
I. 서론

치주치료의 궁극적인 목적은 치주질환에 의

해상실된치주조직의재생과기능회복에있다.

치은염증, 치주낭형성및치아주위의지지골과

결합조직의 파괴를 야기하는 치주질환에 대한

치료개념은 새로운 이론의 도입과 분자생물학

의 발전 등으로 많은 변천을하여왔다. 다양한

치주치료와 함께 상실된 골조직을 재생시키기

위한시도들은골조직이식술1 ), 골유도재생술2 ) ,

그리고 여러 가지 성장인자의 적용3 , 4 )과 같은

방법들이실험적으로제시되어왔다.

골의 재형성은매우 복잡한과정으로서골형

성과 골흡수가 연결되어 일어나게 되고 여러

가지국소적조절인자에의해미세하게조절되

고 있는데 이 중 하나인 성장인자는 골격세포

와 비골격세포의 성장 및 분화와 기능에 영향

을 미치는폴리펩타이드로서골세포에의해생

성되고 분비되는 것으로 밝혀졌고5 - 8 ) 골기질

내에 존재하며9) 배양시킨 골세포의 세포외기

질에존재한다는보고1 0 )도있다.

이러한 성장인자는 변형성장인자( t r a n s-

forming growth factor)1 1 ), 혈소판유래성장인

자(platelet derived growth factor)1 2 , 1 3 ), 인슐

린유사성장인자(insuline-like growth factor,

I G F )1 4 ) 등이 있는데 이들은 다양한 골아세포

계열의 세포의 증식과 골아세포분화의 지표라

고 여겨지는 알칼린인산효소함량을 증가시키

는 것으로 보고되었으며1 5 - 1 7 ), 이 중 I G F - I과

-Ⅱ가골아세포에 가장 많이 존재하는 성장인

자중 하나이다1 8 ). IGF-I과 -Ⅱ는 분자량 약

7.6 kDa의 폴리펩타이드로서다양한골격세포

와 비골격세포의 대사기능을 조절하고1 9 ) 골세

포에서 I G F - I은 I G F -Ⅱ보다 약간 더 강력하

기는 하지만 거의 유사한 생물학적 활성을 가

지며구조적, 그리고기능적으로인슐린과연관

되어있는 펩타이드로서 골세포에 의해 새로이

합성되거나 골기질에저장되어있는 펩타이드

의 형태로방출되어골조직에사용되고골세포

기능을조절하는것으로알려져있다2 0 ). 

골아세포에 대한 I G F의 효과를살펴보면, 골

아세포들의 DNA 합성을 증가시키며 성숙한

골아세포의분화를촉진시키는주된역할을하

며2 1 ), 인간의 골세포, 태내백서의 두개골세포

의 배양시 세포증식을 촉진시킨다고 보고되었

고2 2 ), 제 I형교원질의발현을증가시키고분해

를 감소시킨다고보고되었다2 3 ). 또한 I G F - I은

골전구세포인 태내백서두개골세포에 대해 유

사분열을 촉진시켰다고 보고2 4 )되었으며, 골전

구세포의분화시 IGF 분비는 감소되나, 골기질
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이 형성되고석회화되는후기에다시증가한다

고 보고되었으며2 5 )신생파골세포의형성과기

존의 파골세포의 활성을촉진한다는 보고2 6 )도

있다. 

골아세포는 복잡한 발생과정을 거치는데 초

기의 골전구세포의 집결과 증식 후 성숙한 골

아세포로 분화되어 일시적인 표현형의발현이

나타난다고알려져있으며, 백서두개골에서유

래된 골전구세포인 MC3T3-E1 세포는 생체

에서의골형성과비슷한성장과정을거치게되

어, 골기질침착, 광화, 성장인자의영향, 형태의

변화와대사에관해서 MC3T3-E1 세포가 실

험모델로많이사용되어왔으며27,28) Choi 등2 9 )

의 연구에서 M C 3 T 3 - E 1세포의 골아세포로

분화시골기질단백질의발현양상에대해밝힌

바있다. 

골의 생성시 필요한 골기질은 제 I형 교원질

뿐 아니라여러종류의골기질단백질을포함하

고 있는데 이것이 다른 결체조직과 구별되는

특징이라 할 수 있으며3 0 ) 골형성은 복잡한 생

물학적 과정으로 엄격하게 조정되는 몇 가지

골기질단백질의유전자발현양상을포함하고

있고골기질단백질의표현양상은시간에따라

다르다고 보고3 1 )되고 있다. 예를 들면 세포주

기나 성장에 관련된 유전자(histone, c-fos,

c - m y c )와 세포외기질유전자(type I collagen,

f i b r o n e c t i n )가 먼저 증가한 후 o s t e o p o n t i n ,

bone sialoprotein, osteocalcin과 같은 골형성

관련유전자가 증가하므로 이들은 골아세포 분

화의표지인자로사용되고있다3 2 , 3 3 ). 골기질단

백질 중 제 I형 교원질은MC3T3-E1 세포와

같은 골전구세포가 골아세포적인 표현형을 발

현하는데반드시필요하며골기질의골격을제

공하고3 4 ) osteopontin, osteocalcin과 같은 골

형성관련유전자보다 초기에 발현된다고 보고

되고있으며3 5 ), osteopontin은골형성초기과정

에서 형성중인세포외기질에 골아세포를 부착

시키고 골흡수시 파골세포를 부착시키며 골의

석회화에 관여하여 성장중인 결정에 결합하여

결정의크기를조절하는역할을한다는보고3 6 )

도있다. 

