
I. 서론

치주 치료 중 골 재생 술식의목표는치주질

환으로 야기된 골 결손부에 새로운 골 성장을

촉진시키는것이다. 최근 조직형성을유도하는

적절한 생물질을 이용하여 동일한 생체조직을

만들고자하는새로운접근으로조직공학은다

양한 흡수성 기질에 분주된 세포를 배양하여

형성된조직을의미한다. 이런조직공학의주된

목적은이식 가능한생활 조직을 in vitro 환경

에서 만드는 것이다. 골조직과 연조직에 대한

기질로는 합성 및 천연 인산칼슘, polylactic

a c i d와 같은다양한합성물을비롯하여교원질,

섬유소, 키토산 같은 천연 중합체등이 이용된

다1 - 8 ). 

키틴은자연계에서풍부한천연 생고분자로

서 새우나 게와 같은 갑각류의 외골격을 이루

는 주성분이며, 진균류나 곰팡이 또는 효모의

세포벽의주성분을구성하고있는매우안정된

다당류이다9 ). 키토산(1-4, 2-amino-2-

d e o x y -β- D - g l u c a n )은 키틴을 고온의 강알
칼리로처리하여측쇄(side chain)를 탈아세틸

화하고 아민화하여 정제한 탄수화물이며

800-1500 Kd 고분자로서 hyaluronic acid와

비슷한 구조이다1 0 ). 키토산은 신체 조직과 유

사한 글루코즈아민 결합으로 생체적합성이 우

수하며, 생분해되며독성이없으며금속이온을

킬레이트화하고1 1 ), 용액, 분말, 박편, 겔 및 얇

은 필름 형태로 공급되고 특이한 화학구조와

생물학적인성질로인하여다양한분야의생체

재료로이용되고있다.

키토산은항섬유아세포 작용때문에피부 창

상 치유에도움이되며1 2 ) 사람의구강내 상처

에 키토산을 적용하여 치유를 촉진시킬 수 있

다는보고가있다. Sapelli 등1 3 )은 치주낭, 구개

부 상처 및 발치창의 치유에키토산분말을이

용하여 만족할 만한 임상적 결과를 얻었음을

보고하였다. 키토산은생체 재료로서 화상부위

를 보호하면서 신생 조직의 재생 촉진의 목적

으로인공피부재로이용되며기계적강도가우

수하고물질의투과조절이용이하므로생체흡

수성봉합사로서도활용성이크다. 키토산은배

양피부의진피를만드는데교원질과함께이용

되기도한다1 4 ). Muzzarelli 등1 5 )은치주결손부

에 chitosan ascorbate 겔을적용한결과 치주

조직 재생의대체물로 제공할수 있고 조직 재

생의효과를증진시켜임상적으로좋은결과를

보였고, 발치와및 근단절제술후의골 결손부

에 적용한 결과 정상적인 골 형성이 촉진됨을

보고하였다.
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골 이식재가 성공적이기 위해서는 골아세포

의 부착 및 성장에 적절한 발판으로 작용되어

야 한다. 또한 최근 조직공학적 연구가활발해

지면서 기질로 사용할 수 있는 합성물에 대한

연구들이이루어지고있으며합성물에대한세

포 부착에관한 정보를명확히하는 것이 생명

공학, 인공장기 등의 연구에도 중요하다. 세포

의 부착, 증식, 형태 및 기능적변화는 호르몬,

성장인자 등과 같은 생체 성분과 합성물 표면

의 생화학적특성에의해달라질수 있다. 골세

포에 대한 키토산의 효과를 관찰하기 위하여

Klokkevold 등1 6 )은 키토산을세포배양접시에

피복하여백서의두개관세포를배양한결과키

토산이골전구세포의분화를돕고골조직형성

을 촉진한다 하였고 김 등1 7 )은 배지내 키토산

이 치주인대세포와 두개관세포의 알칼리성 인

산분해효소 활성도 및 두개관세포의 골 결절

형성을증가시켰다고하였다. 

이상과 같이 자연에서 쉽게 이용할 수 있는

이식재중 하나인키토산을이용한동물실험이

나 임상적적용이이루어지고있지만키토산이

세포에 미치는 작용은 아직 분명하지 않으며

이에 대한 연구는 드물다. 이에 본 연구에서는

키토산이 치주인대세포의 부착, 증식, 형태 및

기능에미치는영향을관찰하여향후치주조직

재생에응용하고자하였다.

II. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

1) 배양접시내 키토산 피복처리

0.1% 초산에키토산을각각 0.02, 0.2, 2 ㎎/

㎖의 농도로용해시킨후 96-microwell plate

(Nunc, Denmark)에 35 ㎕, 24-microwell

plate (Costar, USA)에 60 ㎕씩 넣고 초산의

산성을 휘발시키기 위해 자외선 하 배기기 내

에서하루동안두어건조하였다. Phosphate-

buffered saline (PBS ; Sigma, USA)으로 1

회 세척한다음 다시 자외선하 배기기내에서

건조시켰다. 키토산은평균분자량이 400 KDa

이고(주)자광으로부터제공받았다.

