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It has been documented that SPA0355 exerts anti-

inflammatory effects via the inhibition of nuclear factor-

kappaB activation. In present study, we investigated the

inhibitory effects of SPA0355 on periodontitis in an animal

model. Periodontitis was induced by ligation of the cervix of

the 1st molar in the left mandible in rats. After ligature, the

rats were randomly divided into four groups and topically

applied with SPA0355 (0.5, 1, and 2%) or the vehicle alone

once daily for 10 days. Body weight and food intake were

measured daily throughout the experimental period. At

day 10 post-ligature, the infiltration of inflammatory cells

and distance of the cementoenamel junction (CEJ) to the

alveolar bone crest (ABC) in the distal area of ligatured

tooth were estimated histopathologically. No changes in

body weight or food intake were found between the control

and SPA0355 groups. The degree of inflammation was

decreased in all three SPA0355 application groups. A

decrease CEJ-ABC distance was observed in the 0.5% and

1% SPA0355 groups. These results indicate that SPA0355

inhibits the infiltration of inflammatory cells and alveolar

bone resorption and suggests its potential as a therapeutic

agent for periodontitis.
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서  론

치주조직은 상피세포, 치은섬유세포, 치주인대세포 및 치

조골로 이루어져 있으며, 치아를 지지하는 중요한 구조물

이다. 치주염은 치태내 존재하는 세균이 원인이 되어 발

생하며, 주변 치주조직의 세포 반응을 자극하여 치은 조

직의 파괴와 치조골의 흡수까지 유발하게 된다[1-3]. 2010

년 보건복지부에서 발표한 구강검진 통계자료[4]에 따르

면75세 이상에서 치주염 발생율이 20대(발생율 2.5%) 에

비해 50배 이상 증가하는 것으로 나타나 고령화가 진행

되고 있는 현대사회에서 치주염 예방의 중요성이 강조되

고 있다. 

치주염을 유발하는 원인균으로는 그람 음성인 Porphy-

romonas gingivalis, Tannerella forsythus, Aggregatibacter

actinomycetemcomitans 및 Treponema 등이 있다[5]. 이

들 세균이 생성하는 내독소, 외독소 및 효소의 직접적인

작용뿐만 아니라 이들에 의하여 생성되는 interleukin(IL)-

1, IL-8 및 tumor necrosis factor α(TNFα)와 같은 염증

유도 싸이토카인들이 치주조직에서의 염증 유발과 파골세

포의 형성을 유도하기 때문에[6], 치주염의 병인기전에 있

어 이들의 중요성이 강조되어 왔다[7,8]. 따라서 치주염

치료제 및 예방제 및 치조골 흡수 억제 효과를 나타내는
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약제 개발에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있다[9-13].

Nuclear factor-kappaB(NF-κB)는 전사인자로 NF-κB1

(p50), NF-κB2(p52), p65(RelA), RelB과 c-Rel의 5가지

종류가 있으며 이들은 homo 또는 heterodimers 형태로

세포질내에 존재한다[14]. NF-κB 활성과 치주염과의 관

련성을 제시하는 연구논문들이 다수 보고되어 왔는데, Sugita

등은 P. gingivalis의 내독소를 호중구에 처리하였을 때

NF-κB의 매개에 의해 IL-8의 발현이 증가한다고 보고하

였다[15]. 또 다른 연구에서는 치주질환의 조직내에 다량

함유되어 있는 그람 음성 세균의 내독소, IL-1 및 TNF

에 의해 NF-κB 의 활성화가 유도되는 것으로 보고되었

다[16]. 또한 치주염 환자의 치주조직에서의 NF-κB(p50/

p65)의 발현이 건강한 치주조직과 비교하여 증가하는 것

이 확인되었다[17]. 

SPA0355는 thiourea analogue 계의 합성 화합물로, 내독

소로 자극한 대식세포주 Raw264.7에서 NF-κB 억제제로

작용함이 밝혀진 물질이다[18]. 최근에는 SPA0355가 관절

염을 유발한 동물모델에서 NF-κB 경로를 차단하여 염증

반응과 조직 파괴를 감소시키는 결과도 보고되었다[19]. 따

라서 본 연구에서는 NF-κB 억제능을 가진 SPA0355가 치

실을 묶어 치주염을 유발한 동물모델에서 치주조직의 염

증반응 및 치조골 흡수를 억제하는 효과를 나타내는지 평

가하였다. 