이상의 연구들에서 골아세포의 증식과 분화

에 영향을 미친다고 알려져 있는 성장인자인

I G F - I이, 골전구세포인 MC3T3-E1 세포의

초기증식능과분화과정에서골기질단백질중

특히비교적초기에발현되고, 대부분의골기질

을 이루는제 I형 교원질과석회화과정초기에

발현된다고알려져있는 osteopontin 유전자의

발현양상에 어떠한 영향을 주는지를 관찰하고

자본실험을시행하였다. 

II. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

배양액은 alpha-minimum essential medi-

u m (α-MEM, Gibco사, 미국)을 사용하였고,
fetal bovine serum(FBS, Gibco사, 미국)을성

장 촉진제로 추가하였으며, 그 외, 유전자재조

합형 I G F - I ( G e n z y m e사, 미국), trypsin,

phosphate buffered saline(PBS), ethylene-

diamine-tetraacetic acid(EDTA),

trichloroacetic acid(TCA), [methyl-3H ]

thymidine(New England Nuclear사, 미국) ,

absolute ethanol, β-glycerophosphate 등을
사용하였다

2. MC3T3-E1 세포의배양

M C 3 T 3 - E 1세포를 취득하여 100mm 배양

접시( C o r n i n g사, 미국)에 10% FBS, 100U/ml

p e n i c i l l i n e (근화제약, 한국), 100㎍/ml strep-

t o m y c i n (동아제약, 한국)을 함유한 α- M E M
배양액에서 초기배양하여 3 7℃, 5% CO2 공기

혼합배양기( V i s i o n사, 한국)에서 유지하였다.

세포가증식되어단층밀생상태가되면 0 . 0 5 %

trypsin /0.02% EDTA를 이용하여 세포를 분

리시킨후 계대배양하고, 일주일에 두 번 배양
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약을교체해주었다. 

3 .MC3T3-E1 세포의 증식 및 DNA 합성
능 측정

세포의 수가 2 . 5×1 04c e l l s / m l가 되도록 2 4

well 배양기에 접종하고 10% FBS를 함유한

α- M E M에서 2일간배양한후, 세포 배양액을
제거하고 3% FBS를 함유한 α- M E M으로 배
양액을교체하고다시1일간배양하였다. 그후

I G F - I을 적용하지않은 군을대조군으로하고

1, 10, 100ng/ml 농도의 I G F - I을 첨가한군을

실험군으로 하여 측정 2 4시간전에 2μC i / m l

[3H ] - t h y m i d i n e을 첨가하여 세포의 DNA 합

성능을측정하였다.

[3H ] - t h y m i d i n e이 D N A내로편재되는속도

의 측정을위해서 24 well 배양기 내의세포배

양액을제거한후, 찬 PBS 1ml 씩으로두번씻

고, 5% TCA를 1ml 씩넣은후, 4℃에서 2 0분

간 방치하였다. 다시 찬 5% TCA 1ml 씩으로

두 번 세척 후 찬 absolute ethanol 1ml씩으로

두 번 씻어서실온에서 건조시켰다. 이상의 과

정을 통해 세포내로 편재되지 않은 [3H ] -

t h y m i d i n e을 제거한뒤, 500㎕의 2% Na2C O3

가 포함된 0.1N NaOH를 넣어 고정된 세포를

완전히용해시킨후, 4℃에서 3 0분간방치하였

다. 다시 이 용액을 counting vial로 옮긴 후,

5 m l의 scintillation cocktail 용액을 넣어 혼합

한 뒤 β- c o u n t e r로 방사능활성도를조사하여
그값을cpm(counter per minute)으로나타낸

후, student t-test를 시행하여통계학적 처리

를하였다.

4. 총 R N A의 추출 및 Northern blot
h y b r i d i z a t i o n

1) 세포 배양

세포의 수가 5×1 05 c e l l s / m l가 되도록

100mm 배양접시에 접종하고 상기에 기술한

방법과같이배양한후제 I형교원질을위한실

험에서는 5, 10일, 그리고 o s t e o p o n t i n을 위한

실험에서는 5, 15, 20일의 4 8시간전에세포배

양액을 제거한 세포층을 P B S로 2회 세척하였

다. 이때 성장인자의 최대의 효과를위해 배양

액을 F B S가 첨가되지않은 α- M E M으로 교체
하여2 4시간동안배양한후 1, 10ng/ml IGF-

I을 첨가한 군을 제 I형 교원질의 실험군으로,

0.1, 1, 10ng/ml IGF-I을첨가한군을 o s t e o-

p o n t i n의 실험군으로 하고첨가하지않은 군을

대조군으로하여2 4시간동안배양하였다.