2) 치주인대세포의 배양

성인에서교정치료를위해 발거된제 1 소구

치와제 3 대구치를발거직후 P B S로 3회세척

했다. 큐렛이나 1 5번 외과용 수술도를 이용하

여치근중간1/3 부위의치주인대조직을얻은

후 2% 항생제(100 U/㎖ ampicillin, 100 ㎍/㎖

streptomycin (Gibco, USA))가 함유된 P B S

로 5회세척하고약 1 x 1 x 1 ㎣ 크기로세절

한 후 35 ㎜ 세포 배양접시( N u n c , D e n m a r k )

에 5 ∼6 개조각을배지첨가없이30 분동안

이산화탄소배양기내에두었다. 조직이배양접

시에 부착되면 1% 항생제와 10% 우태아혈청

(FBS ; Gibco, USA)이 함유된 D u l b e c c o ' s

modified Eagle's medium (DMEM ; Gibco,

U S A )을 첨가하였고 다음날 배지를 교환하고

그후로는3 일마다교환하였다. 

약 20 ∼30 일후조직으로부터성장된세포

가 밀생에 도달하면 P B S로 세척한 후 0 . 0 5 %

trypsin/0.53 mM EDTA (Gibco, USA) 1 ㎖

를 첨가하여 37 ℃, 5% 이산화탄소 배양기내

에 5분간두었고, 세포가 배양접시로부터 분리

되면 10% FBS가 함유된 DMEM 배지 1 ㎖를

첨가한후 1000 rpm에서 10 분간원심분리하

고 세포만을모아계대 배양하여 4 ∼7 세대의

세포를실험에사용하였다.

2. 실험방법

1) 세포 부착도 및 부착세포활성도 측정

계대배양한치주인대세포를0.02 ∼ 2 ㎎/㎖

농도의 키토산이 피복된 96-microwell plate

에 1 X 104 세포 밀도로 분주하고 37 ℃, 5%

이산화탄소 배양기 내에서 배양하여 0.5, 1.5,

3, 6, 24 시간 후 도립 위상차 현미경( O l y m-

pus, Japan) 하에서 세포의부착 및 형태 변화
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를 관찰하고 사진 촬영하였다. PBS로 2 회 세

척 후 0.05% trypsin/0.53 mM EDTA로처리

하여부착된세포를배양접시로부터분리한다

음 0.4% trypan blue (Gibco, USA)로염색한

후 hemocytometer (Marienfeld, Germany)

를 이용하여 광학현미경 하에서 세포 수를 세

었다. 

세포 활성도평가를위한 MTT 검사를 시행

하였다. 각 well 당 배지 양의 1/10 인 20 ㎕

MTT (Dimethyl thiazol-2-YL-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide, Sigma, USA)

를 첨가하여 37 ℃, 5% 이산화탄소 배양기내

에서 3 시간 배양한 후 M T T용액을 제거하였

다. DMSO (Dimethyl sulfoxamide, Sigma,

USA) 50 ㎕를첨가하여fumazon 결정을녹였

고 ELISA 판독용 immunoplate (Nunc, Den-

m a r k )에 옮긴 후 ELISA reader (EmaxⓇ

precision microplate reader, Molecular

Devices Corp, USA)를 이용하여 630 nm을

기준으로 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

키토산이함유되지않은용매만을피복한경우

의검사액을대조군으로하였다.

2) 세포 증식 및 세포 활성도 측정

계대 배양한 치주인대세포를 키토산이 처리

된 96-microwell plate에 1 X 104 세포 밀도

로분주하고배양하였다. 3 일간격으로배지를

교환하였으며 배양 후 2, 7 일에 세포 수를 산

정하고MTT 검사를 통하여세포 활성도를측

정하였다. 

3) 알칼리성 인산분해효소 활성도 측정

계대 배양한 치주인대세포를 키토산이 처리

된 96-microwell plate에 1 X 104 세포 밀도

로 분주하고 37 ℃, 5% 이산화탄소 배양기내

에서 배양하였다. 배양 4 일과 7 일 후에 배지

를제거하고P B S로세척한후 0.1% Triton-X

100 (Sigma, USA) 50 ㎕를첨가하여 37 ℃에

서 20 분간 세포를 용해시켰다. 40 ㎕ 표본에

alkaline phosphatase buffer (Sigma, USA)를

첨가하여 405 nm에서 1 분과 2 분 후 p - N P P

(p-nitrophenyl phosphate)의비색반응을측

정하여효소활성을산출하였다. 

4) 석회화 결절 수의 측정

키토산이 0 . 0 2∼2 ㎎/㎖ 농도로처리된 2 4 -

microwell plate에치주인대세포를 3 X 104 세

포 밀도로 분주하고 석회화 결절 형성을 유도

하기 위하여 50 ㎍/㎖ ascorbic acid (Sigma,

USA), 10 mM β-glycerophosphate (Sigma,
USA), 10-7 M dexamethasone  (Sigma,

U S A )이 함유된 DMEM 배지를 첨가하였다. 3

일마다 배지를 교환하여 21 일간 배양하였다.

키토산자체가골 형성을유도할수 있는지 알

아보기 위하여 석회화 결절 유도 물질을 첨가

하지않은경우와비교하였다. 

C a+ +의 침착 부위를 확인하기 위하여

alizarin red 염색을 다음과 같이 시행하였다.

배양 접시의배지를제거한후 P B S로 2 회 세

척하고 3% formalin - PBS 용액 5 0 0㎕를 첨

가한 다음 10 분 동안 실온에서 고정하였다.

