
1. 서론

단핵세포 및 대식세포로부터 생성되는

cytokine 및 전신 호르몬인 부갑상선 호르몬

(parathyroid hormone, PTH), 그리고 1 , 2 5 -

dihydroxyvitamin D3( 1 , 2 5 - ( O H )2D3)는 지

질세포및 조골세포로부터여러 c y t o k i n e의 합

성을 유도하여파골세포의분화를촉진시킨다.

이들 c y t o k i n e에는 파골세포의 분화인자로 알

려진 ODF(Osteoclast differentiation fac-

t o r )1 ), macrophage-colonystimulating fac-

tor(M-CSF), Granulocyte/monocyte-

colony stimulating factor (GM-CSF),

interleukin-11(IL-11) 및 i n t e r l e u k i n -

6 ( I L - 6 )가 있다2 , 3 , 4 , 5 ). 이중 I L - 6는 조골세포

에 존재하는수용체에결합하여조골세포에의

한 파골세포의분화를유도한다6 ). 또한여성호

르몬인 1 7β- e s t r a d i o l은 1 , 2 5 - ( O H )2D3와는
반대로골흡수를 억제하는호르몬으로서, 특히

폐경기 이후의 골다공증 환자에서는 1 7β-
e s t r a d i o l의 결핍에 의하여 혈청내 I L - 6의 농

도가 증가하며7 , 8 ), 실제로 1 7β- e s t r a d i o l이 조
골세포에서 I L - 1에 의한 I L - 6의 생성을감소

시켜 1 7β- e s t r a d i o l에 의한 골흡수 억제는 조
골세포에서 1 7β- e s t r a d i o l에 의한 IL-6 생성
억제작용에 의하여 야기되는 것으로 생각되고

있다9 , 1 0 ). 이와 같이조골세포는파골세포의분

화를 매개하는데 중요한 역할을 하며, 17β-
estradiol 및 1 , 2 5 - ( O H )2D3는조골세포로부터

파골세포의 분화에 관여하는 c y t o k i n e의 합성

을 자극 또는 억제하여 파골세포의 분화를 조

절한다. 

치주인대세포는 치근과 치조골 사이에 존재

하는 세포로서 조골세포의 분화 표식인자인

alkaline phosphatase(ALP)와 o s t e o c a l c i n을

발현할뿐만 아니라, 실제로 석회화결절을 형

성하며1 1 ),골흡수 유도 c y t o k i n e인 I L - 1β에의
하여 파골세포 분화 유도인자인 I L - 6를 생성

하는것으로보고되었다1 2 , 1 3 ) 이와같은결과들

은 치주인대세포가 조골세포와 유사한 특성을

지니고 있음을 시사한다. 즉, 치주인대세포가

골형성 및 흡수를 매개하여 교정력에 의한 치

아 이동 및 치주염시 나타나는 치조골 개조및

파괴에관여할가능성을제시한다. 골대사조절

물질 중 1 , 2 5 - ( O H )2D3는 치주인대 세포의

ALP 발현을 증가시켜 1 1 )치주인대세포가
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1 , 2 5 - ( O H )2D3에 의하여 조골세포로 분화될

가능성이 제시되었으며, I L - 1β는 치주인대세
포로 부터 파골세포 분화 유도인자인 I L - 6의

생성을 증가시키는 것으로 보고되었으나

1 , 2 5 - ( O H )2D3 및 1 7β- e s t r a d i o l이 치주인대
세포의 c y t o k i n e의 생성에어떤영향을미치는

지에대해서는밝혀진바 없다. 따라서본 연구

에서는1 , 2 5 - ( O H )2D3 및 1 7β- e s t r a d i o l이 치
주인대세포의 IL-6 생성에 미치는 영향을 평

가하였으며, 이들 호르몬이 IL-6 생성에 미치

는 효과는 IL-6 유도체인 I L - 1β이 있는 조건
에서도관찰하였다.

