells were cultured with

sonicated extracts of P. gingivalis(0.01μg/ml) in the

presence of various concentrations of  taurine (500 to

1500μg/ml) for additional 4 days. Then, cells were

fixed and stained for TRAP. TRAP-positive cells

counted as osteoclast. Results were expressed as the

mean ± SD of six replicate cultures. 

* Significantly different from the non-treated group.

Fig. 7. Effects of alendronate and taurine on induction

of IL-6 induced by extracts of P. gingivalis. Mouse bone

marrow cells and calvaria cells were co-cultured for 3

days. After 3 days, cells were cultured with extracts of

P. gingivalis(0.01μg/ml) in the presence or absence of

alendronate(10-5M) and taurine(1500μg/ml) for

additional 1 day. The conditioned media were assessd

for the production of IL-6 ELISA kit. Results were the

mean ± SD of four replicate cultures.



7. ELISA Kit을 이용한 IL-6의 농도측정

P.gingivalis의 분쇄액만 첨가한 경우와 alendronate

(10-5M), taurine(1500μg/ml)을 첨가한 후의 IL-6의 농

도를 각각 측정하여 비교해 보았다. 그 결과, P. gingivalis

에 의하여 IL-6의 생성이 유도되었으나, 파골세포 분화의

억제에 효과가 있었던 alendronate(10-5M)와 tau-

rine(1500μg/ml)에 의해서는 P. gingivalis에 의한 IL-6의

생성이 억제되지 않는 것으로 나타났다.

Ⅳ. 총괄 및 고안

치아탈구 후의 대치성 치근 흡수는 외상 후의 치아 상실을

야기하는 주된 원인으로서, 이를 예방하기 위한 여러 가지

시도가 오랜동안 이루어져 왔다. 즉, 괴사된 치주인대를 생

체친화성이 있는 재료로 대체하거나, 재식될 치아의 치근표

면을 여러 가지 약제에 담그거나 처치하여 치근흡수에 대한

저항력을 증진시키는 방법 등이다. 본 실험에서는 치근과

치조골 흡수를 야기하는 주된 세포인 파골세포를 억제하는

데 초점을 맞추었다.

파골세포는 크게 3가지의 형태학적인 특징을 가진다. 첫

번째는 다핵세포라는 것, 두 번째는 경조직 흡수가 활발히

일어나는 부분으로 세포막의 수많은 주름으로 이루어져 있

는 변연주름(ruffled border), 그리고 세 번째는 그 주위를

둘러싸고 있는 투명대(clear zone)가 있다는 것이다 변연주

름은 흡수와를 산성화하여 경조직의 수산화인회석 결정을

용해시키고, 산 및 분해효소를 분비하여 남아있는 유기물질

을 분해시키는 조건을 만들어준다12,21). 또한, 파골세포는 투

명대에 의하여 경조직에 부착되며, 변연주름 하방의 특수한

미세환경을 격리시킴으로써, 흡수를 효율적으로 수행함과

동시에 주위의 다른 세포를 보호할 수 있다22).

파골세포는 외상 후의 치근흡수 뿐 아니라, 치주질환이나

치수질환으로 인한 치조골 파괴에서도 주된 역할을 한다.

Actinomyces actinomycetemcomitans에서는 세균 세포벽 내,

또는 세포벽 외에 존재하는 lipopolysaccaride 및 다당체,

그리고 세포막에 존재하는 chaperon이라고 불리는 일종의

heat shock protein이 파골세포의 분화를 유도하는 것으로

알려져 있다23).

본 실험에서 파골세포의 분화를 유도하기 위하여 사용된

Porphyromonas gingivalis는 치주질환과 관련된 치조골 파

괴뿐 아니라, Black Pigmented Bacteroides중 가장 독성

이 높은 세균으로서 동통과 관련있는 감염근관, 치근단 감

염과 연관된 광범위한 치조골 손실과 관련이 있으며,

Porphyromonas endodontalis와 함께 치수가 괴사된 근관

의 급성 감염을 야기한다24). Porphyromonas gingivalis의

파골세포에 대한 효과는 lipopolysaccaride25-27) 및 세포막

에 존재하는 단백물질28), 이 외에 세균의 부착에 관여하는

섬모(fimbriae)29)가 관여하는 것으로 보고되었다. 즉, 이들

이 조골세포를 자극하여 interleukin-1의 생성을 유도하며,

interleukin-1은 그 자체로도 골흡수를 크게 자극하지만,

여러 세포에서 interleukin-6의 생성도 유도함으로써 파골

세포의 형성을 촉진하는 것으로 알려지고 있다.

