
원 저

대치교정지 24 (2) ： 295-301, 1994

물리적 외력이 배양중인 

치주인대세포에  미치는 영향

김현영” •차경석2>

교정력을 가했을 때 치아주위조직의 생물학적 
인 반응으로 압박측에선 골흡수가, 견인측에서 
는 골형성 이 이루어지 는 골개조현상으로 치아가 
이동된다는 이론이 일반적으로 받아들여지고 있 
는데 이러한 골개조현상은 치조골 자체에서만 
모두 수용하기는 어렵고 치주인대세포도 이러한 
골개조현상을 담당할 것이라는 연구가 계속되고 

있다1_6).

치주인대세포의 생물학적 특징에 대하여 시험 
관적 실험이 진행되어Arnold와 Baram이 치주인 
대세포를 최초로 배양하였고7) Brunette등8>은 치 
주인대조직으로부터 배양된 세포는 그 형태가 
상피양세포와 섬유아양세포임을 발표하였고 
Bolmlof등9>은 치주인대조직의 초기배양시 상피 
양세 포와 섬유아양세포로 배양하였으나 치주인 
대조직 을 효소처 리한 경 우에 는 섬 유아양세포만 
배양됨을 보고하였으며, Ragnarsson등101은 사람 
의 치주인대로부터 유래된 섬유아양세포가 중층 
을 형성함을 보고한 바 있다. 또한 Nojima등111이 
소의 치주조직과 치주인대세포에서 높은 Alka­

line phosphatase의 활성도를 보이며 이중 치주

접수일 : 1994년 4월 1일
11 ： 단국대학교 치과대학 교정학교실, 전공의 

21 : 단국대학교 치과대학 교정학교실, 부교수

인대세포가 bone gla protein을 합성 한다 하였고 
W a s i 12>，Fisher131, Somerman등141은 치주인대세 
포가 Osteonectin, Bone proteoglycan I, Bone 

sialoprotein I을 합성한다고 하여 치주인대세포 
가 조골세포로 분화될 가능성을 시사한 바 있다.

Leonard13, Lilja16), Kawase등17>은 치은섬유아 
세포보다 치주인대세포에서 높은 Alkaline pho­

sphatase 활성도를 보인다고 보고한 바 있으며， 
Somerman등18J은 동일 환자，동일 세대의 치주 
인대세포와 치은섬유아세포의 특징을 규명해 본 
결과 치주인대세포가 총 단백질량, 교원질합성 
능 및 alkaline phosphatase activity 가 높게 나타 
나 치주인대세포가 조골세포와 다소 유사한 양 
상 을 '띄 고 있음을 보고하였다.

한편 Binderman등19}은 혼합골세포군 배양시 
배양접시에 Orthodontic expansion screw를 이 
용, physical stress를 가하여 stretching된 e m ­

bryonic calvarial cell에서 생산한 P G E 2 와 cA- 

M P 의 level이 증가함을 관찰하였다. Ngan20)및 
Saito둥211 은 같은 형태의 장치로 Stretch된 hu_ 

m a n  P D L  fibroblast 에서 prostaglandin 및 bone 

resorbing activity의 중가가 있음을 보고하였으 
며 Yousefian등22>은 P D L  cell 에 hydrostatic 

pressure를 이 용하여 negative pressure를 준 경 
우 치주인대세포는 증식하나, c A M P  및 Pros- 

taglandin의 감소를 관찰하였고 Positive pre~ 

ssure를 준 경우 치주인대세포는 완만히 증식하
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고 c A M P  및 Prostaglandin 등이 촉진된다고 보 
고하였다.

본 연구는 치아에 orthodontic force를 가했을 
경우 치주인대세포에서 일어나는 생화학적 특성 
의 변화를 알아보고자 in  v itro 에서 배 양된 치주 
인대세포에 mechanical force를 주어，c A M P  및 
P G E 2 의 변화와 3H-thymidine incorporation양에 
의한 치주인대세포 성장정도를 측정하기 위하여 
다음과 같은 실험을 시행하였다.

n . 실험재료 및 방법

1) PDL cell culture in vitro

본 실험에 사용된 세포는 단국대학교 치과대 
학 부속 치과병원 교정과에 내원하여 상，하악 제 
1소구치 발거를 요하는 환자로서 전신 질환이 
없고，건강이 양호하며, 임상적으로 치주질환이 
없다고 판정된 환자의 치아를 발거, 채득하여 초 
기배양후 계대배양을 통하여 얻은 치주인대세포 
를 사용하였다.