II. 연구재료 및 방법

1. 연구재료

IL-6 면역효소흡착법(Enzyme linked

immunosorbent assay. ELISA) kit는

E n d o g e n사로부터 구입하여 사용하였으며,

1 , 2 5 - ( O H )2D3 및 1 7β- e s t r a d i o l은 S i g m a사
에서, IL-1β는 G e n z y m e사에서 구입하여 사
용하였다. 

2. 치주인대세포의분리 및 배양

발치한소구치로부터 다음과같이 분리 배양

하였다. 치아를 발치한 후 치관 부위를 5 . 2 5 %

sodium hypochlorite에적셔치관부위의세균

을 제거하였다. 치근 부위를 긁어 치근에붙어

있는 치주인대 조직을 분리한 후 조직을 3 0 0

unit/ml penicillin, 300 ug/ml streptomycin 및

0.75 ug/ml amphotericn B가함유된αMEM 배

지(Gibco, USA)에 5회 세척하였다. 세척한 조

직편을 세포배양기 바닥에 부착시킨 후 20 %

우태아혈청(Gibco, USA), 200 unit/ml peni-

cillin, 200 ug/ml streptomycin 및 0.25 ug/ml

amphotericin B가 함유된 αM E M배지(이하 세

포배양배지라함)를넣어 5 % CO2, 37 ℃, 95

% 습도가유지되는항온기에서배양하였다. 치

주인대 조직으로부터 세포가 자라나와 단층을

형성한 후, 0.05 % trypsin-EDTA(Gibco,

U S A )로 처치하여 계대 배양하였으며. 실험에

는 5 - 9번 계대배양한치주인대세포를사용하

였다.

3. 치주인대세포로부터IL-6 생성유도

치주인대세포를 24 well 세포배양기의 각

w e l l에 세포수가1×1 05 되게 분주 한 후 이를

3 7℃, 5% CO2 항온기에서배양하였다. 세포가

단층을 형성한 후 배지를 제거하고 일정한 농

도의 1 , 2 5 - ( O H )2D3, 17β-estradiol 또는
I L - 1β가 함유된 배양배지를 1ml 첨가하여 1
일 및 2일 배양하여 I L - 6의 생성을 유도하였

다. 1일 및 2일 후 세포 배양액을 200 xg에서

1 0분간 원심분리하여 상층액을 얻고, 이를 -

7 0℃에 보관하여 실험에 사용하였으며, IL-6

의 생성을유도할때는 2 % 우태아 혈청이함

유된 세포배양 배지를 사용하였다. 17 β-
estradiol 및 1 , 2 5 - ( O H )2D3가 I L - 1β에 의한
IL-6 생성에 미치는 영향을 평가하기 위해서

는 I L - 1β 단독 또는 I L - 1β 및 일정한농도의
1 , 2 5 - ( O H )2D3 또는1 7β- e s t r a d i o l이 함유된
배지에서치주인대세포를배양하여 I L - 6의 생

성을비교하였다. 

4. 치주인대세포배양액내 IL-6 농도측정

I L - 6와 특이하게반응하는항혈청을이용한

면역효소흡착법으로배양액내 I L - 6의 농도를

측정하였다. 치주인대세포배양액또는 일정한

농도로 희석된 표준 IL-6 용액과 50 ㎕의

biotinylated anti-human IL-6를 a n t i -

human IL-6가부착된96 well plate에분주하

고 실온에서 2시간 방치하였다. 2시간 후

b u f f e r로 3회 세척하고 100 ㎕ a v i d i n - p e r-

o x i d a s e를 첨가하여 30 분간 방치한뒤 b u f f e r
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로 3회 세척하였으며, 마지막으로 3 , 3’, 5 , 5’-

t e t r a m e t h y l b e n - z i d i n e ( T M B )용액을 각 w e l l

에 100 ㎕씩 떨어뜨려 실온에서 30 분간 반응

시킨 후 microplate reader(Dynatech Co.)로

4 5 0 n m에서 흡광도를 측정하였다. 표준 I L - 6

의 희석농도와흡광도로표준방정식을구한후

세포배양액내의I L - 6의농도를계산하였다. 