파골세포의 형성능은 균주의 농도가 0.1μg/ml)에서 가장

크게 나타났으나, 단층으로 형성되는 세포의 층이 말리는

경향이 있어, 세포층이 말리지 않으면서 비교적 파골세포가

많이 형성되는 0.01μg/ml)를 P. gingivalis의 농도로 결정

하여 실험에 사용하였다.

본 실험에서 파골세포에 대한 억제 효과를 알아보기 위하

여 사용된 alendronate는 nitrogen이 첨가된 강력한 골흡

수 억제제로서, Paget’s disease나 악성종양에 의한 고칼

슘혈증(hypercalcemia of malignancy), 또는 골다공증과

같은 골과 칼슘대사에서 일어나는 질병을 치료하는 bis-

phosphonate 계열의 약제로 사용되어져 왔다13-15,30).

Bisphosphonate는 동맥, 신장, 피부, 심장, 또는 구강 내

에서까지도 연조직의 석회화를 억제할 수 있으며, 뇨결석이

나 치석 생성을 억제하는 것으로 보고되고 있다31). 또한,

Weinreb등32)은 P. gingivalis를 투여한 원숭이의 치주질환

모델에서 0.5mg/kg의 alendronate를 Ⅳ로 주입한 결과

치조골의 파괴가 감소되었음을 보고하였다. Paul 등33)은

HEBP(1-Hydroxyethylidene-1, 1-bisphosphonate)가

치근흡수를 완전히 방지하지는 못하나 치근흡수를 지연시

킴을 보고하였는데, 이는 HEBP가 파골세포의 골흡수 능력

을 억제하기 때문이라고 하였다. 또한, Leonard34)에 의하

면 쥐에서 bisphosphonate가 치주조직의 파괴를 예방할

수 있었음을 보고하였으나, Schaff 등35)은 치주질환이 이환

된 쥐에서 HEBP나 식염수를 피하 주사한 경우 치조골 흡

수의 억제 효과 비교에서 유의차가 없었으며, 6개월 후에

골성유합도 생겼다고 보고하였다. 그러나, 유사한 실험에서

Gotcher와 Jee36)는 실험동물에서 골흡수를 확실히 지연시

킬 수 있었고 골성유합도 관찰할 수 없었다고 하였다. 

또한 백37)은 bisphosphonate 계열의 약제인 etidronate

sodium이 10-5, 10-4M의 농도에서 상아질 흡수 억제효과를

나타낸다고 보고하였다. 

이러한 bisphosphonate의 주된 약리학적인 효과는 파골

세포의 흡수능력을 억제하는데 있음이 여러 연구에서 밝혀

졌다25,27,38). 모든 bisphosphonate는 P-C-P 구조로 인하여

수산화인회석(hydroxyapatite)에 결합하여 골격에 대한

선택적인 작용을 한다24). bisphosphonate가 파골세포에 미

치는 효과는 다양하며, 아직 확실히 밝혀지지는 않았으나,

다음에 설명되는 여러 가지 기전에 의할 것으로 추측되고

있다. 즉, bisphosphonate가 전구세포로부터 파골세포의

분화를 억제시키거나, 골흡수와 골형성이 왕성히 일어나는

Porphyromonas gingivalis 분쇄액으로 유도된 파골세포의 분화에 미치는 Taurine과 Alendronate의 효과
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부위에 작용, 성숙된 파골세포에 유해한 작용을 함으로써

파골세포의 수를 감소시키거나13), 파골세포의 세포골격의

변화, 변연주름(ruffled border)의 소실을 야기한다는 것

등이다. Carano 등16)은 bisphosphonate가 파골세포와 골

이 결합하는 능력을 30�40%까지 감소시키고, 파골세포에

의한 H+ 이온 축적과 단백질 합성을 감소시킨다고 하였으

며, 이는 bisphosphonate가 파골세포의 대사를 강력히 억

제함을 암시하는 것이라고 하였다. 그러나, 어떠한 기전이

정확한 것인지는 아직까지 명확하게 밝혀지지 않고 있다.

최근에는 파골세포의 apoptosis가 bisphosphonste의 작

용기전임이 강력히 주장되고 있는데39), apoptosis란, 뚜렷

한 형태적 변화를 보이는 세포 괴사의 생리학적인 형태를

말한다. 즉, bisphosphonate로 처리된 파골세포는 세포질

수축(cytoplasmin contraction), chromatin 응축(chro-

matin condensation), 핵의 분열(nuclear fragmenta-

tion)같은 형태적인 변화를 보이는데, 이러한 파골세포의

apoptosis는 골흡수 능력과 파골세포의 수의 감소와 밀접

한 연관성이 있다.

