
I. 서론

치주질환은 연령이 증가함에 따라 일반적으로 증
가하는데 성인에 있어 그 빈도가 치아우식증에 비해
현저하게 높으며, 또한 치아상실의 주 원인이 되고
있다. 치주질환은 치석과 치태내 치주 병인균에 의
한 만성 감염성 질환이며, 치아 주위 조직의 염증과
치주인대의 파괴, 부착 상실, 치조골의 소실로 인한
깊은 치주낭의 형성 등으로 특징 지워지며, 치은, 치
주인대, 백악질 및 치조골 등으로 구성되는 치주조직
을 파괴시켜 치아를 상실하게 하는 질환이다1-3).

치주조직의 재생에 관여하는 주된 세포로는 치은
상피세포, 치은 섬유아세포, 치조골 세포, 치주인대
세포등이 있고 이들 중 치은 섬유아세포가 조직재생
에 주로 관여한다는 주장도 있으나4), 주로 치주인대
에서 유래된 세포가 질환으로 손상된 조직의 재생에
주로 관여한다고 보고되었다5-9). 이러한 생체실험과
병행하여 치주 세포들의 성상을 규명하기 위한 시험
관적인 연구가 진행되어, 치주인대 세포의 배양에 성
공한 이래10), 많은 연구가 이루어졌다12-17). 

따라서 최근에는 세포 배양법이 많이 이용되고 있
는 바, 세포를 이용한 연구는 세포를 충분히 얻을 수
있고, 같은 실험을 쉽게 반복할 수 있으며, 살아있는

상태에서의 세포내 대사작용을 연구할 수 있을 뿐만
아니라, 체내에서 불가능한 여러가지 조작이 가능하
다는 장점이 있다. 그러나 생체실험에서는 재생에
관계되는 특정세포나 상세한 치유과정, 조직재생에
관여하는 생화학적인 매개체에 관하여 정확히 규명
되지 못하였고, 생체내에는 치주인대세포 단독으로
존재하는 것이 아니라 다른 세포들과 상존하기 때문
에 세포간의 상호작용으로 그 양상이 다르게 나타날
것이다.

이와 같은 종래 단일 세포배양 방법을 이용할 경우
많은 양의 상피 세포 또는 섬유아세포를 얻을 수는 있
지만 (1) 분화 억제로 인한 미분화 상피 세포의 과성
장, (2) 적절한 상피-상피, 상피-결체 조직간의 조절
기능 부족으로 인해 분화 기능이 소실됨으로써 원래
의 생체내 조직과는 다른 형태학적, 생화학적, 기능적
특성을 갖게된다.16-18) 또한 특정 생화학적 물질의 투
여나 생리적인 조건의 변화를 통해 증식이나 분화를
유도할 수는 있지만 생체 내에서와 같이 증식과 분화
가 평형을 이룬 입체적인 구성을 이룰 수는 없다19).

생체 내에서의 세포는 단일 층을 형성하지는 않으
며 주변 기질 세포나 세포외 기질과의 반응과 상호
작용을 통하여 증식과 분화를 조절한다. 포유 동물
의 발생 과정 뿐만 아니라 성인 조직이 정상 기능을
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수행하는데 있어서도 상피와 결체 조직간의 상호 작
용 (epithelial-mesenchymal interaction)의 중요성은
이미 널리 알려져 왔으나 이러한 개념이 세포 배양
에 적극적으로 도입되지는 않았다.20) 최근 배양 접시
바닥에 laminin, type IV collagen 등의 세포외 기질
을 도포하는 방법이 소개되기도 했으나 상피 세포의
부착과 증식에는 도움이 되지만 분화의 유도나 중층
형성 (stratification)은 이루어지지 않았다21-22).

일차 배양된 세포를 이용하여 실험실에서 생체와
유사한 조직을 형성하기 위한 노력이 계속되어 이를
위해 생체의 상피, 점막과 유사한 실험실 조건, 즉 결
체 조직 또는 점막하 조직과 유사한 환경을 형성하
고, 대기와 접촉하는 조건(air-liquid interface)을 제공
함으로써 삼차원적으로 재현된 실험실 모델이 연구
되고 있다23). 정상 상피의 경우 결체조직 부위를 재
생하기 위하여 기증된 사체에서 만들어진 de-epithe-
lialized dead epidermis가 이용되기도 하였으나17), 이
는 재료가 제한되고 일관된 실험 결과를 얻기 어렵다
는 점 때문에 최근에는 제1형 교원질을 이용한 연구
모델의 개발이 활발히 이루어지고 있다25-26).