P B S로 2 회 세척하고 건조한 후 2% alizarin

red S 용액(pH 4.1 ∼4.3, Sigma, USA)에1 5

분간 담갔으며 증류수로 3 회 세척한 후 도립

위상차 현미경을 이용하여 X100 배율 하에서

염색된석회화결절의수를세었다. 

5) 통계 분석

각 실험은 4 ∼ 6 배수로 시행하였고, 세포

부착률, 세포증식률, 세포활성도, 알칼리성인

산분해효소 활성도 및 석회화 결절 수의 평균

치와표준오차를산정하였고대조군과키토산

처리한 군과의 유의성을 평가하기 위하여

Student's t t e s t ( p < 0 . 0 5 )를시행하였다. 

III. 결과

1. 도립 위상차현미경소견
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계대 배양한 치주인대세포를 키토산이 0 . 0 2

∼ 2 ㎎/㎖농도로처리된96-microwell plate

에 1 X 104 세포 밀도로 접종하고 배양한 후

0.5, 1.5, 3, 6, 24 시간, 2 일, 7 일에도립현미

경하에서세포의부착양상, 밀생도및형태변

화를관찰하고사진촬영하였다. 

배양 30 분 후 아직 세포가대부분부착되지

않아 둥글었고(Photo 1) 배양 3 시간 이후에

부착되어 방추형으로 나타났다(Photo 2). 24

시간후에는약 70% 정도세포가붙어있었다.

키토산을피복한군에서는 3 시간후부착된세

포가여전히둥글었고6 시간후에는둥근세포

들이응집되어있었다. 0.02 ㎎/㎖농도에서응

집이 가장두드러졌고(Photo 3), 2 ㎎/㎖ 농도

에서는두 세 개씩 둥근 세포의응집이있거나

주로둥근세포가관찰되었다(Photo 4). 24 시

간 후에는 응집된 세포들이 결절 양상을 보였

다(Photo 5). 

배양 7 일에밀생에도달하였고(Photo 6) 키

토산피복부위에서7 일에둥근세포들이있는

부위는 밀생에 도달하지 않고 거의 증식되지

않았으며둥근 세포, 방추형 세포, 결절처럼 응

집된 세포들의 여러 모양이 관찰되었다. 0.02

㎎/㎖와 0.2 ㎎/㎖ 농도에서주로 응집된 세포

가관찰되었고2 ㎎/㎖농도에서는둥근세포가

주로관찰되었다(Photo 7). 세포 수 산정을위

한 트립신 처리 시 결절처럼 응집된 부위에서
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Table 1. Number of periodontal ligament cells attached on chitosan coated well

Concentration of coated chitosan (㎎/㎖)

Culture periods 0 0 . 0 2 0 . 2 2

0.5 hr 4 5±4(100) 1 9±6(42) 1 5±2 ( 3 3 )* * 9 6±1 3 ( 2 1 3 )*
3 hr 1 9 7 1±210(100) 1 2 8 4±2 4 2 ( 6 5 )* * 9 2 8±1 8 9 ( 4 7 )* 1 2 2±3 0 ( 6 )* *
6 hr 3 7 5 9±403(100) 1 7 8 8±3 1 3 ( 4 8 )* 1 5 4 7±8 7 ( 4 1 )* 1 5 6±3 4 ( 4 )*
24 hr 7 2 8 8±718(100) 5 2 2 5±344(72) 3 4 8 4±3 7 9 ( 4 8 )* 2 3 4 7±3 6 1 ( 3 2 )* *

Values are mean ±SE of cells (n=4).

Values in parentheses are percentile ratio related to the cell number of the control.

Number of inoculated cells : 1 X 104 c e l l s

* : significantly different from the control by student's t test at p<0.05.
** : significantly different from the control by student's t test at p<0.01. 

Table 2. MTT activity of periodontal ligament cells attached on chitosan coated well

Concentration of coated chitosan (㎎/㎖)

Culture periods 0 0 . 0 2 0 . 2 2

0.5 hr 0 . 0 7 5±0.004(100) 0 . 0 4 5±0 . 0 0 2 ( 6 0 )** 0 . 0 3 5±0 . 0 0 0 ( 4 7 )** 0 . 0 3 7 ±

0 . 0 0 2 ( 4 9 )** 
3 hr 0 . 0 6 6±0.002(100) 0 . 0 4 8±0 . 0 0 2 ( 7 3 )** 0 . 0 4 1±0 . 0 0 1 ( 6 2 )** 0 . 0 3 1 ±

0 . 0 0 1 ( 4 7 )** 
6 hr 0 . 0 9 4±0.006(100) 0 . 0 6 2±0 . 0 0 7 ( 6 6 )* 0 . 0 5 8±0 . 0 0 3 ( 6 2 )** 0 . 0 4 8 ±

0 . 0 0 3 ( 5 1 )** 
24 hr 0 . 1 1 8±0.003(100) 0 . 0 8 9±0 . 0 0 3 ( 7 5 )** 0 . 0 4 5±0 . 0 0 6 ( 3 8 )** 0 . 0 3 3 ±
0 . 0 0 2 ( 2 8 )** 



는 많은세포들이관찰되었고방추형으로부착

되어있던세포보다잘분리되지않았다( P h o t o

8 ) .