생체내에서 bisphosphonate의 주된 작용기전으로 추측

되는 파골세포의 apoptosis는 조골세포에 의하여 매개된다

고 알려져 있다1). Nitric oxide, TGF-β나 Fas ligand같은

매개체들은 다른 세포들에서 apoptosis를 유발한다고 알려

져있는데, 즉, bisphosphonate가 조골세포에서 이러한 매

개체의 분비를 자극함으로써 파골세포의 apoptosis를 일으

킨다는 것이다. 

Masahiko등40)은 bisphosphonate의 골흡수 억제능력을

형성된 흡수와의 수와 흡수된 총면적에 대한 bisphospho-

nate의 농도를 측정, 비교하는 실험에서 10-7, 10-8M 정도

가 효과적이라고 하였다. bisphosphonate의 일종인 alen-

dronate는 가장 강력한 골흡수 효과를 가지는데 이는 파골

세포를 억제함으로써 골흡수를 억제하는 동시에 신생골 형

성에도 직접적인 효과가 있음이 밝혀졌다. 즉, Igarashi

등41)은 저농도의 alendronate는 조골세포의 기능을 활성화

시킨다고 하였으며, Tsuchimoto 등42)은 10-12�10-7M의

alendronate는 10�100ng/ml의 1α,25-dihydroxy vita-

min D3 존재하에서 조골세포에 의한 신생골 형성을 증가시

킴을 보고하였는데, 10-9M의 alendronate에서 최대의 효

과가 나타난다고 하였다. 또한 Linda등17)은 미완성 치근단

을 가진 발치한 치아에서 10-9M의 alendronate가 조상아

세포를 자극, 상아질 형성을 유도함으로써 치근단부의 경조

직 형성을 촉진시킴을 보고하면서, 실제 임상에서도 근관내

에 alendronate를 적용시켜 근첨형성술 등에 응용할 수 있

을 것이라고 주장하였다.

파골세포의 존재를 확인하는 지표로는 TRAP 염색8), 칼

시토닌 수용체의 확인43), 면역세포학 검사44), 파골세포의 골

흡수 능력을 주사전자현미경으로 관찰하는 방법 등이 있다.

본 실험에서 사용된 TRAP염색 반응은 식세포 및 파골세포

에 있는 acid phosphotase에 대하여 tartrate를 첨가하면,

식세포에서는 acid phosphotase가 반응을 못하지만, 파골

세포는 계속 반응을 하므로 배양세포중 파골세포를 확인하

는 방법으로 많이 이용되고 있다8,45,46). 그리고 파골세포가

아닌 다른 세포, 즉 단핵세포나 활성화된 식세포도 TRAP

양성을 보일 수 있으므로46) 파골세포의 확인은 핵이 두 개

이상인 세포, TRAP 양성반응, 흡수와의 형성능력 등으로

알 수 있다.

우선, 10-7, 10-6, 10-5M의 alendronate를 처치한 실험군

에서, 10-7M 농도에서는 P. gingivalis만 첨가한 대조군과

큰 차이가 없었으나, 10-5M 에서는 유의할 만한 파골세포의

형성 억제효과가 나타났다. 

이는 Vitte 등의 실험결과와 일치하는데, 이들은 alen-

dronate(10-7M)가 조골세포에서 파골세포 억제제

(inhibitor)의 합성을 유도하여 TRAP 양성세포의 형성을

감소시킴을 보고하였다. 이러한 파골세포 억제제의 본질은

밝혀지지 않았는데, 이러한 TRAP 양성세포의 수가 감소하

는 현상이 bisphosphonate가 파골세포 전구세포의 증식을

억제하기 때문인지, 아니면 세포분열을 끝낸 파골세포의 전

구세포가 TRAP 양성세포로 분화하여 서로 융합되는 것을

방해하기 때문인지는 확실하지 않다고 하였다. 

본 실험에서는 alendronate외에 taurine을 처치하여 파

골세포의 형성에 어떠한 영향을 미치는지 알아보았다.