치아를 발거하기 1주일전부터 환자에게 잇솔 
질을 잘하도록 하고, 클로르핵사메드(부광약품) 

로 양치하도록 권유한 후 무균상태에서 치주인 
대세포의 분리를 위하여 발거된 치아를 Peni­

cillin, Streptomycin(Gibco) 및 10% fetal bovine 

serum (FBS，G I B C O )이 첨가된 minimum ess­

ential m e d i u m ( M E M J G I B C O )으로 3-4회 세척 
을 한 후 치주인대를 cuirette을 이용하여 채득 
한 루 10% F B S 가 포함된 minimum essential 

m e d i u m ( M E M，G I B C O )이 들어 있는 6 0 m m  cul­

ture dish(Coming)에 위치시킨후 37°C에서 95% 

습도를 유지하면서 5 %  C 0 2 가 함유된 C 0 2 

incubator (Precision Scientific)에서 배양하였 
다. 10% F B S 가 첨가된 M E M 을 매일 교환하며 
위상차현미경을 사용하여 배양조직으로부터 치 
주인대세포가 조직외부로 자라나오는 것을 관찰 

한 투 0.5% Trypsin 5.3mM ethylenediamine 

ᅳtetraacetic acid(EDTA，Gibco) 로 세포를 떼어 
내어 200xg로 4°C에서 10분간 원심분리하여 세 
포를 수집한 후 Hanks'balanced salt solution

(HBSS, Gibco)을 사용하여 2-3회 세척하였다. 

10% F B S 가 포함된 M E M 에서 3 5 m m  배양접시 
에 1:5로 계대배양을 시행하였으며 이중 일부는 
이후 실험을 위하여 세포를 수거하여 10% di- 

methylsulfoxide (DMSO, sigma)가 포함된 배 양 
액에 넣은 후 서서히 냉동시켜 액체 질소통 
( M V E )에 저장하였다.

2) Applying M echanical Stress

Culture dish 바닥 외면에 orthodontic expan­

sion screw (Dentarum)로 연결된 두 부분의 
acrylic resin을 접합시켰다. 치주인대세포에 
mechanical stress를 적 용시 키 기 위 한 activation 

방법으로 orthodontic screw를 2-3회 회전시켜 
culture dish 바닥 외면에 접합되어 있는 각각의 
acrylic resin  부위가 벌어짐으로 인해 plastic 

dish가 변형되어 깨지기 직전까지 m a x i m u m  

activation 시 켰 다.

3) cAM P determ ination

배양된 치주인대세포에 mechanical stress를 
15분，30분，60분간 적용시킨 후 배양액을 제거하 
고 1ml 의 6 %  ice-cold trichloroacetic acid 

(Sigma)를 첨 가하여 rubber policeman으로 수집 
한 세포를 sonication하고，1800xg으로 25분간 
원심분리하여 얻은 상청액을 5ml water-satur­

ated diethyl ether(Merck)로 4회 추출한 후 냉동 
건조 시켰으며，침전물은 단백질정량에 사용하 
였다. c A M P 는 냉동건조시킨 시료를 sodium 

acetate buffer(PH 6.2)에 용해시킨 다음 [1251] 

c A M P  RIA Kit(New England Nuclear)를 사용 
하여 radioimmunoassay방법으로 정량분석하였 
다.

4) PGE2 determ ination

각 세포군에 20분，40분，60분간 mechanical 

stress를 적용시킨 후 배양액을 제거하고 1ml의 
6% trichloroacetic acid를  첨 가 하 여 ， Rubber
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policeman으로 수집한 세포를 sonication하고， 
1800xg로 25분간 원심분리하여 얻은 상청액은 
냉동건조 시켰으며，침전물은 단백질정량에 사 
용하였다. P G E 2는 냉동건조시킨 시료를 sodium 

acetate buffer(pH 6.8)에 용해시킨 다음, [1251] 

P G E 2 RIA Kit(New England Nuclear)를 사용하 
여 radioimmunoassay방법으로 정량분석 하였다.