재료 및 방법

SPA0355 합성

SPA0355의 합성은 기존에 보고된 방법을 통하여 합성

하였다[18]. 페녹사진을 염기 조건 하에 N-hydroxyeth-

ylation시킨 후 생성된 알코올 화합물을 mesylate로 전환

하였다. p-nitrophenol을 얻어진 mesylate 화합물과 염기

조건 하에서 알킬화시켜 나이트로 화합물을 얻고, 이를

아민으로 환원시켰다. 얻어진 아민 화합물을 methyl isothio-

cyanate와 반응시킨 후 컬럼 크로마토그래피를 통해 정

제하여 연노랑색 고체의 최종화합물 SPA0355를 합성하

였다(Fig. 1A). SPA0355의 구조와 순도는 
1
H NMR, 

13
C

NMR, FT-IR, HRMS을 통해 확인하였으며, 분석 스펙트

럼의 결과는 다음과 같다. IR(neat, cm-1) 3387, 3211,

1540, 1508, 1490, 1464, 1376, 1273, 1042; 
1
H NMR

(400 MHz, CDCl3) d 7.78(brs, 1H), 7.07(d, 2H, J =

8.8 Hz), 6.85(d, 2H, J = 8.8 Hz), 6.76(td, 2H, J = 7.6, 1.6

Hz), 6.64(td, 2H, J = 7.6, 1.6 Hz), 6.59-6.00(m, 4H),

5.83(br s, 1H), 4.17(t, 2H, J = 6.4 Hz), 3.94(t, 2H, J =

6.4Hz), 3.06(s, 3H); 
13
C NMR(100MHz, CDCl3) d 182.3,

158.0, 145.0, 133.2, 129.2, 128.1, 123.8, 121.6, 116.1,

115.8, 111.9, 64.3, 44.0, 32.3; MS(FAB) m/z 392.14

[M+H]
+
; HRMS(FAB) Calculated for C22H22N3O2S

[M+H]
+
 392.1433, Found 392.1400. 

쥐에서 치주염 유발 및 SPA0355 적용

6주령 숫컷 쥐(오리엔트바이오, 성남)를 도입하여 일주

일동안 순화과정을 거쳤다. 동물은 사료와 음수를 자유롭

게 급이하였고, 온도(22
o
C) 와 빛(12시간 주기)이 조절되

는 공간에서 사육하였다. 순화과정을 거친 후, 모든 쥐에

서 치주염을 유발하였다. 졸레틴과 케타민을 1:2 비율 (1.5

µl/체중 1 g)로 섞어 복강내 주사하여 마취를 유도하였다.

왼쪽 하악의 첫번째 대구치 치경부 주위를 치실(Oral-B,

Ireland)로 둘렀고, 매듭은 첫번째 대구치의 앞쪽으로 위

치하도록 결찰하였다[11]. 치주염을 유발한 쥐는 vehicle

(40% transcutol, 40% PBS 및 20% DMSO)만을 적용

하는 대조군 및 0.5%, 1%, 2% SPA0355 적용군, 4군

으로 나누어 사육하였다(각 군당 6마리씩). 첫번째 대구

치의 치은조직 주변에 SPA0355용액이 잘 흡수될 수 있

도록, 각 군에 따라 vehicle 또는 농도별 SPA0355를 매

일 1회 치은열구 주변에 적용하였다. SPA0355가 치주조

직에 대해 영향을 미치는지 평가하기 위해 치주염을 유

발하지 않은 오른쪽 하악 첫번째 대구치에도 vehicle 또

Fig. 1. The chemical structure of SPA0355 (A). Changes of body weight in rats with ligature-induced periodontitis during experimental
period (6 animals per each group). (B). Data are presented as the mean ± S.D.
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는 농도별 SPA0355를 매일 같은 방법으로 적용하였다.

치주염을 유발한 날부터 국소 적용하여 10일째에 모든

쥐는 희생하였다. 실험기간동안 매일 쥐의 체중과 사료소

비량을 측정하였다. 사료소비량은 전날 공급한 사료의 무

게에서 다음날 남아있는 사료의 무게를 측정하여 뺀 값

으로 계산하였다. 모든 동물실험은 연세대학교 실험동물

윤리위원회의 승인(2011-0265)을 받고, 정한 절차에 따라

진행하였다. 

병리조직학적 평가

희생한 쥐의 양쪽 하악을 적출하였고 10% 중성 포르

말린에서 2일간 고정한 다음 10% EDTA 용액에서 2달

동안 탈회하였다. 탈회가 끝난 하악을 파라핀에 포매한

후 4 µm 두께로 잘라 조직 절편을 제작하였다. 첫번째

대구치의 근심과 원심 치근의 치수가 가장 잘 보이는 절

편을 선택하여 Hematoxylin-Eosin 염색을 실시하였다. 염

증세포 침윤 정도를 파악하기 위해 첫번째 대구치의 원심

접합상피 하방부위를 200배 배율에서 광학현미경상에서

관찰하였고, 치조골 흡수 평가를 위해 치실을 묶은 첫번

째 대구치의 원심부위을 선택하여 100배 배율에서 조직사

진을 찍은 뒤 cementoenamel junction(CEJ)에서 alveolar

bone crest(ABC)까지의 거리를 이미지 프로그램(Image Pro
®

plus, Media Cybernetics, USA) 을 통해 측정하였다. 