그러나 치주영역에서는 1997년 Tomakide 등이 처
음으로 일차배양한 치은세포와 구강상피세포를 이용
하여 organotypic culture를 처음으로 시도하였으나27)

치은 섬유아세포를 이용한 삼차원적 연구는 많이 이
루어지지 않았다. 따라서 본 연구는 제 1형 교원질과
치은섬유아세포를 이용한 인공 결체 조직과, air-liq-
uid interface를 유지할 수 있는 배양조건을 제공하는
organotypic raft culture를 이용하여 stratification 동안
광학 현미경을 통한 형태학적 특성을 비교 분석하고
상피세포의 분화과정에서 gap junction을 확인하기
위해 connexin-43을, 상피분화를 위해 involucrin, 상
피방어체계의 확인을 위해 HSP70에 대한 면역조직화
학적 염색을 통해 비교 연구하고자 하였다.

II. 연구재료및방법

1. 사람 치은 각화 상피세포(normal human
gingival keratinocyte; 이하 NHOK표기)
배양

교정치료를 목적으로 발거한 건강한 제1소구치의
치은연조직을 채취하여 300unit/ml penicillin, 300μ
g/ml streptomycin, 1.5μg/ml amphotericin-B가 포
함된 HBSS(Gibco, GrandIsland, NewYork, USA) 으
로 5회 세척한 후 dispase(grade II; 2.4mg/ml,
Boehringer, Mannheim, Indianapolis, IN, USA)로 60
분간 5% CO2가 포함된 37℃ 배양기에 넣어 하방 결
체조직으로부터 상피를 분리하고 단일세포로 용해
하기 위해 trypsin에 60분간 37℃에 처리하여 이를
PBS로 세 척 하 고 Keratinocyte Growth
Medium(KGM, supplement with pituitary extract,
Clonetics, San Diego, CA USA) 에 resuspend하여
60mm배양접시에 5×104농도로 배양하였다. NHGK
가 증식되어 완전히 배양접시를 덮는 단층이 형성되
면 0.05% Trypsin/0.02% EDTA로 처리하여 배양접
시로부터 세포를 박리하고 1:3으로 계대배양하여 이
시험에서는 3-4세대의 세포를 사용하였다.

2. 치 은 섬 유 아 세 포 (Human Gingival
Fibroblasts, 이하HGF로표기) 배양

교정치료를 위하여 내원한 환자로부터 발치한 건
강한 치은조직을 채취하기 위하여 항생제가 포함된
Dulbecco's Modified Eagle Medium(Gibco/BRL, 이
하 DMEM으로 표기)을 생검배지로 준비한 후 제일
소구치 부위에 내사면 절개를 가한 다음 건강한 치
은 조직을 채취하여, 채취된 시편들을 생검배지로 3
회 세척 후 치은조직을 세절한 다음 35mm배양접시
에 고 르 게 분 포 시 킨 후 10% Fetal Bovine
Serum(FBS, Gibco/BRL )과 100unit/ml penicillin,
100μg/ml streptomycin이 포함된 DMEM을 넣고, 37
℃, 100% 습도, 5% CO2 공기혼합배양기에서 배양하
였다.

치은섬유아세포가 조직절편으로부터 증식되어 완
전히 배양접시를 피개하는 단층이 형성된 후 100mm
세포 배양용 접시를 이용하여 계대 배양하였다. 본
실험에서는 성장 특성을 명확히 비교하기 위하여 동
일 환자, 동일 세대의 세포를 이용하였으며 5계대 이
상의 세포는 사용하지 않았다. 
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3. 삼차원 배양을 위한 진피 유사체(dermal
equivalent)의제조

진피 유사체 (dermal equivalent) 제조를 위해 사용
되는 섬유 세포는 일차 배양된 치은 섬유아 세포를
사용하였다. 확립된 구강치은 조직 세포의 삼차원
재건을 위해 제 1형 교원질 (pH 3, Nitta Gelatin,
Japan)을 이용하며 이를 중화 완충 용액 (2.2%
NaHCO3, 0.05N NaOH, and 200mmol/L HEPES)과
10배의 DMEM/F12 농축 배지를 8:1:1의 비율로 혼합
하고, 진피 세포로는 구강 치은 섬유세포를 이용하였
다. 치은 섬유아 세포는 제 1 형 교원질에 1.2×
105/ml의 농도가 되도록 혼합하여 gel matrix에 섬유
세포가 균일하게 분포하게 하여 반지름 12mm의 0.2
μm pore size membrane으로 제작된 millicell에
casting 한후 37℃ 배양기에서 12시간 이상 중합과
수축이 일어나도록 하였다.

