
I. 서론

지난 수십년동안 석회화( m i n e r a l i z a t i o n )과

정을 조절하는 기전과 석회화조직들을 형성하

고 유지하며 재생시키는데 관여하는 인자들과

세포들을 규명하는데 많은 연구가 있었다.

결합조직의 석회화 초기단계를 유발하는데

특별한 역할을 수행하는 것으로 알려진 b o n e

s i a l o p r o t e i n ( B S P )에는 BSP I과 BSP II 두 종

류가 있는데1 ), BSP I은 o s t e o p o n t i n ( O P N )으

로 더 많이 알려져있고2 - 4 ) 34 kDa 당단백인

BSP II는 B S P로 일컬어진다5 , 6 ).

석회화조직의 기질내로 함입되는 주된 비교

원성 골단백이며 osteocalcin 및 교원질과 함께

복합체를 형성하는 sulphated phosphoprotein

인 O P N은 secreted phosphoprotein I(SPP-

I )7 ) 또 는 2 a r2 , 8 , 9 ), 44kDa bone

p h o s p h o p r o t e i n1 0 ) 등 다양하게 표현되고 있다.

O P N의 발현은 골모세포1 1 ), 골세포1 0 ), 골수

강내 기질세포(stromal cell)와 골막세포5 , 1 9 ),

비대 연골세포(hypertrophic chondro-

c y t e )1 3 , 1 4 ), 석회화조직내에서는 물론 신장과

신경감각조직1 5 ), 활성화된 T 림파구1 6 ), 대식세

포1 7 ) 등과 같은 비석회화조직에서도 관찰되는

데, Senger등9 )은 우유내에서 O P N의 발현을

확인하였다. 그 외에도 N o m u r a등9 )은 다양한

상피조직에서의 OPN mRNA 발현을 보고하였

으며, Ikeda등1 4 )은 파골세포내에서의 O P N

mRNA 발현을 보고하였다.

석회화조직내에서 O P N의 역할은 골모세포

와 골세포의 이주, 부착 및 분화를 조절하고 석

회화를 유도하며, 결정체의 성장을 조절하는데

관여한다1 , 1 8 - 2 1 ). MacNeil등2 2 )은 백악질형성

과정에서 O P N과 B S P가 중요한 역할을 수행할

뿐만 아니라, OPN이 비석회화조직내에서도 발

현되는 것으로 미루어 치주인대형성시 O P N이

치주인대의 석회화를 억제하는 보호적 기능을

수행하는 것과 밀접한 관계가 있다고 주장하였

다. 한편 R e i n h o l t등2 3 )은 O P N을 파골세포에

대한 부착분자로 간주하였는데, OPN mRNA는

골형성중에 골모세포에서 발현되고, 골흡수부

위에서 파골세포와도 관련되어 발현되는 바

O P N은 골형성은 물론 파골세포의 기능에도 영

향을 미쳐 골흡수 활성에도 관여하는 것으로

알려졌다2 4 ).

성숙된 치주조직에서 치주인대는 백악질과

치조골에 매식되어 다양한 기능을 수행하는데,

C h o등2 5 )은 세포배양실험을 통하여 치주인대
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세포들이 석회화 결절(mineralized nodule)을

형성할 수 있음을 확인하였고, Lekic등2 6 )은 치

주인대를 포함하는 골결손부에서 치주인대의

유무 및 치유과정에 따른 O P N의 발현양상을

비교한 결과 치주인대가 있는 경우에서 O P N이

강하게 발현되고, 치조골과 치주인대의 경계부

에서 치유경과에 따라 계속적으로 증가되는

O P N의 발현 특징을 보고하면서 치주인대 및

치조골의 재생과정에도 O P N이 중요한 역할을

수행할 수 있다고 제안하였다.