2. 세포 부착에 대한 영향

치주인대세포는 분주 후 1.5 시간부터 부착

되기시작하여 24 시간후 72% 정도가부착되

었다. 키토산농도가증가할수록세포부착률이

감소되었고 2 ㎎/㎖농도에서초기에는대조군
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Table 3. The proliferation of periodontal ligament cells on chitosan coated well

Concentration of coated chitosan(㎎/㎖)

Culture periods 0 0 . 0 2 0 . 2 2

2 day 8 2 7 3±702(100) 8 4 7 6±365(102) 5 1 4 3±3 2 4 ( 6 2 )* * 1 5 6 8±1 0 9 ( 1 9 )* *
7 day 1 6 5 2 3±1239(100) 2 0 5 1 1±1525(124) 1 4 4 6 5±1109(88) 5 8 4 4±3 2 6 ( 3 5 )* *

Values are mean ±SE of cells(n=6). 

Values in parentheses are percentile ratio related to the cell number of the control.

Number of inoculated cells: 1X104 c e l l s

* : significantly different from control by student's t test at p<0.05.
* * : significantly different from control by student's t test at p<0.01.

Table 4. MTT activity of periodontal ligament cells proliferated on chitosan coated well

Concentration of coated chitosan(㎎/㎖)

Culture periods 0 0 . 0 2 0 . 2 2

2 day 0 . 1 2 9±0.005(100) 0 . 1 1 0±0 . 0 0 5 ( 8 5 )* 0 . 0 9 4±0 . 0 0 2 ( 7 3 )* * 0 . 0 2 6±0 . 0 0 2 ( 2 0 )* *
7 day 0 . 1 9 6±0.007(100) 0 . 1 5 2±0 . 0 0 5 ( 7 8 )* * 0 . 1 2 4±0 . 0 0 6 ( 6 3 )* * 0 . 0 3 5±0 . 0 0 5 ( 1 8 )* *

Values are mean ±SE of absorbance on 570 nm (n=6).

Values in the parentheses are percentile ratio related to the cell activity of the control.

Number of inoculated cell : 1X104 c e l l s

*: significantly different from control by student's t test at p<0.05. 
* *: significantly different from control by student's t test at p<0.01.

Figure 1. Effect of chitosan on the proliferation of human peridontal ligament cells



에 비해 부착이 많았지만 시간에 따른 부착의

증가가 둔화되었다. 그리고, 24 시간 후 세포

부착률은 0.02 ㎎/㎖ 농도에서는 대조군의

7 2 %이었으나통계적의의가없었고0.2 ㎎/㎖

와 2 ㎎/㎖는 각각 대조군의 48%, 32%였다

(Table 1). 부착된 세포의활성도는키토산피

복시 초기에전반적으로 억제되었으나 2 4시간

후 0.02 ㎎/㎖ 농도에서는대조군에비해 7 5 %

의 활성도를보였으나, 0.2 ㎎/㎖는 38%, 2 ㎎/

㎖는 2 8 %로 활성도가 현저하게 억제되었다

(Table 2). 

3. 세포 증식에대한 영향

배양 2 일에 0.02 ㎎/㎖ 농도는세포 증식률

이 대조군과유사하였으나 0.2, 2 ㎎/㎖는대조

군의 62%, 1 9 %로 세포 증식률이 감소되었다.

7 일에는0.02 ㎎/㎖농도에서대조군에비해세

포증식이증가하는경향을보였다. 0.2 ㎎/㎖농

도에서는 대조군에 비해 감소하는 경향을 보였

으나2 ㎎/㎖농도에서는대조군의35% 정도로

세포 증식이 심히 억제되었다( p < 0 . 0 1 ) ( T a b l e

3). 세포활성도도키토산농도가증가함에따라

억제가크게나타났으며, 0.2 ㎎/㎖이하의농도
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Figure 2. Effect of chitosan on the alkaline phosphatase activity of human periodontal ligament

Figure 3. Effect of chitosan on the formation of mineralized nodule in human periodontal ligament



에서 대조군에 비해 유의하게 억제되었으며 2

㎎/㎖농도에서는2, 7 일에대조군에비해2 0 % ,

1 8 %의 활성도를 보여세포활성도가현저히억

제되었다(p<0.01)(Table 4). 부착된세포수를

기준으로 평가한 경우, 대조군에비해 0.02 ㎎/

㎖ 농도에서는 증식률이 증가되었으며 0.2 ㎎/

㎖ 농도에서는유사하였으나, 2 ㎎/㎖ 농도에서

는유의하게억제되었다(Figure 1).

4. 알칼리성 인산분해효소 활성도에 대한
영향

치주인대세포의알칼리성인산분해효소활성

도는 4 일후 0.02 ㎎/㎖농도에서대조군에비

해증가하는경향을보였고0.2 ㎎/㎖농도에서

대조군과유사한수준을보였다. 효소활성도는

시일이지남에따라증가하여7 일후대조군에

서 가장높았으며 0.02 ㎎/㎖와 0.2 ㎎/㎖ 농도

에서 각각 대조군에 비해 낮아지는 경향을 보

였다. 2 ㎎/㎖ 농도는4, 7 일에효소활성도수

준은대조군의 25%, 24%로억제되었다( F i g-

ure 2).

5. 석회화 결절 형성에대한 영향

치주인대세포를석회화결절유도 물질을첨

가한 군과 첨가하지 않은 군으로 나누어 배양

하고 배양 21 일에 alizarin red S 염색하여석

회화결절수를측정한결과는다음과같다.