Taurine(2-aminoethanesulfonic acid)은 sulfur-con-

taining β-amino acid로서, 1827년에 발견된 이래 예방의

학 분야에서 많은 관심의 대상이 되어왔는데, 뇌, 신경조직,

심장, 망막(retina), 중성구(neutrophils), 혈소판(blood

platelet)같이 산화되기 쉬운 세포나 조직에 고농도로 분포

하며20), 인간을 포함한 포유류의 milk에도 포함되어 있다
18,47). 생체내에서 taurine이 관여하는 가장 널리 알려진 기

능은 지방흡수에 필수적인 bile salt의 생합성이며, 그 외

에, calcium flux와 신경조직의 흥분성(neuronal

excitability) 조절, 삼투조절(osmoregulation), 해독작용

(detoxification), 그리고 세포막의 안정화 같은 중요한 생

리적 기능에 관여한다. 특히, taurine의 세포막 안정효과와

세포를 보호하는 기능에 관해서는 여러 연구결과가 보고된

바 있는데, Yamauchi 등48)은 동맥질환을 일으키는 vita-

min D3와 nicotine을 4일간 처치한 mice에게 3% taurine

이 포함된 물을 8일간 먹였을 경우, 생존율이 증가하고 대

동맥과 심근에서의 칼슘증가가 감소됨을 보고하였으며,

Gordon등49)은 0.5% taurine이 포함된 물을 14일간 전처

치한 hamster를 NO2에 24시간 노출시켰을 경우 taurine

을 처치하지 않은 군은 심각한 조직손상을 보인 반면, tau-

rine을 처치한 군에서는 조직손상이 거의 발견되지 않았음

을 보고하였다. 또한, Hayes등50)은 taurine이 결핍된 먹이
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를 먹인 고양이에서 망막의 이상이 관찰되었음을 보고하였

다.

이러한 taurine의 세포보호 효과는 taurine이 세포막 투

과성의 변화를 방지하고 여러 유해물질을 중화함으로써 일

어난다고 보고되고 있다47). 즉, taurine이 amino group을

통하여 여러 유해물질과 반응하여 이들을 중화하며, 세포의

손상과 수분의 이동을 방지함으로써 세포를 보호한다는 것

이다. taurine은 여러 인체조직과 기관에 의하여 황을 포함

하는 아미노산(sulfur-containing amino acid)로부터 합

성 가능하지만, 유아에서는 비록 다른 동물보다는 덜 민감

하나 taurine의 생합성이 매우 떨어지는 것으로 나타나51),

1984년부터 미국 FDA(Food & Drug Administration)

에서 분유나 우유에 taurine의 첨가가 허용되게 되었다.

갑작스런 외상으로 치아가 완전 탈구되었을 때, 특별히 고

안된 저장매체(storage media)가 없을 경우, 우유에 치아

를 담구어 운반할 것이 예전부터 권장되어져 왔다. 이는 우

유가 비교적 생리적인 삼투압(osmolality)과 조성을 가지

고 있고 타액에 비하여 훨씬 세균 수가 작다는 이유 때문이

다. 또한, 대부분의 우유에 taurine이 함유되어 있음을 상

기하여 볼 때, taurine이 가지는 외부 자극으로부터의 세포

보호 효과가 치주인대 세포의 생활력 향상에 일조를 하는

것이 아닌가 추측된다. 

Masanori, Nobuo 등19)은 taurine(2-aminoethanesul-

phonic acid)이 골흡수와 파골세포의 형성에 미치는 효과

를 알아본 실험에서 taurine은 interleukin-1이나

prostaglandin E2, LPS같은 염증성 매개체에 의하여 유도

되는 파골세포의 분화는 억제하나, 1α, 25-dihydroxyvita-

min D3에 의하여 유도되는 파골세포의 형성은 억제하지 못

하며, 따라서 taurine의 파골세포 형성 억제효과는 염증성

골흡수에 대해서만 선택적으로 나타나는 것이라고 하였다.

또한, taurine이 골수세포로부터 파골세포의 분화를 억제

한다고 보고하였다.

본 실험에서는 taurine을 500, 1000, 1500μg/ml의 세

농도로 하여 처치하였는데, 1500μg/ml의 농도에서 유의할

만한 파골세포의 형성 억제효과가 나타났다.  

또한, 본 실험에서 사용한 bisphosphonate와 taurine의

세포독성을 검증하기 위하여 MTT검증을 시행하였다.

MTT검증은 정상세포의 mitochondrial dehydrogenase에

의하여 MTT가 환원, blue formazan 결정이 생성되는 것

을 이용하여 이것의 흡광도를 측정하여 간접적으로 살아있

는 세포수를 비교함으로써 세포 독성, 세포 증식 및 세포의

활성화 등을 측정할 수 있는 방법이다. 본 실험에서는 MTT

검증 결과 alendronate와 taurine 모두 P. gingivalis 분쇄

액만 첨가하고 약제를 처치하지 않은 대조군과 큰 차이가

없어, 각 농도에서 세포독성이 없는 것으로 관찰되었다. 