5. 통계 분석

각 군들 사이에 유의성 있는 차이가 있는지

알아보기 위하여 비모수 검정법인 Mann and

Whitney test를이용하여통계분석을하였다. 
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Figure 1. Effect of 17β-estradiol on induction of IL-6 in periodontal ligament(PDL) cells. PDL cells
were treated for 1 day and 2 days by various concentrations of 17β- e s t r a d i o l ( 1 0- 9- 1 0- 7

M). The conditioned media were assessed for the production of IL-6 by an ELISA specific
IL-6 antibody. Data are mean±SE. * Significant differences from non-treated group

Figure 2. Effect of 17β-estradiol on IL-1β-induced IL-6 production in periodontal ligament(PDL)
cells. PDL cells were treated for 1 day and 2 days by various concentrations of 17β- e s t r a-
d i o l ( 1 0- 9- 1 0- 7 M) in the presence of IL-1β(0.05 ng/ml). The conditioned media were
assessed for the production of IL-6 by an ELISA specific IL-6 antibody. Data are mean±S E .



III. 연구결과

1. 17β- e s t r a d i o l이 치주인대세포의 I L - 6
생성에 미치는 영향
Figure 1에서보는바와같이자극을받지않

은 치주인대세포 배양액 내 I L - 6농도는 1일

및 2일 후 각각 4 2±12 pg/ml 및 1 0 6±2 4

p g / m l로서 치주인대세포는 비자극시 소량의

I L - 6를 생성하였으며, 17β- e s t r a d i o l은 1 0-
9- 1 0-7 M 농도 범위에서 1일 및 2일 후 치주

인대세포의 IL-6 생성을 억제 또는 증가시키

지않았다(Figure 1).
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Figure 4. Effect of 1,25-(OH)2D3 on IL-1β-induced IL-6 production in periodontal ligament(PDL)
cells. PDL cells were treated for 1 day and 2 days by various concentrations of 1,25-
( O H )2D3( 1 0- 8- 1 0- 1 0 M) in the presence of IL-1β(0.05 ng/ml). The conditioned media were
assessed for the production of IL-6 by an ELISA specific IL-6 antibody. Data are mean±S E .

Figure 3. Effect of 1,25-(OH)2D3 on IL-6 production in periodontal ligament(PDL) cells. PDL cells
were treated for 1 day and 2 days by various concentrations of 1,25-(OH) 2D3( 1 0- 1 0- 1 0- 8

M). The conditioned media were assessed for the production of IL-6 by an ELISA specific
IL-6 antibody. Data are mean±SE. * Significant differences from non-treated group



2. 17β- e s t r a d i o l이 I L - 1β에 의한 치주인
대세포의 IL-6 생성에미치는 영향

치주인대세포를0.05 ng/ml의 I L - 1β로처리
한 경우 1일 및 2일 후 생성된 I L - 6의 농도는

각각 6 1 0 9± 1318 pg/ml 및 14071 ± 1 7 4 0

pg/ml 로서 I L - 1β에 의하여 치주인대세포의
IL-6 생성이 증가하였으나, 동일한 농도의

I L - 1β와 1 0- 9- 1 0-7 M 농도 범위의 1 7β-
e s t r a d i o l을 동시에처리한경우 1일 및 2일 후

1 7β- e s t r a d i o l에 의하여 I L - 1β에 의한 I L - 6
의생성은억제되지않았다(Figure 2).

3. 1,25-(OH)2D3가 치주인대세포의 I L - 6
생성에 미치는 영향

1 0- 1 0부터 1 0-8 M 농도 범위의 1 , 2 5 -

( O H )2D3로 치주인대세포를 처리한 경우 비처

치군과 비교하여 1일 후 I L - 6의 생성에는 변

화가 없었으며, 2일 후 비처치군 및 1 0-8 M

1 , 2 5 - ( O H )2D3에 의하여생성된 I L - 6의 농도

는 각각 290 ±36 pg/ml 및 180 ± 43 pg/ml

로서 2일 후 1 0-8 M의 1 , 2 5 - ( O H )2D3에 의하

여 치주인대세포의 IL-6 분비량이감소하였다

(Figure 3).