키토산처리 부위의세포들은서로 응집되어

완전히밀생에도달하지않았으며석회화결절

은 원형으로 주위에 세포가 밀집되어 있고 결

절 중앙부위가진한오렌지색으로염색되었고

그 주위가 연하게 염색되는 양상을 보였다

(Photo 9). 

치주인대세포는 석회화 결절 유도물질을 첨

가 시 0.02 ㎎/㎖ 농도에서 대조군에 비해 더

많은 석회화 결절 형성을 보였고 석회화 결절

유도물질을첨가하지않은경우대조군에서석

회화 결절 형성이 관찰되지 않았으나( P h o t o

10) 키토산을피복한군에서2∼4 개의석회화

결절을보였다(Photo 11, Figure 3).

IV. 총괄 및 고찰

치주조직의 재생을목적으로여러 이식 재료

가 어느 정도 성공적으로 이용되어 왔지만 이

런 이식재들은 각기 한계점을 가지고 있다. 최

근에는부작용과독성이없으면서치주재생을

자극하는생약제, 한약제개발이꾸준히시도되

고 있으며, 천연 중합체인 키토산을 치주조직

재생에이용하려는시도들이있었다1 5 ). 키토산

은 자연으로부터얻기쉬운물질로골전도성을

가지며항미생물작용을한다. 이러한키토산의

생체 실험은 많이 이루어졌으나 세포 수준의

연구가 아직까지는 드물어서 치주조직 재생에

중요한치주인대세포의기능에어떤영향을미

치는가에대한연구가필요하였다.

본 연구에서는 0 . 0 2∼2 ㎎/㎖ 농도로키토산

을 피복하여 치주인대세포의 24 시간 이내 초

기 부착률과 부착된 세포의 세포 활성도를 측

정하였다. 모든 농도에서 치주인대세포의 부착

및 부착된 세포의 세포활성도가 억제되었으며

농도가 높아질수록 억제 경향이 두드러졌다.

24 시간 후 0.02 ㎎/㎖농도에서는 치주인대세

포의부착억제가회복되었으나나머지농도에

서는여전히억제되었다. 이결과로치주인대세

포의 초기 부착이키토산처리 시 억제됨을 알

수있었다.

부착된 세포의 증식률을 평가한 결과 0 . 0 2 ,

0.2 ㎎/㎖ 농도로키토산을피복시 7 일 후 대

조군에 비해 치주인대세포의 증식이 증가되었

으며2 ㎎/㎖농도에서는세포증식이억제되었

다. 이는농도가높아질수록부착및 증식에방

해가됨을알수있었다. 0.02, 0.2 ㎎/㎖의농도

로키토산처리한경우대조군에비해치주인대

세포의 증식이 증가하였는데 이는 치주인대세

포 특유의이질적인특성에기인하여섬유아세
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포의특성을가진세포에대한자극보다는골아

세포의특성을가진세포에대한것으로추정된

다1 6 ).

김 등1 7 )은 0.04 ㎎/㎖의 농도로키토산을배

지에 첨가한 후 치주인대세포와 두개관세포를

배양한초기에는키토산을첨가한군에서증식

이 증가하다가각각 9 일, 12 일부터증식이억

제되었다. 본 연구에서도 유사한 농도인 0 . 0 2

㎎/㎖에서치주인대세포의증식이촉진되는동

일한 결과를 보였다. 그러나 본 연구에서는 배

지에키토산을첨가하지않고배양접시에피복

하였는데 이는 실제 임상적으로 키토산 첨가

후 시간에 따라 농도가 감소되는 효과를 재현

하기위한것이었다.

키토산 피복 부위에 세포를 접종한 후 세포

부착과 증식이 이뤄지는 동안 세포 형태 변화

를 도립 광학 현미경으로 관찰한결과, 치주인

대세포는둥근모양으로부착되었고세포접종

후약 6 시간부터둥근세포들이서로응집됨을

보였다. 이런 응집이세포 배양 1 일에는 불완

전하였지만 2 ∼ 3 일 이후로는세포의응집이

유지되었다. 7 일이내에대조군의세포들은밀

생에도달하였으나키토산피복부위에서는밀

생에도달하지않았고세포들이응집되어있었

으며 세포 자체의 활발한 증식은 관찰되지 않

았다. Hamano 등1 8 , 1 9 )은 키토산을다전해질복

합체(polyelectrolyte complex)와 혼합하여

피복한후 치주인대세포를배양하여이런세포

의 응집이있음을보여주었다. 이런응집의형

성은 세포들의 fibronection 흡착이 방해되기

때문이라고 하였으며 응집이 일어남으로서 분

화가촉진되었다고하였다. 또한부착되지않고

응집된 세포들을 세포 배양접시에 재접종해서

10 일간배양했을때 세포는방추형의퍼져있

는 세포로 완전히 분리되어 증식하였고

alizarin red 염색이 거의 염색되지 않아 세포

내 칼슘 이온이 감소되어 있다고하였다. 이는

키토산에 의한 분화 과정이 가역적일 수 있음

을보여준다. 일반적으로세포배양접시에배양

된 세포들은주로단층으로성장하고탈분화된

다. 그러나, 간세포2 0 ), RINr2 1 ), 각화세포2 2 ), 골

세포2 3 )는 몇몇 기질에서 3차원적인 세포의 응

집을보였다는보고가있었다. RINr의3 차원적

인 응집이 일어났을 때 인슐린의 분비 능력이

높았다고한다2 1 ). 본연구에서나타난키토산이

피복된 부위에서의 치주인대세포의 응집은 골

형성을위한기능적인분화의과정이라고추정

할수있다. 또한이런응집된세포는트립신처

리시배양접시로부터잘분리되지않았는데이

는 세포의 응집된 결합이 강하여 트립신이 잘

투과되지않았기때문이거나트립신기능을억

제하는세포간응집기전때문으로생각된다.