치주조직의 성공적인 재생을 얻는데는 치조

골 재생은 물론 건강한 백악질을 얻는 것이 필

수요건이라 할 수 있다. 치주조직의 재생을 도

모하는데 재현성이 높은 임상술식을 개발하기

위해서는 치조골과 백악질간의 유사성과 차이

점을 이해하고, 치아발생과정에서의 석회화조

직을 조절하는 인자들과 세포들을 규명하는 것

또한 매우 중요하다 하겠다. 따라서 백악질과

관계 깊은 부착인자들을 규명하고 이들을 합성

하는데 관여하는 세포들을 확정하므로써 재생

형 치주치료과정에서 이들 인자들을 이용할 수

있으리라 예견되었다.

이와 같이 O P N은 치주조직의 형성뿐만 아니

라 치유에도 지대한 영향을 미치는 요소중의

하나로 인식되는 바 선학들의 연구결과들을 토

대로 in-situ h y b r i d i z a t i o n을 통하여 발생중인

생쥐의 치아 및 주위조직에서의 OPN mRNA

의 발현양상을 분석함으로써 향후 재생형 치주

치료 술식의 개발을 위한 연구에 도움을 줄 수

있는 기초자료를 제시하고자 이 연구를 시행하

였다.

II. 연구재료 및 방법

1. RNA 추출

O P N이 발현되는 것으로 알려진 태생 1 5일의

생쥐 연골조직에서 total RNA isolation

kit(Promega, USA)를 이용하여 제조회사의

지시에 따라 total RNA를 얻어 riboprobe 제작

을 위한 RT-PCR(Reverse Transcription-

Polymerase Chain Reaction)에 이용하였다.

2 . 프로브(probe) 제작을 위한 R T - P C R과
클로닝( c l o n i n g )

생쥐의 연골조직에서 얻은 5㎍의 total RNA

나 1㎍의 [poly(A)+] RNA를 D E P C - w a t e r

에 용해한 후, Superscript Preamplification

System(GIBCO BRL, USA)을 사용하여 2㎕

의 total RNA에 4㎕의 reaction buffer, 1㎕의

RNase inhibitor, 2㎕의 d e o x y r i b o n u c l e o t i d e

mixture, 300 pmol의 oligo(dT) primer와 2

㎕의 reverse transcriptase의 조합으로 4 2℃

에서 6 0분동안 반응시켜 first-strand cDNA

를 합성하였다. 

P C R을 위한 oligonucleotide primer 제작을

위하여 I n t e r n e t상에서 N I H의 G e n e b a n k

d a t a b a s e를 찾아 OPN 유전자의 n u c l e o t i d e

s e q u e n c e를 확인한 후, Genetics program을

이용하여 p r i m e r를 설계하고 제작하였다.

PCR 반응은 9 4℃에서 1분, 53℃에서 1분,

7 2℃에서 2분씩 3 0 - 4 0주기 증폭하고 7 2℃에

서 1 0분간 확장하였다. PCR 산물은 p G E M

T-easy vector(Promega, USA)로 1 5℃에서

1 6시간 반응시킨 후 LB-amp 배지에서 배양

하여 D N A를 정제하였다. 

3. DNA 염기서열분석

R T - P C R에 의하여 클로닝된 생쥐 cDNA 단

편을 약 300-500bp 정도의 크기로 s t i c k y

e n d나 blunt end를 형성하는 제한효소로 처리

한 후 다시 pBluescript SK(+) plasmid vec-

t o r에 s u b c l o n i n g하였다. Plasmid mini

kit(Quigen, USA)를 이용하여 plasmid DNA

를 추출하고 ABI 373S automatic sequencer

를 이용하여 dideoxy chain termination
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m e t h o d로 염기서열을 분석하여 프로브로 이용

할 c D N A의 s e n s e와 antisense strand의 위치

를 확인하였다. 