4. 1,25-(OH)2D3가 I L - 1β에 의한 IL-6 생
성에 미치는 영향

Figure 4에서 보는 바와 같이 0.05 ng/ml

I L - 1β로치주인대세포를1일및 2일간처리한
경우 I L - 1β에 의하여 I L - 6의 생성이 증가하
였으며, 0.05 ng/ml IL-1β 및 1 0- 1 0- 1 0- 8M
1 , 2 5 - ( O H )2D3로 동시에 처리한 경우 1일 후

1 , 2 5 - ( O H )2D3는 각 농도에서 I L - 1β에 의한
I L - 6의 생성을 억제하지 않았으며, 2일 후

I L - 1β처치군및 1 0- 8 M 1,25-(OH)2D3 처치
군에서의 IL-6 농도는 각각 13114 ± 6 9 6

pg/ml 및 9031 ± 1169 pg/ml로서 1 , 2 5 -

( O H )2D3는1 0- 8M에서 I L - 1β에 의한 I L - 6의
생성을감소시켰다.

IV. 총괄 및 고찰

본 연구에서 1 7β- e s t r a d i o l은 치주인대세포
의 I L - 1β에 의한 IL-6 생성에 영향을미치지
않았으며, 1,25-(OH)2D3는 치주인대세포의

I L - 6의생성뿐만아니라 I L - 1β에의한 I L - 6
의 생성도 억제하였다. IL-6는 마우스두개골

에서C a2 +을유리시키며1 4 ), 파골세포의형성을

유도하는1 5 ) 골흡수 유도 c y t o k i n e이다. 사람

및 쥐의골조직으로부터분리한조골세포는자

극을 받지 않는 경우에도 I L - 6를 소량으로 합

성하며, IL-1β은 이들 세포의 I L - 6의 분비량
을 200-2000 배정도 증가시키므로 조골세포

로부터 생성되는 I L - 6가 I L - 1β에 의한 파골
세포의 분화에 관여하는 것으로 보고되었

다.9 , 1 6 ) 본 연구에서 치주인대세포도 비자극시

I L - 6를 생성하였으며(Figure 1), IL-1β에 의
해서 I L - 6의 분비량은 4 5 - 1 2 7배로증가하였

다(Figure 2, 4). Shimizu 등은 7시간 동안

I L - 1β가 치주인대세포의 IL-6 생성에미치는
영향을 평가하여 치주인대세포의 I L - 1β에 의
한 IL-6 생성량이 I L - 1β의 농도및 자극시간
에 따라 증가함을보고하였다1 2 ). 이와 같은 결

과들은 치주인대세포가 조골세포와 동일하게

I L - 1β에 반응하여 I L - 6를 생성함을 시사한
다. IL-1β는 치은염 및 치주염환자의 치주조
직과1 7 ) 교정력에 의한 치아 이동시 장력측

(tension side) 및 압축측(compression side)

에서 발현되며1 8 ), 기계적인 자극을 받은 치주

인대세포로부터생성이된다1 9 ). 이러한결과들

은 I L - 1β가 치주인대세포를자극하여 I L - 6의
생성을유도하며, 이렇게 치주인대세포로 부터

생성된 I L - 6는 파골세포의 분화를 유도하여

치주염 및 교정시 나타나는 치조골 흡수를 매

개하는중요한인자로작용할가능성을제시한

다. 여성 호르몬인 1 7β- e s t r a d i o l은 I L - 1β에
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의한 조골세포의 IL-6 생성을 억제하며, 이러

한 작용이 1 7β- e s t r a d i o l에 의한 골흡수 억제
기전과 관련이 있는 것으로 보고되었다9 ).