5) Cell pro liferation assay with 3H -thym id ine 

Incorporation

세포성장에 미치는 영향을 관찰하기 위하여
12, 24，48시간 동안 activation하였고 각 시간대 
4시간전 30^Ci tritiated-thymidine을 첨가하였 
으며, 5 %  T C A 로 세 척하였고 0.5N N a O H 로 용 
해시켜 일부는 방사선 동위원소의 양을 측정하 
고 일부는 단백질 정량을 하였디-.

m. 실험결과

Mechanical force를 준 후 치주인대세포내의 
c A M P  변화량은 Table 1 및 Fig 1과 같으며，대 
조군에서의 c A M P 의 양은 77.6 Picomol이었고, 

activation후 15분에서 146.3，30분에 82.3，60분에 
70.8로 15분후에 유의한 증가가 있었으며，그 후 
에 점차 감소하는 양상을 나타내었다.

Mechanical force를 준 후 치주인대세포내의 
P G E 2  변화량은 Table 2 및 Fig 2와 같으며, 대 
조군에서 P G E 2양은 18.7 Picogram이었고 acti- 

vation후 20분에 33.2, 40분에 31.5, 60분에 25.5로 
20분에 유의하게 증가하다가 서■서히 감소하였으 
며，각 시간대 모두 대조군에 비해 증가양상을 
보였다.

Mechanical force를 준 푸 치주인대세포의 성 
장변화량은 Table 3 및 Fig 3과 같으며 세포내 의 
'3H-thymidine incorporation양은 각 시간대 모 
두 증가하는 양상을 나타내었으나 통계적 유의 
성은 없었다.

Table 1. Effect of mechanical stimulus on the cAMP production of cultured PDL cells

Control 15 min 30 min 60 min

cAMP 

(Pmol/mg protein)
77.6 ±12.2 林 146.3 士 18.9 82.3 ±22.6 70.8 ±17.9

Values are Mean 士 S.E (n=4-6) * *  ： p<0.01, compared to control

Table 2. Effect of mechanical stimulus on the PGE2 production of cultured PDL cells

Control 15 min 30 min 60 min

p g e 2

(Pg/mg protein)
18.7 ± 2.6 #33.2 ± 2.2 31.5 ± 8.2 25.5 ± 1.8

Values are Mean 土 S.E (n=4-6) * *  ： p O .이 , compared to control

Table 3. Effect of mechanical stimulus on the 3H-thymidine incorporation of cultured PDL cells

group
12hrs 24hrs 48hrs

Control 5091 ± 435 3623 ± 434 3536 ± 389

Experimental 5260 ± 617 3839 ± 388 3957 + 431
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Pmoi/ 
mg protein

Fig. 1. Effect of mechanical stimulus on the cAMP 

production of cultured PDL cells.

I ] control 

WM mechanical stimulus

cpni

Em
Activation time 

Fig. 3. Effect of mechanical stimul니s on the 3H- 

thymidine incorporation of cultured PDL cells.

IV. 총괄 및 고안

교정치료시 치아'의 압박측에서는 치조와의 표 
면과 골수강에 파골세포가 나타나서 치조골을 
흡수하게 되고, 장력을 받는부위에서는 조골세 
포가 나타나 신생골을 첨가시키면서 치아는 이 

동된다. 치아의 이동은 궁극적으로 골개조의 과 
정에 관여하는 세포의 활성에 의존하는 것으로 
알려져 있으며, 치주인대세포도 이러한 골개조 

현상을 담당할 것이라는 연구가 계속되고 있다

치주인대 세포가 Osteonectin, Bone Proteo­

glycan I, Bone Sialoprotein I을 합성한다고 하 
여 조골세포로 분화될 가능성을 시사한 바 있고 
1214), 동일 환자, 동일세대의 치은 섬유아 세포에 
비해 치주인대세포가 총 단백질량，교원질합성 
능 및 alkaline phosphatase activity 가 높 게 나타 
나 조골세포와 다소 유사한 양상을 띈다고 보고 
되었다1 8 Binderman19)은 혼합골세포군 배양시

Fig. 2. Effect of mechanical stimulus on the PGE2 

production of cultured PDL cells.

배양접시에 orthodontic expansion screw를 이 
용, Physical stress를 가한 경 우 P G E 2 에 의 해 매 
개되는 c A M P 변화가 2차적으로 일어난다고 하 
고, P G E 2 및 c A M P 의 증가와 세포성장정도를 
보고한 바 있다.