4. 조직 절편의 i n - s i t u h y b r i d i z a t i o n

1) cRNA riboprobe의 준비

프로브의 형성과정은 D N A를 s e n s e와 a n t i-

sense 방향에 맞게 제한효소로 처리하여 선형

화시킨 후 10% SDS와 20mg/ml proteinase

K(RNA grade: RNAase free condition)용액

에서 1시간 처리하고 회수하여 D N A농도를

s p e c t r o p h o t o m e t o r로 측정하였고, DIG RNA

labelling kit(SP6/T3/T7, Behringer

Manheim, Germany)를 이용하여 제조회사의

지시에 따라 Digoxigenine-labelled RNA

p r o b e를 합성하였다. 프로브는 s e n s e와 a n t i-

sense 프로브를 모두 합성하여 동일한 조건에

서 h y b r i d i z a t i o n하였다.

2) I n - s i t u h y b r i d i z a t i o n

생쥐 embryo 발생 1 1일부터 1일 간격으로

생후 1 8일 까지의 발달 단계별 생쥐 e m b r y o를

4℃, 4% paraformaldehyde 용액에서 1 6시간

고정한 후 P B S용액으로2시간세척하고, 70%,

80%, 90%, 95%, 100% I, 100% II, 100% III,

100% IV 알콜로 각각 1 2시간씩 탈수하였다.

Chlorform 용액에서 4회 2시간씩 처리한 후

paraffin 포매 하고 5㎛ 두께로 연속 절단

(serial section)한 후, ethoxysilran-coated

슬라이드에 붙여 사용 전 까지 - 4℃에 보관하

였다. 연속 절편을 절편 1 0장 당 1장의 비율로

Hematoxylin-Eosin stain 하여 치아 발생단

계를 판정 한 후 적절한 단계의 절편을 실험에

이용하였다.

절편을 x y l e n e으로 탈 파라핀 처리하고

100%, 90%, 80%, 70% ethanol의 순서로 함

수시킨 후, 고정액(4% formaldehyde in 1X

P B S )에 1 0분간 고정하였다. PBS로 두 차례 세

척하고 acetylation 용액(0.25% acetic anhy-

dride in 0.1M triethanolamine-HCl, pH 8.0)

에 1 0분간 처리한 후 2X SSC(0.15M sodium

chloride, 0.015M sodium citrate)로 두 차례

세척한 다음 탈수 및 탈지(70% ethanol: 1분,

80% ethanol: 1분, 95% ethanol: 2분, 100%

ethanol: 1분, 100% ethanol: 5분, 95%

ethanol: 1분)과정을 거쳐 공기 중에서 건조시

켰다. 50% formamide, 10mM Tris-HCl,

2 0 0μg/ml tRNA, 600mM NaCl, 0.25% SDS,

1mM EDTA, 1X Denhardt's solution, 105

Dextran sulfate가 함유된 용액에 프로브를 넣

고 5 0℃에서 1 6시간 h y b r i d i z a t i o n하였다.

Hybridization 후 2X SSC, 0.2X SSC I, 0.2X

SSC II로 각각 세척한 다음 1.5% blocking

reagent(Behringer Manheim, Germany)가

함유된 Dig buffer I(100mM Tris-HCl,

150mM NaCl)으로 다시 세척하고 a n t i - D i g

a n t i b o d y를 1 : 8 8로 Dig buffer I에 희석하여 4

5 3

1 g c a g g g a g c g a g g a t t c t g t g g a c t c g g a t g a a t c t g a c g a a t c t c a c c a t t c g g a t g a g

6 0

6 1 t c t g a t g a g a c c g t c a c t g c t a g t a c a c a a g c a g a c a c t t t c a c t c c a a t c g t c c c t a c a

1 2 0

1 2 1 gtcgatgtccccaacggccgaggtgatagcttggcttatggactgaggtcaaagtctagg 

1 8 0

1 8 1 agtttccaggtttctgatgaacagtatcctgatgccacagatgaggacctcacctctcac 

2 4 0
Figure 1. Nucleotide sequence of the mouse osteopontin cDNA fragments obtained by RT-PCR. The

oligonucleotide primer sites were underlined.