2) 총 R N A의 추출

R N A를 C h o m c z y n s k i와 S a c c h i3 7 )의 방법에

따라다음과같이분리하였다. 100 mm dish의

세포층을 찬 P B S로 씻은 후 변성용액 ( G I T :

guanidinium thiocyanate)을각 d i s h당 6 0 0㎕

씩 넣어 세포를 완전히 녹였다. GIT 용액을

2 m l의 미량원침관에 옮기고 1/10 용량의 2 M

sodium acetate(pH 4.0)를 첨가한 후 동량의

p h e n o l액을 넣는다. GIT용액의 1/5 용량의

c h l o r o f o r m / i s o a m y l a l c o h o l ( 4 9 : 1 )을 넣고 1 0

초간 강하게 교반하여 1 5분 동안 얼음에 방치

한 후, 미세원심분리기로 15000 rpm에서 2 0

분간원침하여상층액약 6 5 0㎕를다른미량원

침관에옮기고같은 양의 찬 i s o p r o p a n o l로 섞

어 - 2 0℃에서 1시간 이상 방치하였다. 그 후

Proteinase K 처리를시행한다음 2M sodium

acetate(pH 4.0)를 첨가한 후 동량의 p h e n o l

액을 넣는 상기의추출 방법을한번 더 시행한

다음 침전물을 찬 알콜( 7 0 % )로 씻고, 상온에

서 1 5분 정도 방치하여 말린 후 물을 각각 5 0

㎕씩 넣어 녹였다. RNA양은 U.V 분광광도계

로 260/280 nm에서흡광도를잰후 양과순도

를계산하였다. 

3) RNA 전기영동

총R N A는 1 0㎍, 2㎕의 10 x running 완충액

[0.2 M sodium morpholino-propane sul-
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fonate(MOPS, pH7.0), 80mM sodium

acetate, 10mM EDTA(pH 8.0)], 3.5㎕의

formamide, 그리고재증류수로총 2 0μl가되도

록 하여섞은뒤 6 5℃에서1 5분간방치하였다.

얼음에서 식히고 2㎕의 gel loading 완충액

[50% glycerol, 1mM EDTA(pH 8.0), 0.25%

bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol

F F ]을 넣어 formaldehyde agarose gel 전기

영동을시행하였다.

4) Northern blot 실험

전기영동이끝나면전기영동조에서 g e l을 꺼

내어 재증류수에 몇 번 세척하여 f o r m a l d e-

h y d e를 제거하고, UV transilluminator에서관

찰하고 사진을찍은 다음 R N A의 이동을 증진

시키기위해 0.05 N NaOH에 2 0분간 g e l을 담

구어 R N A의 부분적인 수화절단을 하였다. 다

시 재증류수로 g e l을 씻고 4 5분간 20x SSC에

5 2분간담군후 agarose gel 위를덮어피펫으

로 기포를제거하였다. 랩으로 gel 주위를싸고

gel 크기와 동일한 3MM paper를 2x SSC에

적셔 덮고 3MM 종이보다 조금 작게 흡수지를

만들어올려놓았다. 이렇게층을만든후맨위

에 유리판을 얹고 5 0 0 g의 무게로누른 상태로

하룻밤동안 방치한 후, 다음날흡수지와 3 M M

종이를제거하고볼펜으로gel slot를 표시하였

다. NC membrane를6x SCC에 5분담그고상

온에서 3 0분간 말렸다. 3MM 종이 사이에 N C

m e m b r a n e를 넣고 8 0℃ 건조기에서 2시간동

안 진공 건조시킨 후 h y b r i d i z a t i o n을 시행할

때까지 d e s s i c a t o r에 보관한다. Gel 중의 R N A

가 완전히 NC membrane으로 옮겨갔는지 확

인하기 위하여 위의 g e l을 염색용액( 0 . 5㎍/ m l

of ethidium bromide in 0.1 N ammonium

a c e t a t e )에 넣어 4 5분간 흔들어 준 후 U V

t r a n s i l l u m i n a t o r로 gel 중의 R N A가 남아있는

지의여부를판정하였다. 

5) cDNA labeling 및 분리

c D N A는 random primed DNA labeling kit

를 사용하여 다음과 같이 label 하였다. 500㎕

용량의미량원침관에변성시킨 2 5 n g의 c D N A ,

반응혼합액2㎕, 5㎕의 [α-3 2P] dCTP 그리고

K l e n o w효소(2 units/㎕) 1㎕를 넣고 최종 용

량이 2 0㎕ 되도록재증류수로 채운 다음 3 7℃

에서 3 0분간 반응시킨 후 0.5M EDTA(pH

8.0) 1㎕를 넣어 반응을 중지 시킨다. 이 반응

액을 Sephadex G-50이 채워져 있는 s p u n -

c o l u m n을 이용하여 gel filtration chromatog-

r a p h y를 시행하여 l a b e l된 c D N A와 유리 [α-
3 2P] dCTP를 다음과같이분리하였다. 1ml 용

량의 1회용주사기의앞부분을Whatman 종이

와실리콘처리된glass wool로막고, 상온에서

STE 용액(0.1 M NaCL, 10 mM Tris-Cl,

1mM Edta, pH8.0)에 미리 팽창시켜 놓은

Sephadex G-50을 주사기에 넣어 1,600x g

로 4분간 원침하였다. Gel의 부피가 0.9 ml될

때까지 Sephadex G-50을 반복 충진하였다.

마지막으로 1 0 0㎕의 S T E용액으로 c o l u m n을

통과시켜같은양이나오는지를확인한다. 이렇

게 준비한 c o l u m n이 위와 같이 반응시킨

cDNA 혼합액을붓고같은속도로원침해서통

과된 c D N A를 얻는다. Spun-column을 통과

시키기 전후의 액 중에서 2㎕씩 취해 β
c o u n t e r로 측정한후 labeling 정도와 s p e c i f i c

a c t i v i t y를 계산한다.

