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ABSTRACT

Proliferationofhumanperiodontalligament

fibroblastculturedonacellulardermalmatrix

Kim,Seong-Sin,D.D.S

Advisor:Prof.Jang,Hyun-Seon,D.D.S.,Ph.D.

DepartmentofDentistry,

GraduateSchoolofChosunUniversity

  Human periodontal ligament fibroblasts (hPDLF) are very important for curing 

the periodontal tissue because they can be differentiated into various cells. A 

tissue engineering approach using a cell-scaffold is essential for 

comprehending today's periodontal tissue regeneration procedure. This study 

examined the possibility of using an acellular dermal matrix as a scaffold for 

human periodontal ligament fibroblast (hPDLF). The hPDLF was isolated from 

the middle third of the root of periodontally healthy teeth extracted for 

orthodontic reasons. The cells were cultured in a medium containing 

Dulbecco's modified Eagle medium supplemented with 10% fetal bovine serum 

at 37℃ in humidified air with 5% CO2. The acellular dermal matrix(ADM) was 

provided by the US tissue banks(USA). Second passage cells were used in this 

study. The hPDLF cells were cultured with the acellular dermal matrix for 2 

days, andthe dermal matrix cultured by the hPDLF was transferred to a new 

petri dish and used as the experimental group. The control group was cultured 

without the acellular dermal matrix. The control and experimental cells were 
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cultured for six weeks. The hPDLF cultured on the acellular dermal matrix was 

observed by Transmission Electron microscopy (TEM). Electron micrography 

shows that the hPDLF was proliferated on the acellular dermal matrix. This 

study suggests that the acellular dermal matrix can be used as a scaffold for 

hPDLF.

Keywords:사람치주인대섬유모세포(hPDLF),Acellulardermalmatrix,투과전자

현미경(TEM),비계(scaffold)
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Ⅰ.서 론

고령화와 더불어 구강내에서 치아가 잔존해야하는 기간은 연장되고 있으며,형태학적이

나 심미적으로 건강한 치주조직의 유지를 통해 치아를 관리함으로서 건강한 노후를 준비

하려는 경향이 증가하고 있다.또한 치주질환으로 파괴된 치주조직을 재생하여 치아

를 유지하는 것은 치아의 발거시 나타날 수 있는 치조골의 흡수나 고가의 임프란트 치

료라는 이중부담을 줄일 수 있다.

치주치료의 궁극적인 목표는 치조골,치주인대,백악질 등 파괴된 조직의 재생에 있

다.사람치주인대섬유모세포는 치주인대섬유모세포와 골모세포 그리고 백아모세포

로 분화,증식이 가능함으로서 치주조직재생의 중추적 역할을 담당하기 때문에 치

주조직재생을 위한 치주조직 공학의 응용시 활용해야할 대표적인 세포이다
1-4)
.오

늘날 대부분 치주조직의 재생을 위해서 골이식술과 치주조직유도재생술이 시행되

고 있고,골이식술에는 자가골,동종골,합성골이 현재 이용되고 있으나,자가골의

경우 채취량의 한계점을 보이고 동종 및 합성골의 경우 이차 감염이 문제가 되고

있다.치주조직유도재생술에는 차단막이 유용하게 이용되어지고 있으며,차단막의

재료는 흡수성과 비흡수성으로 구별되는데, 비흡수성 e-PTFE(Expanded

polytetrafluoroethylene)막의 경우 차단막 제거를 위한 부가적인 이차수술이 필요하

고,재료의 노출과 감염이문제가 되어 그 사용이 제한된다
5)
.그러므로 치주조직공

학을 통한 치주재생을 시도하는 것은 치조골과 치주부착을 자극할 수 있는 인자들의

상승 효과를 통하여 제한된 조직 재생의 한계를 극복할 수 있을 것으로 사료된다.

조직공학에서 중요한 3대 요소는 비계와 세포 그리고 신호인자들이며 이들이 적

절한 환경과 조화를 이룰 때 조직의 재생을 향상시킬 수 있다6).즉,조직공학은 세

포에 적절한 환경과 생화학적,기계적,전기적 신호를 주어서,이를 자연환경과 유

사한 조건에서 배양 한 후 조직화한 것을 생체에 적용시 본래의 구조와 유사하게

조직에서 재생되어짐을 목표로 한다.이러한 조직공학을 기반으로 치주조직공학을

이용한 치주조직의 재생을 꾀하기 위해서는 치주조직재생에 주된 역할을 담당하는

치주인대섬유모세포를 이용함은 필수 요소라 할 수 있으며,이들 세포를 비계에 부
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착시켜 증식시킨 후 이식 후 고유의 조직이식편으로 대체되기를 목적으로 하여 치

주조직이 성장하는 기초형태를 부여하게 됨으로서 기존의 조직재생에서 나타났던

단점들을 보완할 수 있을 것이다.