℃에서 3 0분간 처리하였다. 다시 Dig buffer

II(100mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 500mM

M g C l2)로 세척하고 N B T / B C I P로 발색시킨 후

Dig buffer IV(10mM Tris-HCl, 1mM

E D T A )로 3분간 다시 세척하고 methyl green

으로 대조 염색한 후 광학현미경 하에서 관찰

하였다. 

III. 연구결과

1. 클로닝된 생쥐 OPN cDNA의 염기서열
분석

R T - P C R을 통하여 얻은 생쥐 OPN cDNA

단편은 염기서열분석과 homology 검색 결과

1 3 8 5 b p의 생쥐 OPN mRNA의 3 6 1에서 6 8 9

번째의 n u c l e o t i d e에 1 0 0 %의 h o m o l o g y를 갖

는 약 3 0 0 b p의 cDNA 단편으로 확인되었다

(Figure 1).

2. OPN mRNA의발현

1) 뇌상기(bud stage)

생쥐 태생 1 3일 표본에서 상피가 악골의 외

배엽층으로 증식하는 전형적인 뇌상기 양상을

보였으며, 구강내의 일차상피띠( p r i m a r y

epithelial band)와 치배의 상피성싹( e p i t h e l i a l

bud) 및 주위의 외배엽성 간엽세포에서도

O P N의 발현이 관찰되지 않았으나, 치배 주위

에서 발생중인 연골과 치조골 부위에서는 O P N

m R N A의 발현이 관찰되었다(Figure 2). 

2) 모자상기(cap stage)

생쥐 태생 1 5일 표본에서 구강상피의 증식이

더욱 현저하여 모자형태를 이루는 양상을 보였

으며, OPN mRNA는 치아기(dental organ),

치유두(dental papilla) 및 치낭(dental folli-

c l e )을 포함하는 발생중인 치아 및 인접주위조

직에서 발현되지 않았고(Figure 3), 치배주위

의 치조골이나 발생중인 척추(vertebrate) 부

위의 연골들에서는 O P N의 발현을 뚜렷이 관찰

할 수 있었다(Figure 4, 5).

3) 종상기(bell stage)

조직분화와 형태분화를 보이는 종상기 후반

에서는 치유두의 간엽세포로부터 상아모세포

( o d o n t o b l a s t )가 분화하여 치아의 교두정 부위

부터 상아질을 형성하고 치아기에서 발생한 법

랑모세포( a m e l o b l a s t )들도 관찰되었다. 상아질

을 형성하고 있는 상아모세포에서는 O P N

m R N A의 강한 발현이 나타났으나 치경부의 분

화중인 상아모세포에서는 O P N의 미약한 발현

이 확인되었다. 그러나 법랑질을 분비중인 법랑

모세포나 치유두 및 치낭의 세포들에서 O P N

m R N A의 발현은 관찰되지 않았다(Figure 6, 7,

8 ) .

4) 경조직 형성기(hard tissue formation

s t a g e )

생쥐 출생 1 6일 표본에서는 치관이 형성되고

치근형성이 진행중에 있는 양상이 나타났으며,

형성중인 치근을 따라서 분화 과정에 있는 치

주인대 세포들에서 OPN mRNA의 발현이 관

찰되었다(Figure 9). 

IV. 총괄 및 고안

O P N은 highly phospholylated 44 kDa형과

less phospholyated 55 kDa형 두 종류로 구분

되는데, OPN형태의 p h o s p h o r y l a t i o n은 c a l c i-

um phosphate에 대한 결합친화성을 증가시키

고, sulphation은 세포분화와 함께 증가된다
2 7 , 2 8 ). 44 kDa OPN은 골형성중 결정체 형성 및

성장을 조절하는데 관여하고, 55 kDa OPN은

기질의 석화화에 영향을 미치기 보다는 골형성

조직(osteogenic tissue)의 초기 조직화에 관

여되는 것으로 알려졌다1 ). Wrana등 2 9 )은

T G F -β가 55 kDa OPN의 합성에 선택적으로
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영향을 미치는 것을 확인하고 55 kDa OPN이

골의 회복( r e p a i r )과 재조형( r e m o d e l l i n g )에

중요한 역할을 수행할 수 있음을 제안하였다.