6) Hybridization과 자가방사법
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Table 1. Effect of IGF-I on DNA synthetic
activity by MC3T3-E1 cells in the
presence of 3% fetal bovine serum

IGF-I (ng/ml) DNA Synthetic Activity(CPM×

1 05)

0 2 . 5±0 . 0 6

1 5 . 9±0 . 3 6*
10 5 . 6±0 . 3 6*
100 6 . 6±0 . 2 2*



NC membrane을 prehybridization 하기전

에 한 번 더 8 0℃에서 2시간동안 진공상태에

서 건조시킨다. NC membrane을 4 2℃의

prehybridization 용액 [50% formamide, 2x

SSC, 0.05 M sodium phosphate 완충액( p H

6.5), Denhardt`용액(0.02% polyvinyl

pyrrolidone (MW,4000), 0.02% BSA,

0.02% Ficoll 400), 1% SDS, 100㎍/ml heat

denatured salmon sperm DNA]을NC cm2 당

0.2 ml를 넣고 1시간 동안 4 2℃에서 p r e h y-

b r i d i z a t i o n을 시행한다. prehybridization이끝

난 후 여기에 제조된 probe (1x109c p m /㎍

c D N A )를 1 0 0℃에서 5분간 변성시킨 후 넣고

넣고재 봉합한후 4 2℃에서하룻밤동안 충분

히 반응시킨다. Hybridization이 끝난 후 N C

m e m b r a n e을 꺼내어 2 0 0 m l의 0.1% SDS가

포함된 2x SSC 용액으로 1 0분씩 3회 세척한

다. 그 후 5 0 0 m l의 0.1% SDS가 포함된 1 x

SSC 용액으로 6 5℃에서1 5분마다NC mem-

b r a n e을 뒤집어 주면서 4 5분 동안 세척한다.
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Figure 1. Time- and dose-response effect of 1, 10 ng/ml of Insulin-like growth factor-I on the expression of
type I collagen mRNA in MC3T3 -E1 cell culture. Cells were seeded at 5×1 05 cells in 10 ml of α-MEM con-
taining 10% fetal bovine serum, 10 mM β-glycerophosphate and cultured for 5, 10 days. Before 48 hours of
indicated time, media were changed to serum free media. After incubation for 24 hours, indicated amount of

IGF-I were added. Northern blot analysis were performed as described in materials and methods.

Figure 2. Time- and dose-response effect of 0.1, 1, 10 ng/ml of insulin-like grwoth factor-I on the expres-
sion of osteopontin mRNA in MC3T3-E1 cell culture. Cells were seeded at 5×1 05 cells in 10ml of α- M E M
containing 10% fetal bovine serum, 10 mM β-glycerophosphate and cultured for 5, 15, 20 days. Before 48
hours of indicated time, media were changed to serum free media. After incubation for 24 hours, indicated

amount of IGF-I were added. Northern blot analysis were performed as described in materials and methods.
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S
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NC membrane를Whatman 3MM 종이위에서

건조시켜 랩으로 싼 후 intensifying screen이

붙은 X-ray cassette에 넣고, -70℃에서 며

칠둔후현상한다. 

III. 결과

1) DNA 합성능에 미치는 효과

전반적으로 MC3T3-E1 세포의 DNA 합성

능이대조군에비해실험군인 IGF-I 적용군에

서는 증가한 양상을 보였고, IGF-I의 농도별

투여시 1ng/ml IGF-I 적용군보다 1 0 n g / m l

IGF-I 적용군이 약간의 감소 경향을 보이며

100ng/ml IGF-I 적용군이 가장 증가한 양상

을 나타내었다. 각 실험군은 대조군에 비해 통

계학적 유의성을 나타내었다( p < 0 . 0 5 ) ( T a b l e

1 ) .

2) 제 I형 교원질mRNA 발현에 대한 효과

시간의 경과에 따라 대조군에서는 제 I형 교

원질 m R N A의 발현이 5일째와 1 0일째에서비

슷한 발현 양상을보였으나, 실험군에서는 5일

째가 1 0일째보다다소 높은 발현 양상을 보였

다.

I G F - I의 농도 변화에 따른 발현양상은 5일

째의 경우 대조군에 비해 1ng/ml IGF-I의 투

여시증가한발현양상을, 10ng/ml IGF-I 투여

시 약간의감소된양상을보였고, 10일째의경

우 대조군에 비해 실험군이 모두 낮은 발현양

상을나타내었고 I G F - I의 농도에따라서는별

차이가없었다(Figure 1).

3) osteopontin mRNA 발현에 대한 효과

osteopontin mRNA 발현이시간경과에따라

대조군에서는 5일째에도 발현이 있었으나 2 0

일군에서가장증가된양상을보였고, 실험군에

서는 전반적으로 5일째보다 1 5일째에서 증가

하여가장높은발현양상을보였으며 2 0일째에

서 감소하였으나 5일째보다는 여전히 높은 발

현양상을보였다. 

실험군에서 I G F - I의 농도변화에 따른 발현

양상은 각 해당일에서 전반적으로 별 차이가

없었다(Figure  2).