세포들이 성장할 수 있는 비계의 조건으로는 조작이 용이하고 면역 반응이 없어

야 하며,흡수성이며,공간을 제공해야 한다
7)
.또한 치은판막을 지지할 수 있어야

하며,간엽세포 분화와 혈관 유입을 방해하지 않아야 한다.이러한 조건의 비계 위

에 치주인대 섬유모세포를 배양하여 증식시키는 것은 치주재생에 필수 조건인 공

간 확보와 세포증식이라는 요소를 획득하는데 도움을 줄 것이다.

Aichelmann-Reidy등8)은 사람의 치은 퇴축 부위에 acellularallograftdermis에

임상적으로 효과적임을 보고하였다.Novaes등
9)
은 점막의 고유층을 이식한 것과

acellulardermalmatrix을 이식한 것을 비교한 임상적 평가에서 acellulardermal

matrix graft가 자가이식재의 대체재로서 가능함을 보고하였다.또한 Tal10)도

subgingivalacellulardermalmatrixallograft가 치은퇴축의 치료시 효과적이었음을

보고하였다.이에 여러 비계의 종류가 있지만 최근 임상에서 치주인대의 소실을 동

반한 치은퇴축부위의 치근피개 수술에 활용되고 있는 acellular dermal

matrix(Alloderm
Ⓡ
)에 대한 치주인대섬유모세포의 증식 및 성장에 관한 연구가 선

행되어야 할 것으로 사료된다.

조직공학의 방법으로는 분리된 세포나 세포대체물을 주입하는 것,폴리펩타이드

성장인자같은 조직유도재를 주입 혹은 매식하는 것,기질 혹은 기질내에 세포를 매

식하는 방법들을 들 수 있다
6)
.지금까지는 BMP,Enamelmatrixprotein,PRP등

의 조직유도재가 이용되어 왔으며,세포 단독 주입을 통한 치료의 시도는 줄기세포

연구와 더불어 미래에 시도해 볼 수 있겠으나 현 상황에서는 기질 내에 세포를 매

식하는 방법,즉,비계위에 사람치주인대섬유모세포를 식립하여 활용하는 방법이

유용하게 이용될 수 있다.

그러나,현재까지 비계상에 사람치주인대섬유모세포를 배양한 실험실적,임상적

연구는 미비한 실정이다.이에 본 연구는 acellulardermalmatrix상에서 사람치주

인대섬유모세포가 증식할 수 있는지를 평가해보고자 하였다.
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Ⅱ.연구방법 및 재료

1.사람 치주인대섬유모세포의 배양

조선대학교 치과대학 부속 치과병원에 내원한 치주조직이 건강한 환자로 교정을

위하여 발거된 제 1소구치의 치근 중앙 1/3에서 얻은 조직들을 무균 작업대에서

항생제가 함유된 Hank'sbalancedsaltsolution(HBSS,GibcoBRL,GrandIsland,

NY,USA)으로 수회 세척한 후 해부 현미경하에서 1-2㎣의 크기로 절단하였다.

이 연구는 조선대학교 연구윤리위원회에 의해 승인되었다.

절단된 조직 단편들을 60㎜ 세포 배양접시(Flacon,Roskilde,Denmark)에 위치

시킨 후 조직의 이동을 방지하기 위하여 슬라이드 글라스를 조직위에 올려놓고

10% FBS(GibcoBRL)이 함유된 DMEM(GibcoBRL)을 이용하여 5% CO2,37℃,

100% 습도 조건에서 배양하였다.

배지는 이틀에 한번씩 교체하고 세포가 증식함에 따라 계대 배양하여 2세대의

세포를 실험에 이용하였다.