치아의 발생과정은 4단계로 진행되는데, 악

골의 외배엽층내로 상피가 증식( i n g r o w t h )되

는 뇌상기(bud stage)로부터 시작되어 상피세

포들이 더욱 증식되어 모자형태를 이루는 모자

상기(cap stage), 종모양을 보이며 조직분화와

형태분화기인 종상기(bell stage)를 거쳐 치관

형성이 완료되고 치근형성이 나타나는 경조직

형성기에 이르게 된다. 

이 연구에서는 생쥐 태생 1 1일부터 생후 1 8

일 까지 1일 간격으로 발달 단계별 생쥐

embryo 표본을 제작한 후 연속 절편을 절편

1 0장당 1장의 비율로 H e m a t o x y l i n - E o s i n

s t a i n을 시행하여 치아 발생단계를 판정한 후

적절한 단계의 절편을 실험에 이용하였는데, 이

는 태생 4일- 1 4일경에 OPN mRNA의 발현이

절정을 이룬다고 한 C h e n3 0 , 3 1 , )등의 보고를 참

조하였다.

O P N에 관한 연구들은 대부분 면역조직화학

적 방법3 1 , 5 , 1 0 )이나 i n - s i t u h y b r i d i z a t i o n방법
1 4 , 8 , 3 2 , 3 3 )이 이용되고 있는데, 면역조직화학적

방법은 단백질과 유전자 산물을 추적하는데 비

해 i n - s i t u h y b r i d i z a t i o n방법은 mRNA 또는

DNA 자체를 추적하는 차이가 있다. 즉 면역조

직화학적 방법으로는 어떤 물질의 분포는 알

수 있으되 그 기원을 확인할 수 없다. 따라서 이

연구에서는 치아발생 초기에 O P N의 생성에 관

여하는 특이세포를 규명하기 위해서 i n - s i t u

h y b r i d i z a t i o n방법을 이용하였다.

치아발생의 초기단계로 일차상피띠( p r i m a r y

epithelial band)와 치배의 상피성싹( e p i t h e l i a l

b u d )이 나타나는 뇌상기(bud stage)와 치아기

(dental organ), 치유두(dental papilla) 및 치

낭(dental follicle)이 발생되는 모자상기( c a p

s t a g e )에서 OPN mRNA의 발현을 관찰한 이

연구결과 치배 주위에서 발생중인 연골과 치조

골 부위에서만 나타났을 뿐 치배에서는 관찰되

지 않았다.

골형성과정에서 O P N의 역할에 관한 연구에

서 다양한 결과들이 발표되었는데, Nagata등
3 4 )은 석회화전의 골기질내에서 O P N의 발현이

관 찰되 지 않 은 점 으로 미루 어 O P N이

h y d r o x y a p a t i t i e형성의 주된 핵은 아닌 것으로

간주한 반면 K a s u g a i등2 7 )은 44kDa OPN과

B S P가 hydroxyapatite 결정체에 급속히 부착

함을 확인하고 골형성중에 결정체의 형성과 성

장을 조절하는데 O P N이 관여하고 있다고 상반

된 결과를 보고하였고, Ikeda등1 4 )은 골모세포,

골세포, 비대 연골세포에서 OPN mRNA의 발

현을 관찰하였고, 특히 periosteal 부위보다는

endosteal 부위에서 더 강하게 발현되었다고

보고하였다.