IV. 고찰

치주치료는 파괴된 연조직과 경조직을 파괴

전 원상태로재건시키고복원시키는것이라할

수 있으며치주조직의재생은치주질환으로인

해 상실된부착기구들이 신생골, 신생백악질과

함께새로운치주인대섬유가기능적으로삽입,

배열되어 재형성된 상태를 말하는데 이 중 치

주질환으로 상실된 골조직을 재생시키기 위해

성장인자의적용등을비롯한여러가지방법들

이제시되어왔다. 본실험은폴리펩타이드계성

장인자 중 하나인 I G F - I이 골전구세포인

MC3T3-E1 세포의초기성장과정중 DNA 합

성능과 골기질단백질인 제 I형 교원질 및

osteopontin 표현형의 발현에 어떤 영향을 주

는가 알아보기 위해 I G F - I을 투여한 후 D N A

합성능을 관찰하고, 제 I 형 교원질과 o s t e o-

pontin cDNA를 사용하여 northern blot

a n a l y s i s를시행하였다.

MC3T3-E1 세포의 성장과 분화과정중 골

아세포적인 표현형의발현에 대한 연구2 9 )에서

골기질단백질의발현양상은일련의성장과정

중, 4-10일의 성장기에는 histone H3, H4,

ribosomal protein S6과 같은 세포주기관련유

전자가증가하며 1 0 - 1 6일의 골기질단백질형

성 및 성숙기에는제 I형교원질의발현과생합

성, fibronectin, TGF-β1, osteonectin의 발현
이높으며1 6일에최대치를나타낸다고보고하

였으며1 6 - 3 0일의석회화기에는 n o d u l e의 형

성과 o s t e o c a l c i n의 발현이높으며o s t e o c a l c i n

은 2 8일경까지그발현양상이증가한다고보고

하였다. Quarles 등3 8 )은 MC3T3-E1 세포는

생체에서의 골형성과비슷한 골아세포의 성장

과정을 거치게 되는데 골전구세포의 증식기인

3 9 4



1일- 1 0일 이후에성장은 중지되고 성숙한 골

아세포의 특징적인 일련의 발현양상이 나타나

며 1 0일 이후의 인산효소활성과 1 4일에서 2 1

일사이에 일어나는 골기질축적, 21일 이후 나

타나는 o s t e o c a l c i n의 발현, 25일 이후 결과적

인 석회화현상이 일어난다고 보고하였다. 이와

같이 M C 3 T 3 - E 1세포는 골과 유사한 광화된

세포외기질을 합성하면서 정상적인 일련의 골

아세포성장과분화과정을거치게되어생체에

서 야기되는 골형성 과정과 유사한 과정을 나

타내므로 MC3T3-E1 세포를 본 실험에사용

하였다.

골의 재형성은 골흡수와 신생골 합성과정이

합쳐져서 일어나는 과정으로 골기질에포함되

어 있거나 골흡수중 방출되는 폴리펩타이드계

성장인자가 부분적으로 관여하며5 , 6 ) 이 중

I G F - I과 -Ⅱ가 여러 성장인자중의 하나이

다.36) 그런데 I G F의 정확한 기능은 아직 명확

하게밝혀져있지않으나다양한골격세포와비

골격세포의 대사기능을 조절하고1 9 ), 골전구세

포들의증식을촉진시키고교원질합성과골기

질 축적을 증가시키며2 0 ), 골체적의 유지와 골

아세포적 표지인자의 발현에 중요하다는 보고
3 9 )들을 살펴보면 I G F - I은 골조직의 세포활동

에 중요한 역할을 하며 골의 재형성에 중요한

조절인자로작용할것으로사료된다.

I G F - I은 Spencer 등4 0 )의 실험에서 쥐에게

1 4일동안지속적으로주입했을때피질골과망

상골형성이증가되었고, Amman 등4 1 )은 I G F -

I을 6주간투여하여쥐의골광밀도가증가함을

관찰하였고, Kalu 등4 2 )은 5주간 쥐에게 매일

I G F - I을 피하주사한결과장골에서칼슘과골

체적의 소실을 부분적으로 방지할 수 있음을

관찰함으로서 I G F - I의 시험관적 실험과 일치

한다고보고하였고, Linkhart 등4 3 )은 I G F - I이

생체실험에서 골형성에 대해 촉진효과를 가지

는 것이라고 보고하였다. Hurley 등4 4 )의 보고

에 의하면 외부에서 투여한 I G F - I만으로는

M C 3 T 3 - E 1세포의증식을촉진하지못했으며

이와 비슷한 결과가 Hakeda 등4 5 )에 의해서도

보고되었는바그 원인은내인성 I G F - I의 생성

양이너무크기때문에외인성I G F - I의투여가

더 이상의 효과를 나타내지 못하기 때문인 것

으로 설명하였다. 이와는 대조적으로 외인성으

로 투여된 I G F - I이 골아세포의증식을직접적

으로 자극했고4 6 ), 시험관적 실험에서 분화된

골아세포의 기능의 발현을 촉진했다는 보고
1 1 , 4 7 )도있어서로상반된견해를보였다. 

I G F의 세포증식에 관한 연구에 대해 살펴보

면, Canalis 등1 4 )은 쥐의 두개골세포배양에

I G F - I을 투여하여 DNA 합성을 측정해 본 결

과 0 . 1 - 1 0 0 n M의 농도에서 DNA 합성이 증가

하였다고 보고하였고, Hock 등4 8 )은 백서 두개

골세포 배양시 I G F - I은 골아세포보다 골전구

세포에서 더 많은 증식 효과를 나타내어 분화

도가미미할수록 I G F - I의 효과가크다고보고

하였고, McCarthy 등2 3 )은 백서두개골의 배양

에서1 0 - 1 0 0 n M의 I G F - I의투여시농도가증

가함에 따라 DNA 합성능이 증가되었으나 골

아세포의배양시에는유의할만한 DNA 합성능

의 증가를 나타내지 않았다고 보고하였고,

Wergedal 등4 9 )은 인간의 골아세포에 1, 10,

1 0 0 n g / m l의 I G F - I의 투여시농도가증가함에

따라 DNA 합성능이 증가한다고 보고하였다.