알칼리성 인산분해효소 활성도의 측정 결과

치주인대세포의 경우 배양 4 일에 0.02 ㎎/㎖

농도에서 대조군보다 높았으며시일이 지남에

따라증가하였다. 이는키토산이알칼리성인산

분해효소의 활성도를 증가시킴을 보여준다고

할 수 있다. 김 등1 7 )도 키토산이 두개관세포와

치주인대세포의 알칼리성 인산분해효소 활성

도를증가시켰고두개관세포의골 결절형성을

유의성있게증가시켰다고하였다. Ogata 등2 4 )

은 사람의 치주인대세포의 알칼리성 인산분해

효소 활성도를 12 일간 관찰한 결과, 이 기간

동안효소활성도가계속해서증가함을보였고

본 연구에서도 치주인대세포의 효소 활성도가

7 일 동안 시일이지남에 따라 증가되었다. 알

칼리성 인산분해효소는 일반적으로 치주인대

세포와골아세포가밀생상태에도달할때까지

증가하며, 그뒤에는세포증식이멈추고세포는

분화기에들어간다. 알칼리성 인산분해효소활

성도는 골아세포의 초기 분화기에 증가하므로

초기분화 표식자 중 하나라고 알려져 있는데,

Arceo 등2 5 )은 in vitro 실험에서치주인대세포

의 알칼리성인산분해효소활성도의증가는석

회화가촉진됨을반영한다고보고하였다. 

골 형성의역할에서 치주인대세포는배지 내

에 ascorbic acid, β- g l y c e r o p h o s p h a t e ,
d e x a m e t h a s o n e이 존재하는 경우, 2 주 이상
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배양했을때 석회화결절이형성된다고알려져

있다 2 6 ). 즉 골성 기질의 형성과 석회화에

ascorbic acid, β-glycerophosphate, dex-
amethasone 등이 필수적인 요소로 작용한다.

Ascorbic acid는 전교원질분자의 p r o l i n e기를

수산화시켜 삼중 헬릭스 구조를 안정화시키는

역할을하여 골성 기질 형성을위한 세포 배양

의 필수 요소로 작용하고 조골양세포 배양 시

ATPase, 알칼리성인산분해효소활성도및단

백질 합성능을 조절한다. β- g l y c e r o p h o s-
p h a t e는알칼리성인산분해효소에의해가수분

해되어 석회화에 필요한 인산이온을 공급하는

역할을 한다. Dexamethasone은 조골세포를

분화시켜골형성을증가시키며, 쥐의두개골과

골수에서 채취한 기질세포를 d e x a m e t h a s o n e

으로 처리한 경우 골특이성의 표지 단백질인

osteopontin, 알칼리성 인산분해효소 그리고

o s t e o c a l c i n의 합성이 증가되었다. 한편 d e x-

a m e t h a s o n e이 결여된배지에는 치주인대세포

뿐만아니라조골세포도결절이나이와유사한

치밀한 물질을 형성시키지 못하였다2 7∼2 9 ). 그

외에 석회화 결절 형성에 영향을 미치는 요소

들로는 세포밀집도, 혈청, 세포 공급원의 연령

과 각종 성장 인자들을 포함하는 cytokine, 비

타민 D3 등이 있다2 7∼3 0 ). Cho 등2 6 )은 백서의

치주인대세포에의해형성된석회화결절을분

석한 결과, 골아세포에 의해 형성된 석회화결

절 부위의세포모양은사각형이며세포간g a p

j u n c t i o n으로 되어 있으나 치주인대세포에 의

해 형성된석회화결절의세포 모양은방추 형

태로골아세포및 골세포로의분화가나타나지

않았으며 세포간 gap junction이 나타나지 않

았다고하였다. 이는치주인대세포는골석회화

결절과다른형태의석회화조직을형성한다고

하였다. Ramakrishnan 등3 1 )은 치주인대세포

는 골과 백악질을 형성할 수 있는데 치주인대

세포에 의해 형성된 석회화 결절은 골 형성보

다는백악질형성과관련된다고하였으며석회

화된 조직의성질을명확하게 밝힐 수 있는 연

구가필요하다고하였다.

본 연구에서는석회화결절유도물질을첨가

하지 않고도 키토산을 피복하여 치주인대세포

를 배양시켰을 때 석회화결절 유도 물질을첨

가한경우보다는적었지만석회화결절이관찰

되었다. 석회화 결절 유도 물질을 첨가한 경우

에서도 0.02 ㎎/㎖농도의 키토산 피복 부위에

서 더 많은 결절 형성을보였다. 치주인대세포

가 섬유아세포또는골아세포의표현형을갖는

데2 5 , 2 6 ) 키토산이 치주인대세포의 골아세포로

의 분화를 촉진시켜 석회화 결절 형성이 유도

되었다고사료된다. 이런결과로보아키토산이

골형성을촉진시키는것을알수있었다.