치아발생단계중 중간단계에 속하는 종상기

(bell stage)에는 치아기(dental organ), 치유

두(dental papilla) 및 치낭(dental follicle)의

구조를 이루는데, 치유두의 간엽세포로부터 상

아모세포( o d o n t o b l a s t )가 분화하여 치아의 교

두정 부위부터 상아질을 형성하고 치아기에서

법랑모세포( a m e l o b l a s t )들이 발생되어 법랑질

을 형성하며, 향후 신생 치근면에 부착되는 치

주인대세포들과 섬유속들을 포함하는 치아지

지조직의 형성은 치낭과 관련된다.

M a c N e i l등2 2 , 2 4 , 3 5 , 3 6 )은 상아모세포에서의 발

현이나 상아질형성에서의 O P N의 역할은 명확

하지 않다고 하였고, BSP는 상아모세포와 백악

모세포가 각각 상아질과 백악질로 분화하는데

중요한 역할을 담당한다고 하였으며, 태생 1 -

3일된 백서 상아질형성기 초기단계에서는 상

아모세포에서 O P N이 발현되지 않고 말기에 늦

게 발현됨이 면역 조직화학적, i n - s i t u

hybridization, Northern blot을 통한 연구에서

일관성 있는 결과로 나타났다고 하였는데, 이

연구에서는 종상기에 OPN mRNA의 발현이

상아질을 형성하고 있는 상아모세포에서는 강

하게 나타났으며, 치경부의 분화중인 상아모세

포에서는 미약하였으나, 법랑질을 분비중인 법
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랑모세포나 치유두 및 치낭의 세포들에서는 나

타나지 않았다. 이러한 결과는 O P N이 상아모

세포가 상아질을 형성하는 과정에 관여하고 있

음을 시사하고 있다.

구강내에는 네 가지 경조직 즉 법랑질, 상아

질, 백악질 및 골조직이 존재하는데, 그중 백악

질과 골조직은 유기질과 무기질의 구성성분과

구조적 관점에서 가장 밀접한 관계가 있다. 반

면에 골조직에 대한 백악질의 차이점은 혈관과

신경분포가 없으며, 재조형( r e m o d e l i n g )이 일

어나지 않고, 수행하는 기능이 다르다는 점으로

특징지어진다.

발생중인 치주인대에서 O P N의 발현에 관해

서도 다양한 결과들이 보고되었는데, MacNeil

등3 5 )은 4 1일째 생쥐 대구치에 대한 i n - s i t u

h y b r i d i z a t i o n을 통하여 골모세포와 백악모세

포에서는 O P N이 발현되었으나 치주인대에서

는 발현되지 않았다고 보고하였다. D'Errico등
3 7 )은 O P N의 발현이 치근표면을 따라 존재하는

세포들과 치조골 변연세포에서 관찰되었으나

치수 및 치주인대세포에서는 관찰되지 않았고

치근형성의 말기에 전 치주인대부위에서 O P N

의 발현이 관찰되었다고 보고하였다.

치아발생단계중 말기에 속하는 경조직 형성

기의 경우 형성중인 치근을 따라서 분화 과정

에 있는 치주인대 세포들에서 OPN mRNA이

발현됨을 확인한 본 연구결과는 경조직 형성시

기에 따라 O P N이 특징적인 발현양상을 보임을

면역조직화학적으로 확인한 C h e n등3 1 )과 Y a o

등3 8 )의 보고를 고려할 때 치근완성도와 치주인

대 형성시기에 따라 O P N의 발현양상이 다르게

나타날 수 있음을 시사하였으며, 치낭에서 섬유

모세포가 치주인대로 분화하는데 O P N이 중요

한 역할을 담당하고 있고, 치낭에서의 OPN 발

현이 r e t i c u l u m층과 i n t e r m e d i u m층에서 관찰

되었다고 보고한 M a c N e i l등2 4 )의 연구보고와

생쥐 치근형성의 초기단계에서 O P N이 백악질

에서 발현된다고 한 S o m e r m a n등3 9 )의 연구결

과를 지지하였다.