본 실험에서는 MC3T3-E1 세포의 초기 성장

과정중1, 10, 100ng/ml IGF-I이농도별로세

포증식에 미치는 영향을 DNA 합성능을 측정

해본결과, 대조군에 비해모든 IGF-I 적용 실

험군에서 DNA 합성능이 상당히 증가한 양상

을 보였는데 이는 앞서 서술한 연구들과 유사

한 결과를나타내며, 궁극적인 골의 형성은 골

아세포의 증식, 분화, 그리고 석회화되는 일련

의 과정이지만 M C 3 T 3 - E 1세포의 활발한 초

기 증식기에 I G F - I의 투여가 DNA 합성능을

증가시킴은 I G F - I이 골아세포의 초기 증식과

정을 촉진시킴으로서 궁극적인골형성에 많은

영향을끼칠것으로사료된다.

골조직에는대부분의골기질을제공하는제 I
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형 교원질 이외에도 많은 비교원성 단백질이

포함되어있어서다른결체조직과구분된다2 6 ).

골아세포의특징적인유전자발현양상은높은

알카린인산효소, osteopontin, osteocalcin의

발현인데 이들이 골아세포의 분화시 나타나기

때문에 골아세포적인 표현형의 분화지표라고

알려져있다3 2 ). Marcus 등5 0 )은 골아세포를배

양했을 때 특징적인 일련의 기능적 활성을 나

타내는 골형성의 지표를 제시했는데, 먼저

f o s - J u n과 같은유전자가나타난후 제 I 교원

질이 출현하며, 알카린 인산효소의 출현 후,

o s t e o p o n t i n과 같은 여러 골기질 단백질이 나

타나고 그 중 o s t e o c a l c i n이 가장 늦게 나타나

므로골아세포의최종분화를의미한다고보고

하였다. 이중 o s t e o p o n t i n은 칼슘, hydroxya-

patite 및 교원질에 강하게 결합하는 4 4 k D의

인산화된 당단백질인데 그 기능은 아직 잘 모

르지만 섬유아세포와 골아세포의 부착을 촉진

한다고보고되고있고51), 골전구세포에의해합

성되는것으로밝혀졌다5 2 ).

Hock 등4 8 )은 백서두개골배양시 1-100 nM

의 I G F - I을투여시골기질과교원성단백질합

성을 45-50% 증가시켰다고 하였고 ,

McCarthy 등2 3 )의 백서두개골 배양시 10 nM

IGF-I 투여에서최대의교원질합성증가를보

인 결과와 골아세포배양시 100 nM에서 최대

의 교원질 합성 증가를 보인 결과를 보고하였

고, Pfeilschifter 등1 1 )의 백서두개골배양시 1 ,

10 nM IGF-I 투여시 골기질축적을 증가시켰

다는결과를보였다. Wakisaka 등5 3 )은쥐의장

골에 1 4일간매일 5 0 n g의 I G F - I의 투여가제

I형 교원질의 합성을 증가시켰다고 보고했으

며, Chihara 등5 4 )은 M C 3 T 3 - E 1세포를 모델

로 골의형성과흡수시성장호르몬이 I G F - I과

IGF binding protein의 생성을 촉진시켜 알칼

린인산효소와 제 I형 교원질의 합성을 증가시

킨다고보고하였고, Jonsson 등5 5 )은인간의골

아세포배양시0.1ng/ml IGF-I 이상의농도에

서 제 I형 교원질의 합성을증가시켰다고 보고

하였다. 이상의연구들을바탕으로 I G F - I은 여

러조직및 세포의다양한농도에서 골 형성 과

정의 초기에대부분의기질로서 제공되는제 I

형 교원질 합성을 증가시키는 것으로 알려져

있으나, 본 실험에서는MC3T3-E1 세포의성

장 과정중 I G F - I의 제 I형 교원질m R N A의 발

현 증가는 미미한 것으로 나타났는데 이는 조

직배양과 세포배양, 세포 종류, 실험방법, 세포

배양의 시기등 여러 가지 차이로 인한 결과로

사료되며, Hock 등4 8 )은 백서두개골 조직배양

에서 I G F - I이 직접적으로 골아세포의 분화를

촉진함으로서 골기질 합성의 증가가 이루어진

다고 하였고, Choi 등2 9 )은 M C 3 T 3 - E 1세포는

성장과 분화과정에서 제 I형 교원질의 발현이

전반적으로높게나타난다고하였고특히1 1일

째에 많이 발현되고 그 이후에는 초기 배양시

와유사하게나타난다고보고하였다. 이상의연

구 결과로미루어볼때 세포의배양기간이 5일

과 1 0일째의 세포 증식기에 국한시켜 세포의

분화과정의 시작전에서는 외부 투여한 I G F - I

만의 효과를 살펴보았을 때 제 I형 교원질

m R N A의 발현 증가는 미미한 것으로 나타나

향후 세포의더 오랜 기간의배양을통하여어

느시기에제 I형교원질m R N A의 증가가나타

나는 가는 더 많은 연구가 필요하리라고 사료

된다.