통계학적 평가

SPSS 12.0 statistical package program(SPSS Inc. Chi-

cago, IL, USA)을 모든 통계평가에 사용하였고, unpaired

t-test로 군간의 통계학적 차이를 평가하였다. P 값이 0.05

이하일 때 통계학적 유의차가 나는 것으로 간주하였다.

결  과

SPA0355 적용에 의한 육안적 변화 관찰 

SPA0355의 국소적 도포가 실험동물의 육안적 변화에

영향을 주는지 평가하기 위해 실험기간동안 매일 쥐의 체

중과 사료소비량을 측정하였다. 왼쪽 첫번째 대구치를 묶

고 SPA0355의 국소적 도포를 실시하는 10일 동안 vehicle

적용 대조군과 각 농도에 따른 SPA0355 적용군, 4군 모

두 체중 및 체중 증가율의 차이는 거의 없었다(Fig. 1B).

사료소비량 또한 4군 사이의 유의적인 변화는 관찰되지

않았다(결과 제시하지 않음). 

SPA0355가 염증세포 침윤에 미치는 영향 

SPA0355가 치주염의 염증세포 침윤에 미치는 영향을

평가하기 위해 첫번째 대구치의 원심 상피세포 하방부위

을 선택하여 관찰하였다(Fig. 2). Vehicle 적용 대조군은

Fig. 2. Infiltration of inflammatory cells in distal area of ligatured first molar in rats. After ligation of first molar, SPA0355 was locally applied
every day. At day 10, rats were sacrificed and infiltration of inflammatory cells in distal area of first molar under junctional epithelium was
observed (magnification × 200).
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치주염을 유발한 왼쪽 첫번째 대구치 상피세포 하방부위

에서 호중구를 비롯한 대식구, 림프구 등의 염증세포 침

윤이 뚜렷하게 관찰되었으나 0.5%, 1%, 2% SPA0355 적

용군들의 염증세포 침윤정도는 대조군에 비해 농도의존적

으로 호전되는 양상을 나타내는 것을 확인할 수 있었다.

반대로 치주염을 유발하지 않은 오른쪽 상피세포 하방부

위에서는 염증세포 침윤이 거의 관찰되지 않았으며, 각 군

의 염증세포 침윤 정도 차이도 없었다(결과 제시하지 않음).

 

SPA0355가 치주염에 의해 유도된 치조골 흡수에 미

치는 영향 

치조골 흡수에 대한 SPA0355의 효과를 평가하기 위해

치실로 치주염을 유발하고 10일 후에 쥐를 희생하여 첫

번째 대구치 원심의 CEJ-ABC 길이를 측정하였다(Fig.

3A). 치주염을 유발한 왼쪽 첫번째 대구치의 CEJ-ABC

길이의 측정 결과(Fig. 3B), vehicle 적용 대조군이 가장

길었고(0.76 ± 0.06 mm), 그에 비해 SPA0355 적용군들의

CEJ-ABC 길이는 줄어드는 것을 확인할 수 있었다. 0.5%

와 1%에서는 CEJ-ABC 길이가 유의적으로 감소하였나

(각각 0.59 ± 0.12 mm, 0.62 ± 0.11 mm), 2%에서는 통계학

적 유의적인 차는 나타나지 않았다(0.67 ± 0.08 mm). 또한

선택한 SPA0355의 농도가 정상 쥐의 치주조직에서 치조

골 소실에 영향을 미치는지 확인하기 위하여 치주염을 유

발하지 않은 오른쪽 첫번째 대구치 주변에도 vehicle과 각

농도의 SPA0355를 적용하고 CEJ-ABC 길이를 측정한

결과, vehicle 적용 대조군과 SPA0355 적용군들은 모두

비슷한 길이를 나타내었다. 

고  찰

치주질환의 병인기전의 연구 및 새로운 치료·예방제

의 개발을 위해 동물모델들이 사용되어져 왔다[20,21]. 동

물모델에서 실을 묶어 치태형성을 유발한 경우, 형성된

치태에 치주염 관련 세균들이 확인되었고[22], 호중구, 림

프구 등을 포함한 염증세포 및 파골세포 들이 출현하여

결국에는 확연한 치조골 흡수까지 나타나는 것으로 보고

되어[23,24] 실을 이용한 치주염 동물모델이 유용한 것으

로 받아들여 지고 있다[25-27]. 본 연구에서도 치실로 묶

은 왼쪽 첫번째 대구치 주변이 묶지 않은 오른쪽에 비해

염증세포의 침윤과 CEJ-ABC 길이가 뚜렷하게 증가하는

것을 확인할 수 있었으며, 이러한 결과들은 본 연구에서

사용한 치실을 이용한 치주염 동물모델이 치주염에 의한

염증 및 치조골 흡수를 평가하는데 적합하다는 것을 증

명하는 것이다.