L a n g등4 0 )은 백악질의 전구세포는 치조골내

에 있다고 하였으며, Somerman등4 1 )은 백악질

형성에 다양한 부착단백들이관여한다고 하였

고, Arzate등 1 8 )은 백악질유래 부착단백과

O P N을 비교분석한 결과 골세포의 증식은 백악

모세포로 분화할 수 있는 능력이 있다고 보고

하였는데, Bronkers등4 2 )은 무세포성 백악질층

에서 백악질과 치주인대에 인접하고 있는 많은

세포들에서 O P N이 발현됨을 확인하고 백악모

세포는 odontoblast-like phenotype이 아니라

osteoblast-like phenotype을 나타낸다고 결

론지었다.

성숙한 백악질에서는 BSP, OPN, vit-

ronectin, 백악질 부착단백, fibronectin을 포함

하는 A r g - G l y - A s p연관 부착단백들이 추출

되는데 이러한 백악질 추출물들은 치은섬유아

세포와 치주인대세포들의 이주2 1 ), 부착4 3 , 4 4 ),

증식 및 단백질 합성4 5 )을 촉진하는 역할을 수

행한다. O P N과 B S P가 백악질의 주된 구성성분

이며, 이들 단백질은인접한 백악모세포들에 의

해 분비됨이 immunogold labeling4 6 , 2 0 ), 면역조

직화학적3 6 ) 및 i n - s i t u h y b r i d i z a t i o n2 2 )을 통

하여 확인되었다. MacNeil2 2 )등은 생쥐 태생

2 7일째에 무세포성 백악질의 형성이 시작되는

데 이때는 O P N이 상아모세포에서만 발현될 뿐

치근면에서는 발현되지 않았고, 치아가 맹출중

일 때에는 치근표면, 치주인대부위 그리고 치아

맹출경로에서 O P N이 발현됨을 확인하였으며,

특히 치근형성 말기단계에서 O P N의 치주인대

내 발현은 석회화 억제물질로 작용함으로써 보

호적 기능을 수행하는 것으로 설명하였다. 또한

M c A l l i s t e r등4 3 )은 백악질에는 섬유모세포의

부착을 매개할 수 있는 물질들을 함유하고 있

다고 하였고, 이 물질들은 치은섬유모세포들과

치주인대 세포들의 치근면에 대한 부착을 촉진

함으로써 치주결합조직 형성과 재생에 중요한

역할을 수행한다고 하였다.

이 연구 결과와 선학들의 연구보고들을 종합

해 보면 치아의 초기발생과정에서 O P N이 치조
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골, 상아질 및 치근의 형성에 중요한 역할을 담

당하고 있다고 결론지을 수 있으며, 이는 파괴

된 치주조직에 대한 재생형 치주치료후 치주조

직의 재생과정에서도 O P N이 중요한 역할을 수

행할 수 있음을 시사하였다. 본 연구에서는 치

아발생 초기단계만을 포함하였고, OPN mRNA

만을 분석하였으나, 향후 치근형성이 완료되고

치아 맹출과정 및 치유반응중에서의 O P N의 역

할을 규명하고, 또한 BSP, osteocalcin 및

osteonectin 등의 역할 규명을 포함하는 보다

광범위하고 추가적인 연구가 필요하다고 사료

된다.

V. 결론

치아의 초기 발생과정중에 치아 및 주위조직

에 O P N이 미치는 영향을 규명하기 위하여 생

쥐 embryo 발생 1 1일부터 1일 간격으로 생후

1 8일까지 생쥐 e m b r y o의 조직표본을 제작한

후 Hematoxylin-Eosin stain하여 적절한 치

아발생단계의 절편을 선택한 다음 생쥐의 치아

발생단계별 치아 및 주위조직에서의 O P N

m R N A의 발현양상을 i n - s i t u h y b r i d i z a t i o n으

로 분석함으로써 다음과 같은 결과를 얻었다.

1 . 뇌상기(bud stage)와 모자상기 ( c a p

s t a g e )동안 OPN mRNA의 발현이 치배주

위에서 발생중인 연골과 치조골 부위에서

는 관찰되었으나, 치아기, 치유두 및 치낭

에서는 관찰되지않았다.