O s t e o p o n t i n은 그 펩티드 구조상으로 G l y -

A r g - G l y - A s p - S e r ( G R G D S )의 독특한 염기

배열을 가지는데 이것은세포 표면의 I n t e g r i n

과 상호작용하여세포부착, 세포이주, 세포상

호간 신호 전달을 매개하는 것으로 알려져 있

고, Roach 등5 6 )은 석회화 되기전에 o s t e o-

p o n t i n과 Bone sialoprotein이 발견되는데 이

는 골의 석회화 개시에 필수적이며 B o n e

s i a l o p r o t e i n이 crystal nucleator로 작용한다

고 보고하였다. 본 실험에서 o s t e o p o n t i n

m R N A의 발현양상은 대조군에서 5일째에 비

해 2 0일째 최대의 발현양상을 보이는데 이는

Stein 등3 1 )의 보고와 일치하고, IGF-I의 농도

3 9 6



에 따른 osteopontin mRNA의 발현양상은 1 5

일째에대조군에비해모든실험군에서m R N A

발현이 증가된 양상을 보였다. MC3T3-E1세

포에서의골의형성은골아세포의성장을거쳐

그 분화의 과정을 반드시 거쳐야하는데 이때

여러 골기질단백질의 출현과 2 5일경에서부터

궁극적인 석회화가시작된다. 이세포의정상적

인 분화과정에서는내인성 I G F - I의 분비가서

서히증가하여 2 5일경에최대로증가한양상을

보고한연구5 7 )에서 I G F - I은 M C 3 T 3 - E 1세포

의 분화과정에서 이 시기에 어떤한 역할을 하

리라고생각된다. 본 실험에서는세포증식과정

인 5일째에도osteopontin mRNA의발현이약

간의 증가를 보여 I G F - I이 세포의 분화를 더

촉진시킬 수 있다는 결과를 보이며 특히 1 5일

째에는 대조군에 비해 I G F - I에 대한 o s t e o-

pontin mRNA 발현의 효과가 상당히 증가한

양상을보이며2 0일째에는오히려약간감소한

것으로 나타나, 외부 투여한 I G F - I이 o s t e o-

pontin mRNA의 발현 시기를 더 단축시키는

것으로사료된다.

생체실험에서 rat femur내에 매일 2 5 n g의

IGF-I 투여시와, 시험관실험에서 5 0 n g / m l

I G F - I이 bone marrow stromal cell에 대해

알칼린인산효소, osteopontin mRNA의발현을

증가시킴으로서 외인성 I G F - I의 효과에 대한

보고5 8 )와 함께, Wakisaka 등5 3 )도 이와유사한

결과를얻었으며 I G F - I의 국소적발현의감소

로 인해 o s t e o p o n t i n과 같은 골기질단백질의

발현 감소로 인해 골의 생성이 감소할수 있다

고보고하였고, Tanaka 등5 9 )은골의외상후와

골흡수의 증가시 IGF-I 농도의 감소로 보아

I G F - I은 골아세포의 발육과 골형성에 밀접한

연관이있다고하였다. Suva 등6 0 )은 쥐의장골

에 대한 외상후 골의 재형성시 나타나는 유전

자 발현의연구에서 4 - 1 0일째 제 I형 교원질,

6일째알칼린인산효소, 5-10일째 I G F - I이 최

고로 발현되며, osteopontin은 전반적로 높게

나타났으며, osteocalcin은 6 - 8일전까지는매

우미미하게발현된다고보고하였다.

본 실험은 M C 3 T 3 - E 1세포의 성장과 분화

과정에서 I G F - I의영향을알아본결과초기증

식과정에서외부투여한 I G F - I의 DNA 합성능

증가 효과를보였고, 세포의 배양기간 5, 10일

째에제 I형교원질m R N A의 발현은세포의분

화과정전에는외부 투여한 I G F - I만의 효과를

살펴보았을때제 I형교원질m R N A의 발현증

가는 미미한 것으로 나타났으며, osteopontin

m R N A의 발현은 1 5일째에 I G F - I에 대한

osteopontin mRNA 발현의 효과가 상당히 증

가한 양상을 보이며 2 0일째에는 오히려 약간

감소한 것으로 나타나, IGF-I은 M C 3 T 3 - E 1

세포의 증식과 분화 과정에 많은 영향을 미치

며 향후 더 자세한기전을밝히기위해서는 세

포내에서 자체적으로 분비되는 I G F - I과 병행

하여 향후 더 많은 연구가뒷받침되어야 할 것

으로사료된다.

V. 결론

치주질환으로상실된치주조직을재생시키기

위한 방법으로 폴리펩타이드계 성장인자의 적

용이 실험적으로 최근 많이 시도되고 있는데

이 중 하나인 I G F - I을 이용하여 배양된

MC3T3-E1 세포에 농도별, 시간별로 주입하

여 I G F - I이 이들 세포의 초기 성장과정에서

DNA 합성능과 대부분의 골기질로 제공되는

제 I 형 교원질, 그리고 석회화과정 초기에중

요하다고알려진osteopontin mRNA의발현에

어떠한영향을미치는지알아보고자본 실험을

시행하였다.