또한 alendronate와 taurine의 파골세포에 대한 억제효

과를 다시 한 번 확인하기 위하여 강력한 골흡수 능력을 가

지는 cytokine인 IL-6와 IL-1의 농도를 P. gingivalis만 처

치한 경우와 두 가지 약제 처치 후에 각각 측정하여 비교해

보았다. 그 결과, IL-6의 경우, P. gingivalis만 처치한 경우

에는 IL-6의 농도가 크게 증가하였으나, alendronate와

taurine에 의해서는 P. gingivalis에 의한 IL-6의 생성이 억

제되지 않는 것으로 나타났으며, IL-1의 경우에는 pg/ml의

단위로도 확인되지 않을 정도로 극히 미량이 생성되어 측정

하기가 용이하지 않았다. 이로 미루어 볼 때, IL-6나 IL-1

은 파골세포의 분화 억제 기전과는 관계가 없는 것으로 보

이며, 이들 이외에 PGE2나 OPG의 생성유도, 혹은 ODF의

발현억제 등과 관련이 있을 것이라고 추측되나,  앞으로 더

연구가 필요하리라 생각된다. 

이상의 결과로부터 alendronate와 taurine의 파골세포

분화에 대한 억제효과는 치과 임상에서 대치성 치근흡수의

억제에 응용될 수 있으리라 생각된다. 그러나, 앞으로 탈구

된 치아를 재식하기 전에 이러한 농도의 용액에 처리하여

조직학적으로 대치성 치근흡수에 대한 억제효과의 여부를

평가하기 위한 in vivo 실험이 추가되어야 할 것으로 사료

되며, 또한, 재식될 치아의 근관을 resorvoir로 사용할 경

우, 이들 약제가 상아세관을 통하여 치근표면에 도달될 수

있는 최적의 농도나 carrier의 개발에 대한 연구도 이루어

져야 할 것이다. 이러한 파골세포에 대한 억제 기전과 영향

인자에 대한 평가를 토대로 임상에서 탈구된 치아의 대치성

치근흡수를 억제할 수 있는 약제나 치료법의 개발이 지속적

으로 이루어져야 할 것으로 생각된다.

Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 대치성 치근흡수를 일으키는 파골세포에

대한 taurine과 alendronate의 억제효과를 알아보고자 하

였다. 마우스에서 얻은 조골세포와 골수세포를 혼합배양하

였으며, 여기에 Porphyromonas gingivalis의 분쇄액을 첨

가하여 파골세포의 형성을 유도하였다. 실험군으로는 10-7

M, 10-6M, 10-5M 의 alendronate와 500, 1000, 1500

μg/ml의 taurine을 배양시 함께 처치하여 이들 약제가 파

골세포의 형성에 어떠한 영향을 미치는가를 알아보았다. 파

골세포의 존재는 TRAP염색으로 확인하였으며, MTT검정

법으로 각 약제의 세포독성을 검사하였다. 또한, 파골세포

에 대한 두 약제의 억제효과를 평가하기 위하여 ELISA방

법을 사용, interleukin-6의 농도를 측정하였다. 이상의 실

험으로 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. Porphyromonas gingivalis 분쇄액의 농도가 0.01�0.1

μg/ml일 때 파골세포가 유의성 있게 잘 형성되었다.

(P<0.05)

2. Alendronate는 10-5M의 농도에서 P.gingivalis (0.01
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μg/ml)에 의한 파골세포의 형성을 억제하였다.

3. Taurine은 1500μg/ml의 농도에서 P.gingivalis (0.01

μg/ml)에 의한 파골세포의 형성을 억제하였다.

4. 세포독성 검사에서 alendronate와 taurine은 모든 농도

에서 마우스 두개골 세포나 골수 세포에 대한 세포독성

을 나타내지 않았다.

5. P. gingivalis에 의하여 IL-6의 생성이 유도되었으나, 파

골세포의 분화에 대해 억제효과를 나타내었던 alen-

dronate(10-5M)와 taurine(1500μg/ml)에 의해서는 P.

gingivalis에 의한 IL-6의 생성이 억제되지 않았다.

이상의 결과로 Alendronate(10-5M)와 Taurine(1500

μg/ml)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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