키토산의작용기전은아직분명하지않지만,

키토산은여러성장인자들의생물학적활동을

조절하는 다당류이며 세포의 표면에 배열되어

있는 g l y c a n의 인식 결정인자로 기능하는 N -

acetyl glycosamine을 가지고 있다. 키토산은

성장 인자에붙어 중요한세포 활성 과정을기

시하며3 2 ) C h i t o - o l i g o m e r는 hyaluronic acid

합성에 기시 물질로 작용한다고 한다3 3 ). 키토

산은 hyaluronic acid와 유사한구조를가지고

있어서석회화결절을형성하기위한골원세포

의 기질로서 작용하거나 골 결절 형성을 위한

발판으로작용할수있다.

키토산의골에대한효과는이미다양한동물

모델에서 확인되었다. Malette 등3 4 )은 키토산

을 이용하여 개에서 다리의 골 재생이 증진됨

을 제시하였다. 또한 Muzzarelli 등3 5 )은 양의

고관절 과두에서 대조군에 비해 향상된 골 치

유를 보였다. 키토산은 골 성장을 촉진하기 위

해 다른물질과병용되기도한다. Ito3 6 )는 키토

산과 수산화인회석, 키토산과 β- t r i c a l c i u m
p h o s p h a t e의 자가경화 기질을 만들어 치조능

의 증진 또는 치주 결손부의 치료에골 대체물

질로 사용할것을 제안하였다. 이 등3 7 )은 다공

성의 키토산 스폰지와 키토산에 t r i c a l c i u m

p h o s p h a t e를 첨가하여 만든 기질을 조직공학

적 발판으로의 사용 여부를 확인하기 위하여
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골아세포를넣고배양하여백서의두개골결손

부에 넣은 결과 골 재생에 효과적이었음을 보

여주었다. 계 등3 8 )은 키토산제재를이용한차

폐막이흰쥐의두개관결손부에서골조직재생

을증진시킬수있음을보였다. 

이상의연구에서키토산처리시 0 . 0 2∼2 ㎎/

㎖ 농도에서치주인대세포의초기부착은억제

하였지만 2 ㎎/㎖농도를제외하고는치주인대

세포의증식이촉진되었고, 알칼리성분해효소

의 활성도 및 석회화 결절의 형성을 증가시켰

다. 그리고 키토산의 피복 부위에둥근 형태로

응집되어 3차원적 배양이 가능하다고 한 다른

보고들18, 19)을 확인시켜 주었고 이런 3차원적

응집이기능적으로석회화결절형성을촉진시

키고 치주조직 재생을 위한 골 이식재나 조직

공학적골 재생용기질로이용될수 있음을보

여 주었다. 향후 화학적, 물리적 성질을변경한

여러 키토산을 이용한 세포 수준의 연구가 필

요하며 조직공학 분야의 기질로 이용 시 어떤

형태가 가장 적합할 지에 대한 부가적인 연구

가필요하리라생각된다.

V. 결론

치주재생을위한여러이식재에대한세포부

착 및 성장에 관한 연구와 조직공학적 기질로

사용할 수 있는 합성물에 대한 연구들이 이루

어지고있다. 키토산을치주조직재생에이용하

기 위하여 배양접시에 0.2 ∼ 2 ㎎/㎖ 농도로

키토산을 피복한 후 치주인대세포를 배양하여

세포의부착, 증식, 형태및기능적변화를관찰

하여다음과같은결과를얻었다.

1 . 키토산을피복한부위에서세포는둥근형

태로 부착되었고 6 시간 이후로 응집되어

24 시간 이후로는 결절 양상으로 관찰되

었다. 대조군의 치주인대세포는배양 7 일

후 밀생에 도달하였지만 응집된 세포들은

밀생에도달하지않았다.

2 . 키토산은모든농도에서배양초기의치주

인대세포의 부착을 억제하였으며 키토산

의 농도가 증가할수록 세포 부착률 및 부

착된세포의활성도가억제되는경향이증

가하였다( p < 0 . 0 1 ) .

3 . 0.02, 0.2 ㎎/㎖ 농도의 키토산을 처리한

군에서 7 일 후 치주인대세포의 증식률이

대조군에 비해 증가하는 경향을 보였다.

세포활성도는 모든 농도에서 대조군보다

낮았다(p<0.01). 키토산의 농도가높아질

수록세포의증식및 세포활성도가감소하

였다.

4 . 키토산은 치주인대세포의 알칼리성 인산

분해효소활성도에농도에따라다르게영

향을 주었으며 0.02 ㎎/㎖ 농도에서 배양

4 일에대조군에비해증가하였고그 이상

에서는 효소 활성도가 억제되었으며 시일

에경과함에따라증가하였다.

5 . 치주인대세포는 석회화 결절 유도물질을

첨가한경우 0.02 ㎎/㎖키토산처리시대

조군에 비해 많은 석회화 결절 형성을 보

였고(p<0.01) 유도물질을 첨가하지 않은

경우대조군에서는석회화결절형성이없

었지만키토산처리시석회화결절형성을

보였다.