골아세포인 M C 3 T 3 - E 1세포의분화 주기라

고알려져있는약 1개월의기간중 3일간배양

한 세포에1, 10, 100ng/ml IGF-I을투여하여

세포의DNA 합성능을측정하고, 5, 10일간배

양한 세포에 1, 10ng/ml의 I G F - I을 투여하여

제 I형 교원질 cDNA 및 5, 15 15일간 배양한

세포에 01, 1, 10ng/ml의 I G F - I을 투여하여

osteopontin cDNA을 사용하여 northern blot

3 9 7



h y b r i d i z a t i o n을 시행하였으며 각각의 기간동

안배양한세포에서 I G F - I을 투여하지않은군

을대조군으로하고 I G F - I을 투여한군을실험

군으로 하여 I G F - I의 투여 후 2 4시간동안배

양하여아래와같은결과를얻었다.

세포의DNA 합성능측정실험에서는대조군

에비해모든 IGF-I 적용군에서상당히증가한

DNA 합성능을 보였으며, IGF-I의 투여 농도

별 비교시1ng/ml IGF-I 적용군보다 1 0 n g / m l

IGF-I 적용군에서약간의감소된양상을, 그리

고 100ng/ml IGF-I 적용군에서 가장 높은

DNA 합성능을보였고, 대조군에비해모든실

험군에서통계학적유의성을보였다.

제 I형 교원질 mRNA 발현 실험에서는 시간

의 경과에따라 대조군에서는 5일째과 1 0일째

에서 비슷하게 강한 발현 양상을보였으나, 실

험군에서는 5일째가 1 0일째보다 다소 높은 발

현 양상을 보였다. IGF-I의 농도 변화에 따른

발현양상은 5일째의 경우 대조군에 비해

1ng/ml IGF-I의투여시약간증가한발현양상

을, 10nM IGF-I 투여시약간의감소된양상을

보였고, 10일군의 경우 대조군에 비해 실험군

이 모두 낮은 발현양상을 나타내었고 두 농도

간발현양상의차이는미미하였다.

Osteopontin mRNA 발현이 시간경과에 따

라 대조군에서는 5일째에도 발현이 있었으나

2 0일군에서 가장 증가된 양상을 보였고, 실험

군에서는 전반적으로 5일째보다 1 5일째에서

증가하여가장높은발현양상을보였으며2 0일

째에서 감소하였으나 5일째보다는 여전히 높

은발현양상을보였다. 각실험군에서 I G F - I의

농도변화에따른발현양상은각 해당일에서전

반적으로별차이가없었다.

결과적으로 I G F - I은 MC3T3-E1 세포의성

장과 분화과정중 초기 성장과정에서 DNA 합

성능을 증가시키는 경향을 나타내었고, 제 I형

교원질m R N A의 발현증가에는미미한영향을

보였으며, osteopontin mRNA의 발현에는 1 5

일째에 높은 발현을 나타내어 그 발현 시기를

단축시켰다.
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In s u l i n -Like Growth Fa c-

tor-I Effects on the Pr o-
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and Bone Matrix Pr o t e i n

Gene Expression of 

MC3T3-E1 Cell 

Dong-Sik Lee, Jae-Mok Lee, Jo-Young
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Department of Periodontology, School of

Dentistry, Kyungpook National University

The purpose of this study is to evaluate

the effect of IGF-I for DNA synthetic

activity and the mRNA expression of bone

matrix protein, type I collagen and osteo-

pontin in prolifetation and differentiation of

MC3T3-E1 cells. To evaluate DNA syn-

thetic activity, cells were seeded at 2 x 104

cells/ml in 24 well plates and to evaluate

mRNA of type I collagen and osteopontin

cells were seeded at 5 x 105 cells/ml in

100mm culture dishes. These cells were

cultured in alpha-minimum essential medi-

u m (α-MEM) containing 10% fetal bovine

serum at 37℃, 5% CO2 incubator. For DNA

synthetic activity test 1, 10, 100ng/ml IGF-

I were added to the cells which had been

cultured for 3 days before 24 hours. For

type I collagen mRNA expression 1,

10ng/ml IGF-I were added to the cells

which had been cultured for 5, 10 days and

for osteopontin mRNA expression 0.1, 1,

10ng/ml IGF-I were added to the cells

which had been cultured for 5, 15, 20 days.

Cell proliferaton was measured by the

incorporation of [3H]-thymidine into DNA

and expression for type I collagen and

osteopontin were measured by northern

blot analysis.

The results were as follows :

DNA synthetic activity were generally

higher in experimental group than control

group. Expressions of type I collagen

mRNA were higher at 5 day group and

much lower at 10 day group in the control

groups. In the experimental groups, mRNA

expressions were slightly increased when 1

ng/ml IGF-I were added to 5 day group and

decreased in all experimental 10 day

groups. Expressions of osteopontin mRNA

were higher at 20 day groups and lower at

15 day groups than the control groups. In

the experimental groups, mRNA expres-

sions were incereased when 0.1, 1 ng/ml

IGF-I were added to 5 day group and in all

the 15 day groups, but decreased when 0.1,

1, 10 ng/ml IGF-I were added to 20 day

g r o u p s .

IGF-I stimulated DNA synthetic activity

of MC3T3-E1 cells during proliferation

stage significantly, did not greatly changed

effects on type I collagen mRNA expression

and stimulated osteopontin mRNA expres-

sion at 15 day especially. 

In conclusion, we suggests that IGF-I

have a tendency of stimulation effect of

DNA synthetic activity but do not stimulate

type I collagen mRNA in proliferation stage

of MC3T3-E1 cell cultures, and stimulate

osteopontin mRNA in differentiation stage
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of MC3T3-E1 cell cultures.
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