본 연구에서는 치주염을 유발한 쥐에서 SPA0355가 나

타내는 억제효과를 평가하기 위해 3가지에 주목하여 실

험을 진행하였다. 먼저 SPA0355가 쥐에 미치는 생리적

인 변화, 두번째는 염증 반응에 대한 억제 효과, 마지막

으로 치조골 흡수에 대한 억제 효과에 대하여 평가하였

다. 치주염 유발 후 10일 동안 매일 1회 SPA0355를 국

소적 도포한 경우 각 군간의 체중 증가율 및 사료소비율

의 변화는 없었다. 체중 증가율과 사료소비량의 변화는

실험동물의 생리적인 건강상태를 육안적으로 판단할 수

있는 근거가 되는데, 이러한 결과는 10일 동안 매일 실

시한 SPA0355의 국소적 도포가 쥐에게 식욕저하 및 체

Fig. 3. Alveolar bone resoprtion of distal area of ligatured tooth in rats. After ligation of first molar, SPA0355 was locally applied every day.
At day 10, rats were sacrificed. Alveolar bone level in distal area of first molar was examined via the light microscopy (magnification × 100)
(A). Loss of alveolar bone in distal area of first molar was estimated by measuring distance from cementoenamel junction (CEJ) to alveolar
bone crest (ABC) (6 animals per each group) and data are represented with mean ± S.D. (B). * indicates a significant difference at P < 0.05.
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중감소를 유발하는 스트레스 요인으로 작용하지 않았다

는 것을 제시한다. 

치주조직에서의 SPA0355의 염증 억제효과를 평가하기

위해 실로 묶은 부위와 위치적으로 가까운 상피세포 하

방의 염증세포 침윤 정도를 관찰한 결과, 모든 농도의

SPA0355 적용에 의해 염증세포 침윤 정도가 감소한 것

을 확인하였다. 치주염에 의한 치주조직 파괴는 세균의 직

접적인 작용 뿐만 아니라 염증 및 면역반응에 의해 유도

되기 때문에[28] SPA0355 적용군에서 염증세포 침윤이

감소하였다는 결과는 SPA0355가 치조골의 흡수에도 영

향을 줄 가능성이 있다는 것을 시사한다. 

다음으로 첫번째 대구치 원심의 CEJ-ABC 길이를 측

정하여 SPA0355가 나타내는 치조골 흡수에 대한 효과를

평가한 결과, 0.5%와 1%의 SPA0355 적용군의 CEJ-ABC

길이가 대조군에 비해 유의적으로 감소하여 치조골 흡수

가 억제되는 것이 확인되었다. 부가적으로 실을 묶지 않

은 오른쪽 상피세포 하방에서의 염증세포 침윤 및 CEJ-

ABC 길이는 vehicle 적용군 및 SPA0355 적용군 사이에

차이가 없는 것으로 나타나 본 실험에서 사용한 농도의

SPA3355은 정상 조직에 염증 및 치조골 흡수의 병리적

영향을 나타내지 않음을 확인하였다. 

SPA0355가 관절염 동물모델에서 관절 조직의 염증 및

조직의 파괴를 억제하였는데, 이 과정에 염증 유도 인자

인 IL-1β, TNFα와 파골세포 분화 유도인자인 receptor

activator of nuclear factor kappa-B ligand(RANKL)의

발현 억제가 관여하는 것이 밝혀졌다[19]. 이러한 결과로

미루어 보아 치주염 동물모델에서 나타난 SPA0355의 염

증 및 치조골 흡수 억제 효과에 염증 유도 싸이토카인과

파골세포 분화 유도인자들의 발현 감소가 관여되어 있을

가능성이 있는 것으로 사료되며, 앞으로 이에 대한 연구

가 필요한 것으로 생각된다. 또한 2% SPA0355는 염증

세포 침윤은 감소하는 경향이 관찰되었지만 CEJ-ABC 길

이는 vehicle 적용군에 비해 유의적으로는 감소하지 않아

향후 SPA0355의 적정 농도를 검색하기 위해 본 연구에

서 설정한 0.5% 농도보다 더 낮은 농도에서의 SPA0355

의 치주염 억제효과와 농도의존적인 억제효과를 나타내

는지 여부를 검증해봐야 할 것으로 여겨진다.

본 연구를 통해 처음으로 SPA0355가 치주염 동물모델

에서 치은염 및 치조골 흡수를 억제할 수 있음을 확인하

였고 이러한 결과는 SPA0355가 치주염 치료제로 활용될

가능성이 있음을 시사한다.
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