4. 구강점막치은상피의삼차원배양

계대 배양중인 치은 구강상피를 PBS로 3회 세척
후 0.125% Trypsin-EDTA를 처리하여 모은 후 원심
분리하여 hemocytometer로 세포수를 측정하였다.
상피 세포는 6-well plate에 내부에 위치한 millicell의
각 well 당 3×105개의 세포가 되도록 분주하였고, 바
깥쪽은 DMEM과 F12가 3:1 비율로 혼합되고
100IU/ml penicillin, 100μg/ml streptomycin,
0.6mg/ml L-glutamine과 함께 10% FBS가 포함된 배
지 3ml를 넣어 주어 5% CO2, 37℃ 배양기에서 배양
하였다. 배지는 2-3일 간격으로 교환하였고, 5일 후
에는 상피세포 상층부의 배지를 제거하여 상피 세포
가 대기에 노출되도록 하여 3일, 5일, 10일간 추가 배
양하여, 10% 중성 포르말린에 고정하였다.

5. 삼차원 배양된 구강 치은 조직의 형태학적 특
징분석

제 1 형 교원질 상에서 배양된 구강 조직은 10% 중
성 포르말린에 12시간 이상 고정하고 통법에 의해

파라핀에 포매한 후 4μm의 연속 절편을 H/E, PAS
염색하여 광학 현미경에서 세포의 분화도, 각질 형성
등의 소견을 관찰하고 비교 검토함으로써 삼차원적
배양이 생체 조건과 유사한 배양 환경을 제공했는지
를 판별하였다.

6. 면역조직화학염색

파라핀 포매된 절편들은 xylene으로 탈파라핀화
하였으며 증류수로 재 수화하였고 내인성 peroxi-
dase에 의한 artifact를 피하기 위해 절편들을 실온에
서 15분 동안 3% H2O2의 ice cold solution으로 반응
시킨 후 tris-buffered saline(TBS)로 5분 동안 세척하
였다. blocking serum으로 normal rabbit serum을 30
분간 적용시켰다. HSP 70(Santa Cruz, USA)은 1/60
로 희석해, connexin43(Biodesign Co, USA)은 1/30
으로, involucrin(Biomedical Tech, USA)은 1/100 일
차항체를 30분간 반응시킨 다음 TBS로 5분 동안 3회
세척한 후에 link antibody(anti-mouse IgG, Dako,
USA)를 20분간 반응시켰다. 그 후 streptavidine
alkaline phosphatase로 30분간 반응시킨 후
aminoethyl carbazole(AEC)로 발색시키고 Harrison
hematoxylin으로 대조 염색하여 glycerin으로 도포
후 검경하였다. 염색된 조직표본에서 각각의 항체에
대한 양성반응을 상대적인 발현정도에 따라 세포들
의 90%이상, 30-90%, 5-30%, 그리고 5%미만이 양성
으로 염색되었을? 각각 심도(＋＋＋), 중등도(＋＋),
경도(＋), 경미(±), 음성(-)으로 구분하였으며, 상피
에서는 기저층, 상기저층, 유극층, 천층의 4층으로 분
류하여 계측하였다.

III. 연구결과

1. 치은각화상피와섬유아세포를이용한삼차원
적재건시조직학적형태

정상 구강각화세포를 배양한 진피 대체물에서 관
찰되는 결체조직 구조는 건전한 상태이였으며 간질
핵세포의 대부분은 옅게 염색되고, 난원 또는 둥근세
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포로 Fig. 1에서는 ×100 시야에서 20-30개 정도 관찰
되었지만 중층화(stratification) 되는 과정 기간에 따른
결체조직 차이 또는 변화는 없었다(Fig. 1, Fig. 3).