2.Acellulardermalmatrix에 사람치주인대섬유모세포의 배양 (6주간)

2계대 사람치주인대섬유모세포를 0.25% trypsin/EDTA로 떼어낸 후,60㎜ 세포 배양

접시(Flacon,Roskilde,Denmark)에 대조군과 각 실험군 모두 접시당 1×10
5
개의 세

포가 들어가도록 분주하였다.대조군은 배양접시에 acellulardermalmatrix(Alloderm
Ⓡ
)

을 넣지 않고 1×10
5
개의 세포를 배양하였다.실험군은 세포배양접시에 Alloderm

Ⓡ
를 위

치시킨 후,그 Alloderm
Ⓡ
위에 1×10

5
개의 세포를 분주하였다.대조군,실험군 모두 각

각의 1×105개의 세포들이 부착되는 것을 기다린 후,그 후에 세포배양액을 추가하였다.

실험군의 경우 세포를 Alloderm
Ⓡ
에 식립한 2일째에 세포가 식립된 그 Alloderm

Ⓡ
만

을 새로운 배양접시로 옮겨서 대조군과 함께 6주간 배양하였다(Fig.1).본 실험에 이용

된 Alloderm
Ⓡ
의 크기는 10㎜ ×10㎜ 였고,두께는 약 1㎜ 였다.

세포들은 5% CO2,37℃,100% 습도의 배양기에서 10% FBS가 함유된 DMEM으로 배
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양되었고,2일마다 새로운 배지로 교환되었다.6주째에 대조군 세포들의 증식 소견을 위

상차 현미경으로 관찰하였다.실험군은 Alloderm
Ⓡ
에 세포가 식립된 여부를 평가하기

위하여 광학현미경적 및 투과전자현미경을 이용하여 관찰하였다.

Petri dish

hPDLF

Control group

hPDLF

Experimental group

Petri dishAlloderm?

Culture for 
six wks

Light microscopy

& TEM observation

Fig. 1. Diagram of experimental design

3.Acellulardermalmatrix에 배양된 사람치주인대섬유모세포를 관찰하기 위하

여 광학현미경적 및 투과전자현미경적 관찰

Alloderm
Ⓡ
의 절반을 10% 중성 포르말린에 고정한 후 통법에 따라 포매 후 6㎛ 두께

로 연속 절편을 형성한 후 Hematoxylin-eosin염색과 Masson'strichrome염색을 실시

하였다.또한 Alloderm
Ⓡ
의 나머지 절반은 2.5% glutaraldehyde에 전고정하고 OsO4에

후고정 한 후 투과전자현미경(HITACHI-7600)에서 관찰하였다.
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Ⅲ.연구 결과

1.사람치주인대섬유모세포를 6주간 배양한 후 위상차현미경적 소견 (대조군)

사람치주인대섬유모세포의 증식 변화를 위상차현미경하에서 관찰하였다.대조군은 6

주동안 계속 되었고,실험군은 ADM상에 세포를 식립하였기 때문에 세포 분주 2일 후

에 새로운 배양접시에 ADM만을 옮겨서 배양하였다.

ADM상에 증식될 세포를 간접적으로 고려하기 위하여 ADM이 제거된 실험군 배양

접시를 6주동안 그대로 배양하였다.대조군과 세포식립 2일 후 ADM을 새로운 배양접

시에 옮긴 후에도 6주동안 세포를 배양한 실험군에서 세포가 다층으로 증식되는 소견

을 나타내었다.(Fig.2).

Fig.2.Humanperiodontalligamentfibroblast(PDLF)ofcontrolgroupculturedfor

sixwks.TheconfluenthPDLFwascouldbeobservedusingInverted Microscopy.
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2.Alloderm
Ⓡ
상에 사람치주인대섬유모세포를 6주간 배양한 후 광학현미경적 소

견 (experimentalgroup)

AllodermⓇ에 세포를 식립한 2일 후 AllodermⓇ을 새로운 배양접시에 옮긴 후 6주동

안 세포를 배양한 실험군에서 광학현미경적 소견상 세포의 증식 소견이 관찰되었다

(Fig.3).

A. B.

Fig.3.Photomicrography ofhumanperiodontalligamentfibroblastofexperimental

groupculturedonacellulardermalmatrixforsixwks.A.H & Estaining(×100),

B.Masson'strichromestaining(×100).ThehPDLFculturedontheacellulardermal

matrixwasnotclearlyidentifiedusingLightMicroscopy.