1 7β- e s t r a d i o l은 1 0- 8M 농도에서 I L - 1β에
의한조골세포의 IL-6 생성을억제하였으나9 ),

동일한농도에서치주인대세포의 I L - 6의 생성

에는 영향을미치지 않았으며(Figure 1), IL-

1β에 의한 I L - 6의 생성도 억제하지 않았다
(Figure 2). 이는 1 7β- e s t r a d i o l이 조골세포와
는 달리 치주인대 세포의 I L - 1β에 의한 I L - 6
생성을조절하지못함을시사한다.

1 , 2 5 - ( O H )2D3는 Vitamin D의 활성화형태

로서, 체액내칼슘의농도를높게유지할수있

도록 소장에서는 칼슘의 흡수를 골조직으로부

터는칼슘유리를증가시키며, 특히골조직으로

부터칼슘의유리는 1 , 2 5 - ( O H )2D3에 의한파

골세포의 분화에 의하여 유도된다2 0 ). 1,25-

( O H )2D3는 1 0- 8 M 농도에서마우스골수세포

의 I L - 6의 생성을 증가시키고, anti-IL-6

a n t i b o d y는 1 , 2 5 - ( O H )2D3에 의한 파골세포

의 형성을 일부 억제하므로 I L - 6가 1 , 2 5 -

( O H )2D3에 의한 파골세포의 분화에 관여하는

것으로생각되고 있다2 1 ). 이와 같이 마우스두

개골 세포에서 1 0- 8 M의 1 , 2 5 - ( O H )2D3가

I L - 6의 합성을증가시키는것으로보고되었으

나 치주인대세포에서는 반대로 억제하는 것으

로 나타났다(Figure 3). Lacey2 2 )등은 마우스

로부터 분리한 전조골세포( p r e o s t e o b l a s t )인

M C 3 T 3에서 1 , 2 5 - ( O H )2D3가 IL-1 수용체

의 발현을 증가시키며, 동시에 I L - 1에 의한

I L - 6의 생성을증가시키는것으로보고하였으

며, Schiller등은2 1 )마우스골수세포에서1 7β-
e s t r a d i o l이 1 , 2 5 - ( O H )2D3에 의한 IL-6 생성

및 파골세포의분화를억제하는것으로보고하

였다. 이와같은결과들은치주인대세포에대한

1 , 2 5 - ( O H )2D3의작용이다른요인즉, IL-1β
및 1 7β- e s t r a d i o l에 의하여 영향을 받을 가능
성을 제시한다. 본 연구에서 1 , 2 5 - ( O H )2D3가

치주인대세포의 I L - 1β에 의한 I L - 6의 생성에

미치는 영향을 평가한 결과 1 , 2 5 - ( O H )2D3가

I L - 1β에 의한 I L - 6의 생성을 억제하는 것으
로나타났다(Figure 4). Harant등2 3 )은사람배

자( e m b r y o )의 폐에서분리한 섬유아세포에서

조골세포에서 와는 달리 1 , 2 5 - ( O H )2D3가

I L - 1β에 의한 I L - 6 m R N A발현을감소시키는
것으로보고하였다. 이와같은결과들은 1 , 2 5 -

( O H )2D3가 조골세포에서는 I L - 1β에 의한
I L - 6의 생성을 증가시키며 섬유아세포 및 치

주인대세포에서는 I L - 6의 생성을 억제하여

1 , 2 5 - ( O H )2D3가 I L - 6의 생성에미치는영향

이 세포마다 다름을 시사한다. 본 연구에서

1 7β- e s t r a d i o l은 치주인대세포의 I L - 1β에 의
한 I L - 6의 생성에 영향을 미치지 않았으나

1 , 2 5 - ( O H )2D3는 치주인대세포의 I L - 1β에
의한 I L - 6의 생성을 감소시켰으며 이와 같은

결과는 1 , 2 5 - ( O H )2D3가치주인대세포의 I L -

1β에 의한 IL-6 생성을 억제하여 I L - 1β에 의
한 파골세포의분화를조절할가능성을제시한

다. 