제 1 형 교원질과 치은 섬유아 세포로 구성된 진피
유사체상에서 배양된 치은조직 세포는 배양 10일의
경우 정상적 성숙과 stratification 즉 5-10층의 중층화
를 이루며 성장하였고 표층에는 각질이 뚜렸한 형성
을 보였으며 상피형태 구조도 유지되었지만 결체 조
직내로의 침윤은 없어 정상적인 치은 조직구조를 관
찰할 수 있었다(Fig. 2, Fig. 3).

배양 5일째에는 이런 상피층의 수가 3-6층으로 감
소되었으나 표층의 각질은 유지되었고, 상피의 형태
구조가 유지되어있으나, 배양 3일에는 상피구조가
국소적으로는 관찰되어도 전반적인 형태유지가 잘
이루어지지 않았으며, 상피층의 두께도 2-4층밖에는
없었다(Table 1). 

2. 삼차원 배양된 구강 조직의 상피분화, 세포간
전달, 방어의확인표지자

구강 각질세포의 삼차원적 배양기간에 따른 중층
화 변화를 알기 위해 표지자에 대한 면역조직화학적
염색을 시행하여 air-exposure 배양 기간에 따른 비
교를 하였다. 상피 세포의 각질 분화 표지자인

involucrin은 배양기간에 관계없이 모두에서 각질 분
화가 관찰되는 부위에서 발현하고 있었지만, 기저층
과 표층의 구분은 없었다(Fig. 4, Fig. 7)

상피방어 표지자인 HSP는 Fig. 5와 8에서 처럼 삼
차원적 재건 상피의 전층에서 특히 기저층에 집중해
서 발현되고 있었고 중층화 기간에 따른 변화는 미
약해 10일과 5일은 심도의 발현을 3일은 상피층의
형성이 제대로 이루어지지 않았어도 중등도의 발현
을 보였다.

세포간 전달물질인 connexin 43은 Fig. 6와 Fig. 9
에서와 같이 발현정도가 매우 미약하였으며 주로 상
피기저층을 중심으로 경미한 발현을 보였는데 배양
기간의 중층화동안 변화는 없었다. 

IV. 고찰

치주질환이 중증으로 진행되면 치주인대의 파괴
는 물론 치조골의 흡수와 치아의 동요가 심화되고
궁극적으로 치아의 상실을 초래하게 된다. 따라서
치주치료의 주된 목적은 질환의 진행을 중지시키고
파괴된 치조골을 회복시키며 치아와 치조골 사이의
부착을 재생시키는데 있다. 일반적으로 치주치료에
따른 치유과정은 시술 후 초기단계에서는 결손부주
위로 섬유아세포가 이주하고 증식하며, 이들 세포내
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Table 1. Histological findings of three-dimensionally cultured oral keratinocyte &
gingival fibroblasts during stratification

Epithelial layer Keratinization in superficial layer Epithelium Architecture

air-exposure 3 days culture 5-10 + +
5 days culture 3-6 + +
10 days culture 2-4 +/- +/- 

+ : positive, - : negative, +/- : focal

Table 2. Comparison between immunohistochemical findings of raft culture 

Involucrin HSP70 Connexin 43

air-exposure 10 days culture + +++ +/-
5 days culture + +++ +/-
3 days culture + ++ +/-

+ : positive, - : negative, +/- : focal 



에서 교원섬유와 기질이 합성되는 동시에 신생 백악
질 형성으로 치면과 재생골에 교원섬유가 함입하여
신부착이 형성됨을 의미한다28).

구강 점막을 포함한 치주염의 발생과정은 전형적
인 다단계 모델을 따르게 되지만 이러한 생체실험에
서는 재생에 관계되는 특정세포나 일련의 순서, 생화
학적인 매개체에 관하여 정확히 규명하기가 어려웠
다. 이후에 생체실험과 병행하여 세포의 성상을 규
명하기 위한 치주인대세포와 치은 섬유아세포에 관
한 시험관적인 많은 연구가 이루어졌다10-16).