2 . 늦은 종상기(bell stage)의 경우 O P N

m R N A의 발현이 상아질을 형성하고 있는

상아모세포에서는 강하게 나타났으나, 법

랑모세포에서는 나타나지 않았다.

3 . 경조직 형성기에서는 형성중인 치근을 따

라서 분화과정에 있는 치주인대 세포들에

서 OPN mRNA이 발현되었다. 

치아의 초기발생과정에서 O P N이 치조골, 상

아질 및 치근의 형성에 관여하고 있음을 나타

낸 이상의 연구결과는 치주조직의 재생과정에

서 O P N의 역할을 규명하기 위한 추가적인 연

구가 계속되어져야 함을 제기하고 있다.
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사진부도 설명

Figure 2. Frontal section of tooth germ at bud stage(prenatal day13), labeled by i n

s i t u hybridization with Digoxigenin labeled mouse osteopontin mRNA probes(x100).

Osteopontin expression was intense in developing alveolar bone and cartilage, but

tooth bud did not show hybridization signal.

Figure 3. Frontal section of tooth germ at cap stage(prenatal day 13), labeled by i n

s i t u hybridization(x100). Osteopontin mRNA was not expressed in the dental organ,

dental papilla and dental follicle.

Figure 4. Sagittal section of mouse embryo vertebrate region at cap stage(prenatal

day 15), labeled by in situ hybridization(x100). Osteopontin mRNA transcripts were

clearly seen in the developing vertebrate.

Figure 5. Sagittal section of mouse embryo cartilage region at cap stage(prenatal day

15), labeled by in situ hybridization(x100). Osteopontin mRNAs were expressed in

the developing alveolar bone and osteoblasts.

Figure 6. Frontal section of incisor tooth germ at bell stage(postnatal day 1), labeled

by in situ hybridization(x100). In tooth germ, osteopontin mRNA expression was

intense in preodontoblast and surrounding alveolar bone. 

Figure 7. Frontal section of molar tooth germ at bell stage(postnatal day 1), labeled

by in situ hybridization(x100). In the tooth germ, osteopontin mRNA transcripts

were expressed in odontoblasts but not in the mesenchymal cells of the subodonto-

blastic region.

Figure 8. Frontal section of molar tooth germ at late bell stage(postnatal day 5),

labeled by in situ hybridization(x100).Osteopontin expression was intense in odon-
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toblasts, but ameloblasts did not

show hybridization signal. 

Figure 9. Frontal section of molar

tooth germ at hard tissue formation

stage(postnatal day 16), labeled by

in situ h y b r i d i z a t i o n ( x 1 0 0 ) .

Osteopontin was expressed by

PDL cells throughout the peri-

odontal region.
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Extracellular matrix component is

degraded by enzymes of thematrix metal-

loproteinases(MMPs). MMPs are produced

by both hemopoietic and structural cells.

Increased activity of MMP-3 in periodon-

tium is strongly associated with inflamma-

tory periodontal disease.

The purpose of the present study was to

estimate the effect of BMP-7 on regener-

ation of periodontium. The optical density

was measured by microwell plate reader at

450 nm.The difference of the optical densi-

ty and the relative activity ofMMP-3

according to the concentration were statis-

tically analyzed by one way ANOVA.

The results were as follows:
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1 . Tetracycline-HCl showed the

tendency to inhibit the activity of

MMP-3 at the concentration lower

than 25μg / m l .

2 . Doxycycline-HCl inhibited signifi-

cantly the activity of MMP-3 at the

concentration lower than 100μg / m l .

3 . Minocycline-HCl inhibited the

activity of MMP-3 at the concentration

in the range of 10 to 200μg / m l .

Within the limit of the present study, the

above results suggested that bone morpho-

genetic protein-7 may play a important role

in development of periodontium.
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