3.Alloderm
Ⓡ
상에 사람치주인대섬유모세포를 6주간 배양한 후 투과전자현미경

적 소견 (experimentalgroup)

Alloderm
Ⓡ
에 세포를 식립한 2일 후 Alloderm

Ⓡ
을 새로운 배양접시에 옮긴 후 6주동

안 세포를 배양한 실험군에서 투과전자현미경적 소견상 세포의 증식 소견이 관찰되었

다 (Fig.4).
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가. 나.

다. 라.

Fig.4.Electonmicrographyofhumanperiodontalligamentfibroblastofexperimental

groupculturedonacellulardermalmatrixforsixwks.(Uranylacetate& leadcitrate

staining).The hPDLF cultured on the acellulardermalmatrix was could be

observedusingTEM.
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Ⅳ.총괄 및 고안

조직의 치유는 창상 부위로 치유에 관여하는 세포들의 증식과 이주를 통해서 일어나

며,치주치료의 궁극적인 목적은 파괴된 치주조직의 재생에 있다.Melcher
1)
는 형태-

특이세포 재거주설에서 치근면에 재거주하는 세포 표현형이 부착과 재생의 성질과 질

을 결정한다고 보고함으로서,치주조직의 재생을 위해서는 다양한 분화 능력이 있는 치

주인대세포들의 증식은 촉진시키고,그 이외의 결합조직과 상피조직 세포의 증식은 제

한시킴으로서 조직재생을 이룰 수 있음을 보고함으로서 현재 널리 이용되고 있는 치주

재생수술인 조직유도재생술에 대한 기초가 되었다.조직유도재생술은 비흡수성,흡수성

차단막과 치주인대섬유모세포들이 증식,성장할 수 있는 공간을 필요로 하기 때문에 치

은퇴축으로 노출된 치근피개술에는 그 사용이 제한되는 단점이 있었다.그리하여 치주

인대가 파괴된 치은퇴축 부위의 치근피개를 위해서는 환자의 구개측에서 자가치은을 이

식하는 경우가 가장 널리 이용되어 왔다.그러나 최근 이식 부위의 잇몸이 너무 얇아서

획득이 곤란하거나,수술 후 외상 등의 환자 불편감을 줄이기 위하여 이식재가 널리 이용

되어 왔으며
11
,특히 이식재 성분 중 세포성분이 없어서 염증 거부 반응 등이 없이 조직 안

전성이 알려진 acellulardermalmatrix(ADM,AllodermⓇ)를 사용한 다양한 부위에서의

수술이 증가하고 있다
12-15)
.

그러나 ADM를 이용한 치근피개 수술은 임상적 예후는 좋으나,진정한 치주인대의

재생을 통한 치주부착기구의 획득여부에 관한 실험실적 연구는 아직 미비한 실정이다.

그러함에도 불구하고 임상적으로 ADM이 백악질에 부착됨을 감안할 때 백악질에 부착

되는 ADM이 치주인대의 증식 발판으로서의 역할을 수행할 수만 있다면 향후 차단막,

공간 확보라는 제한된 조직재생유도술의 한계를 극복할 수 있는 조직공학적 접근이 가

능할 수 있을 것이다.

조직공학은 재생의학에서 가장 흥미있는 발전 중의 하나로서 최근 치주조직 재생 분야에

서도 치주조직공학적 시도가 증가하고 있다.파괴된 조직의 치조골 이식술 뿐만 아니라 부

분층 박리를 통하여 노출된 골막위에 치은을 보강하는 임상적 술식에서 치주조직공학적 접

근이 증가하는 추세이다
16)
.Batista등

17)
은 골이식수술시 부족한 판막으로 발생한 연조직의

천공 증례에서 AllodermⓇ을 추천할 수 있다고 보고하였다.Kao등
16)
은 치주조직재생을 위
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한 조직공학이라는 논문에서 오늘날 증가추세에 있는 치주성형수술과정에서도 이러한 조직

공학적 접근을 이해하는 것은 필수적임을 보고하였다.

또한 최근에 Prato등
18)
은 치은섬유모세포를 autologouscellhyaluronicacidgraft에 배

양한 후 주사전자현미경적으로 세포가 관찰됨을 보고하였고,또한 치은증강을 위한 수술에

응용함으로서 적당한 양의 각화조직의 획득,심미성의 증가 및 환자의 불편감을 최소화시킬

수 있었음을 보고함으로써,세포-비계를 이용한 치주공학적 접근의 가능성을 시사하였다.