V. 결론

1 7β-estradiol, 1,25-(OH)2D3 및 I L - 1β는
조골세포로부터 파골세포 분화 유도인자인

I L - 6의 생성을 억제 또는 증가시켜 파골세포

의 분화를 조절한다. 본 연구에서는 1 , 2 5 -

( O H )2D3 및 1 7β- e s t r a d i o l이 조골세포와 유
사한 특징을 지닌 치주인대세포의 IL-6 생성

에 미치는 영향을 평가하였다. 17β- e s t r a d i o l
및 1 , 2 5 - ( O H )2D3가 치주인대세포의 I L - 6의

생성에미치는영향을평가하기위하여치주인

대세포를 1 7β-estradiol 또는 1 , 2 5 - ( O H )2D3
각각으로 처리하거나 I L - 1β와 함께 처리하여
1일 및 2일 후 상층액내 I L - 6의 농도를면역

효소흡착법으로 측정하였다. 치주인대세포는

자극을받지않은상태에서 1일및 2일후저농

도의 I L - 6를 분비하였으며 I L - 1β( 0 . 0 5
n g / m l )는 치주인대세포의 IL-6 합성을증가시
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켰다. 17β- e s t r a d i o l ( 1 0- 9- 1 0- 7 M )은 I L - 6
의 생성에영향을주지 않았으며, IL-1β( 0 . 0 5
n g / m l )에 의한 IL-6 생성도 억제하지 않았다.

1 , 2 5 - ( O H )2D3( 1 0- 8 M )는 2일후치주인대세

포의 I L - 6의 생성을 억제하였으며, IL-

1β(0.05 ng/ml)에의한 IL-6 생성도억제하였
다. 이와같은결과는1 , 2 5 - ( O H )2D3가치주인

대세포에서 I L - 1β에 의한 I L - 6의 생성을 감
소시켜 I L - 1β에 의한파골세포의분화를조절
할가능성을시사한다. 
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- A b s t r a c t -

Effect of 17β-Estradiol and

1,25-Dihydroxyvitamin D3 on 

Interleukin-6 Production of

Periodontal Ligament Ce l l s

Wall-Ah Kwak, Bong-Kyu Choi, Hyun-

Jung Lee, Yun-Jung Yoo

Department of Oral Biology, Yonsei

University, College of Dentistry

Interleukin-6(IL-6) stimulate osteoclast

differentiation. 17β-estradiol, 1,25-dihy-
droxyvitamin D3( 1 , 2 5 - ( O H )2D3) and inter-

l e u k i n - 1β inhibit or stimulate osteoclast
differentiation by decreasing or increasing

the synthesis of interleukin-6(IL-6) from

stromal/osteoblastic cells, respectively.

Periodontal ligament(PDL) cells reside

between the alveolar bone and the cemen-

tum and have osteoblastic characteristics.

To estimate the effect of 17β-estradiol and
1 , 2 5 ( O H )2D3 on IL-6 production of PDL

cells, PDL cells were treated with 17β-
estradiol or 1,25-(OH)2D3 in the absence

or the presence of IL-1β. The concentra-
tion of IL-6 produced form PDL cells was

determined by enzym linked immunosor-

bent assay(ELISA). In unstimulated PDL

cells, we detected constitutive production of

IL-6 at 1st and 2nd day. IL-1β i n c r e a s e d
IL-6 synthesis at 1st day and 2nd day.

1 7β-estradiol had no significant effect on
the secretion of this cytokine, either con-

stitutively or after stimulation with IL-

1β(0.05 ng/ml). 1,25-(OH)2D3( 1 0- 8M )
decreased not only constitutive IL-6 pro-

duction but also IL-1β-induced IL-6 pro-
duction at 2nd day. These results suggest

that 1,25-(OH)2D3 may control IL-1β-
induced osteoclast differentiation by

decreasing IL-1β-induced IL-6 secretion
of PDL cells. 

Key words: 17β-estradiol, 1,25-
Dihydroxyvitamin D3 , I n t e r l e u k i n - 6 ,

I n t e r l e u k i n - 1β, Periodontal ligament cells,
Osteoclast differentiation.
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