결론적으로 키토산은농도에따라 다르게치

주인대세포의 부착, 증식, 세포활성도 및 알칼

리성인산분해효소활성도에영향을주고, 석회

화 결절 형성을촉진하는것으로 나타났다. 본

연구로볼 때 적정 농도(0.02 ㎎/㎖)를 선택하

여 이용한다면 키토산은 치주인대세포의 증식

에 대한 억제를 줄이며 골 형성을 촉진하므로

키토산을 치주조직 재생 특히 골조직 재생을

위한 골 이식재 또는 조직공학적 기질로 응용

할수있으리라추정된다. 
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사진부도 설명

Photo 1 Control group of periodontal liga-

ment cells after 30 minutes of

inoculation(X100). Cells were

round and not attached to the cell

w e l l .

Photo 2 Control group of periodontal liga-

ment cells after 3 hours of inocu-

lation(X100). Cells had spindle

shape and attached to the cell well. 

Photo 3 Periodontal ligament cells attached

on 0.02 ㎎/㎖ chitosan coated well

after 6 hours of inoculation(X100).

Many cells were round and aggre-

g a t e d .

Photo 4 Periodontal ligament cells attached

on 2 ㎎/㎖ chitosan coated well

after 6 hours of inoculation(X100).

Most of cells were round and

a g g r e g a t e d .

Photo 5 Periodontal ligament cells attached

on 0.2 ㎎/㎖ chitosan coated well

after 24 hours of

inoculation(X100). Aggregated

cells were nodule-like appear-

a n c e .

Photo 6 Control group of periodontal liga-

ment cells after 7 days of culture(X100).

Cells were confluent.

Photo 7 Periodontal ligament cells on 2 ㎎/

㎖ chitosan coated well after 2

days of culture(X100). Cells were

r o u n d .

Photo 8 Periodontal ligament cells on 0.02

㎎/㎖ chitosan coated well after 7

days of culture a. Before

trypsinization b. After trypsiniza-

tion(X100). 

Photo 9 Mineralized nodules on 0.02 ㎎/㎖

chitosan coated well(X100). Min-

eralized nodule was surrounded by

many cells, showed red orange

color by Alizarin red staining.

Photo 10 Mineralized nodules in con-

trol group of periodontal

ligament cells(X100). Min-

eralized nodule was not

formed under medium

without mineralized nodule

forming materials (ascorbic

acid, β- g l y c e r o p h o s p h a t e ,
dexamethasone) in DMEM. 

Photo 11. Mineralized nodule on 0.02

㎎ /㎖ chitosan coated

well(X100). Periodontal

ligament cells formed min-

eralized nodule without

mineralized nodule forming

materials in DMEM.
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The aim of this study was to evaluate the

effects of chitosan coating on the attach-

ment, proliferation, functional and morpho-

logical change of periodontal ligament cells. 

Primary human periodontal ligament cells

were cultured in Dulbecco's modified

Eagle's medium with 10% fetal bovine

serum and 1% antibiotics. In experimental

group, cells of 4th to 7th passage were

inoculated in the multiwell plates coated

with chitosan in concentration of 0.02, 0.2,

and 2 ㎎/㎖. Cell counting and MTT assay

were done after 0.5, 1.5, 3, 6 and 24 hours

of incubation to evaluate the cell attach-

ment, and then after 2 and 7 days of culture

to evaluate the cell proliferation. The alka-

line phosphatase activity was measured

after 4 and 7 days of culture and the ability

to produce mineralized nodules was evalu-

ated after 21 days of culture.

The results were as follows :

1 . The morphology of periodontal

ligament cells on the chitosan coating

was round or spheric. Round cells were

aggregated after 6 hours of culture.

Aggregated cells on the chitosan coat-

ed surface showed nodule-like

appearance after 24 hours of culture

and not achieved confluency at 7 days. 

2 . During early period of culture, the

attachment of periodontal ligament cells

were inhibited by chitosan coating.

Inhibition of cell attachment tended to

increase with the concentration of chi-

tosan. 

3 . At the chitosan concentration of

0.02 and 0.2 ㎎/㎖, periodontal ligament

cells were more rapidly proliferated at

7 days, compared to the control group.

At the concentration of 2 ㎎/㎖, the

proliferation of periodontal ligament

cells was inhibited(p<0.01).

4 . Alkaline phosphatase activity of

periodontal ligament cells was

increased in chitosan coated group,

especially at the concentration of 0.02

㎎/㎖after 4 days of culture. 

5 . Periodontal ligament cells pro-

duced mineralized nodules on chitosan

coated wells without the addition of

mineralized nodule forming materials

(ascorbic acid, β- g l y c e r o p h o s p h a t e ,
dexamethasone). With the addition of

mineralized nodule forming materials,

periodontal ligament cells produced

more mineralized nodules at the con-

centration of 0.02 ㎎/㎖, compared to

the control. 

In summary, the attachment, proliferation,

cell activity, and alkaline phosphatase

activity of periodontal ligament cells

depended on the concentration of coated

chitosan. Chitosan stimulated mineralized
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nodule formation by periodontal ligament

cells. At the appropriate concentration(0.02

㎎/㎖), chitosan could increase alkaline

phosphatase activity and stimulate the for-

mation of mineralized nodule by periodontal

ligament cells. These results suggest that

chitosan can be used as an adjunct for bone

graft material, and the matrix of tissue

engineering for periodontal regeneration,

especially bone regeneration.
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