Tal등
19)
은 치근피개 수술에 있어서 Alloderm

Ⓡ
과 결체조직이식재를 비교시 임상적 차이

는 없었으나 결체조직이식시 더 각화된 치은을 보임을 보고하였다.Woodyard등
20)
은 치근

피개와 치은두께의 획득 면에서 치관변위판막술 단독보다는 AllodermⓇ을 동반한 치근변위

판막술을 시행한 경우 더 양호하였다고 보고하였다.

Spector등
21)
은 조직공학에서 부딪히는 세포-비계의 상호작용에 관한 논문에서 collagen

lattices에 배양한 섬유아세포가 근섬유아세포로 분화되어 창상수축처럼 수축될 수 있음을

보고하였다.Ng등
22)
은 인간의 피부 치은섬유모세포를 natural,syntheticdermalmatrices

에 3주동안 배양한 후 그 특성에 관한 연구에서,투과전자현미경적 소견상 Alloderm
Ⓡ
은 그

재료의 표면에서 세포증식을 두드러지게 지지해주고,dermalmatrixmaterial의 성공의 결

정 요소인 세포수축력에 견디는 물리적 안정성과 다공성이 있음을 보고하였다.본 연구에서

도 ADM은 치주인대섬유모세포의 배양 동안 육안적으로 수축 현상은 관찰되지 않았다.실

험동안 ADM이 배양액에 뜨는 것을 방지하기 위하여 배양액은 ADM이 적실 정도로만 첨

가하면서 배양하였다.

장 등
23)
은 acellulardermalmatrix상에 사람치주인대섬유모세포를 6일동안 배양한 후

위상차현미경하에서 acellulardermalmatrix주변으로 세포가 관찰되었음을 보고하였다.

또한 박 등
24)
은 성견에서 1벽성 치주 결손부에 acellulardermalmatrix을 이식하였을

때,치주인대 등의 치주조직의 재생을 관찰하였음을 보고하면서,이는 이식된 acellular

dermalmatrix의 밑에 있던 치주인대섬유모세포들이 acellulardermalmatrix을 비계

(scaffold)로 하여 증식해 온 결과로 평가하였다.

이번 연구에서는 ADM 상에 배양된 사람치주인대섬유모세포들이 내부까지 증식할 수

있는지를 평가하기 위하여,배양 2일 후에 ADM만을 새로운 배양접시에 옮긴 후 ADM

주변에서 세포가 관찰될 때까지 기다렸으나 6주가 되어도 위상차현미경상 ADM 주변

에서는 세포가 관찰되지 않았다.6주째 ADM 내부에서의 세포의 증식 소견을 광학현미
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경적,투과전자현미경적으로 관찰한 결과,투과전자현미경적 소견상 세포의 증식 소견이

명확히 관찰되었다.ADM 상에 사람치주인대섬유모세포를 배양시 주변으로의 세포의

탈락 소견은 없이 ADM 내부에서 잘 증식됨이 관찰됨으로서 ADM은사람치주인대섬유

모세포가 증식할 수 있는 비계로서 역할을 할 것으로 생각된다.향후 ADM에 사람치주인

대섬유모세포를 배양한 것을 이용하여 동물에서 치주인대가 소실된 치근과 치조골 사이에

이식 실험을 할 경우,치주조직재생을 향상시킬 수 있을 것이다.

임상에서 중증 치주염 환자들의 경우,치근 성분 중 백악질이 거의 없거나 치조골이 심하

게 파괴된 경우가 많다.이러한 부위에서는 골 혹은 백악질의 빠른 형성과 백악질의 형성을

통한 치주인대의 재생이 선행되어야 할 것이다.이를 위해서 사람치주인대섬세포를 골모세

포 등으로 분화시킬 수 있다고 알려진 유도물질과 함께 ADM에 식립된 사람치주인대섬세

포를 배양하여,골모세포 단계로 분화,증식되는지,분화된다면 언제 분화되는지에 대한 연

구도 필요하다고 할 것이다.
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Ⅴ.결 론

본 연구에서는 사람치주인대섬유모세포가 증식할 수 있는 비계로서 최근 치근피개에

널리 이용되고 있는 acellulardermalmatrix(AllodermⓇ)를 고찰한 결과,AllodermⓇ

위에서 세포의 증식 소견이 광학현미경적,투과전자현미경적 소견상 관찰됨으로서 향후

치주조직재생 치료시 Alloderm
Ⓡ
이 사람치주인대섬유모세포의 비계로서 널리 응용

될 수 있을 것으로 사료된다.
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