본 실험에서 치주인대세포의 배양은 단국대학 
교 치과대학 병원에 교정치료를 위하여 내원한 

환자의 건강한 제 1소구치를 발거하여 explant 

culture하였고 배양중인 치주인대세포에 mech­

anical force를 적 용하기 위 하여 orthodontic ex­

pansion screw가 부착된 resin을 배양접시에 부 
착시킨 후 배양접시가 깨지기 전까지 2-3회 
activation하였다. 각 시간별로 세포내의 c A M P  

변화량을 알아보기 위해 mechanical force를 준 
후 R IA 로 측정한 결과 activation후 15분에서 
c A M P 가 유의하게 증가된 양상을 나타내었는데 
이는 물리적 힘을 배양중인 골세포에 적용하여 
약 15분경 c A M P 의 증가가 최고치를 나타냈다 
는 결과19}와 일치된다고 사료된다. 배양중인 치 
주인대세포에 mechanical force를 가한 早 세포 
내의 P G E 2  변화양은 각 시간대 모두 증가양상 
을 나타냈으며 특히 20분에유의한 증가가 관찰 
되 었는데 이는 골세포군에 물리적 힘 적용후 20 

분경 에 P G E 2 증가가 최 고치 에 다다른 후 감소된 
다는 결과와 일치된다®  또한 배양중인 치주인 
대 세포에 mechanical force를 가한 경 우 세포내 
의 3H ᅭthymidine incorporation은 증가양상을 띄 
었으나 통계적 유의성이 없었는데，골 세포군의 
동일한 실험에서는 대조군에 비해 실험군이 약 
1.5배 증가된 양상을 나타내었다고 보고된 바 있
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다19).

본 실험에서 배양된 치주인대세포에 mecha­

nical force를 적용시킨후 P G E 2와 c A M P  생성의 
변화 및 3H_thymidine incorporation 정도변화로 
세포활성화에 따른 치주인대세포가 골개 조현상 
에 영향을 미치리라고 사료된다.

V ■결 론

본 실험에서는 Orthodontic force를 가했을 경 
우 치주인대세포의 생화학적인 특성을 알아보고 
자 배양중인 치주인대세포에 orthodontic ex­

pansion screw들 이용한 mecnamcal force늘 준 

결과 다음의 결론을 얻었다

1. 배양중인 치 주인대세포에 mechanical force를 
가한 경우 세포 내의 c A M P 양은 force를 가한 
후 15분후에 유의하게 증가하였으며，그 후 시 
간이 흐름에 따라 점차 감소하였다.

2. 배양중인 치주인대세포에 mechanical force를 
가한 경우 세포내의 P G E 2양은 force를 가한 
후 20분, 40분, 60분대에 모두 증가되는 양상 
을 나타내었으며，특히 20분에 유의한 증가가 

관찰되었다.

3. 배양중인 치주인대세포에 mechanical force를 
가한 경우 세포내의 3H-thymidine incorpor- 

ation은 증가하는 양상을 나타내어, 세포성장 
이 촉진되는 경향을 보였으나 통계적인 유의 

성은 없었다.
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- A B S T R A C T  -

THE EFFECTS OF MECHANICAL FORCE 

ON CULTURED PERIODONTAL 니GAMENT CELLS IN VITRO

Hyun-young Kim, D.D.S., KyungᅳSuk Cha，D.D.S., M.S.D., Ph.D.

D epertm ent o f Orthodontics, College o f D entistry, Dan K ook U niversity

The movement of teeth during orthodontic treatment requires bone remodeling process in periodon­

tal tissue.

To find out the changes occuring in the cell itself, mechanical force was applied to the cultured 

periodontal ligament cells.

Following results were obtained from measuring the changes in cyclic AM P and PGE2, 3H ᅳ 

thymidine incorporation amount in time lapse after application of mechanical force.

1. When mechanical force was applied to cultured PDL cells, the amount of cAMP in cells were 

increased significantly after 15 min. of force application, but were decreased gradually as time 

lapsed.

2. When mechanical force was applied to cultured PDL cells, the amount of PGE2 were increased at 

20,40,60 min. and was significantly increased at 20 min.

3. When mechanical force was applied to cultured PDL cells, the amount 

poration was some increased, but was not statistically significant.

of 3H-thymidine
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