세포 배양을 이용한 시험관내 실험은 생물학적 복
잡성을 최소화 할 수 있는 장점 때문에 최근 가장 많
이 사용되는 연구 방법이다. 그러나 지금까지의 상
피 배양 연구가 증식 유도에 의한 상피 재생에 초점
을 맞추어져 있어 상피 세포와 주변 조직과의 유기
적인 관계를 재생해 주지는 못하였다. 즉 세포 배양
을 이용한 연구 방법이 계속 발전하여 세포가 성장
하는데 필요한 영양소, 호르몬 등을 충분히 제공함으
로써 세포의 증식을 유도하고, 분화나 apoptosis를
유도하는 약제의 투여에 의해 세포의 변화를 연구하
는 방식을 취해왔다.29) 그러나 생체 내에서의 세포는
단일 층만을 형성하지는 않으며 주변 기질 세포나
세포외 기질과의 반응과 상호 작용을 통하여 증식과
분화를 조절하게 되므로 단일층(monolayer)만을 형
성하는 종래의 배양 방식(culture system)을 이용한
연구 방식은 한계가 있어 왔다20,30). 즉 생체와 유사
한 조건을 제공함으로써 생체 조직과 유사한 특성을
갖는 모델을 만들려는 시도가 계속되어 왔으며 종래
의 배양 방식은 결체 조직층이 없고, 세포간의 직접
신호 전달체계가 단절되어 있었다.

이러한 문제를 해결하기 위해 배양 접시 바닥에
laminin, type IV collagen 등의 세포외 기질을 도포
하는 방법이 소개되기도 했으나 상피 세포의 부착과
증식에는 도움이 되지만 분화의 유도나 중층 형성
(stratification)은 이루어지지 않았다23). 포유 동물의
발생 과정 뿐만 아니라 성인 조직이 정상 기능을 수
행하는데 있어서도 상피와 결체 조직간의 상호 작용
(epithelial-mesenchymal interaction)의 중요성은 이
미 널리 알려져 왔으나 이러한 개념이 세포 배양에

적극적으로 도입되지는 않았다21, 24).
1979년 Bell 등이 collagen lattice를 이용한 배양 상

피 재조합 삼차원적 배양법을 처음 소개한 후 이에
대한 본격적인 연구가 이루어져 왔다.31) 처음에는
dead de-epidermized dermis(DED)를 이용하여 상피
하방에 결체 조직을 제공하였으나,18) 최근에는 실험
의 간편성과 재현성을 위해 제 1 형 교원질과 섬유세
포로 구성된 진피 유사체(dermal equivalent)를 이용
한 방법이 선호되고 있다19). 최근까지 실험 방법의
많은 개량을 통해 거의 정상 상피와 유사한 형태학
적, 생리-화학적 특성을 갖는 상피의 재생이 가능하
게 되었고, 이를 이용하여 상피 역학, 생화학적 물질
에 의한 상피 세포의 분화-증식 유도, 종양 형성 기전
연구, 상피 조직내의 바이러스 증식 및 역학 연구, 배
양 상피의 외과적 수복과 약리학적 효과와 기전 연
구34,35)등의 수많은 분야에 응용되고 있다.32-35) 따라
서 치주질환의 치료법을 개발하기 위해서는 한국인
고유의 세포주 확보와 이를 이용한 실험실 모델을
확립하는 것이 필수적이라고 생각되며 본 연구에서
도 organotypic culture를 통하여 단층배양과는 달리
중층의 조직을 얻을 수 있었고, 진피 유사체 상에서
삼차원 배양된 구강 각화 세포는 중층화, 각화층형
성, 상피형태 유지를 관찰할 수 있어 치은 조직과 유
사한 형태학적 특징을 가졌다.

본 연구에서는 제 1형 교원질과 치은 섬유아세포
로 구성된 dermal equivalent 상에서 확립된 구강각
화세포를 이용하여 삼차원 배양을 시도하였다. air
exposure 3일을 제외한 대부분의 구강 세포는 der-
mal equivalent 상에서 배양하였을 때 5일 이후에는
중층화가 이루어 본 실험에서 사용한 모델이 치은섬
유아세포와 구강각화상피를 이용하여 삼차원적 조
직을 얻는데 효과적임을 알 수 있었다.

최근 상피세포를 이용하여 본 연구와 같은 organ-
otypic 세포 배양법으로 삼차원 배양하였을 때, der-
mal equivalent에 사용한 섬유 세포의 종류에 따라,
즉 종양에서 유래한 섬유 세포를 사용했을 때 정상
점막의 섬유 세포를 사용했을 때 보다 종양 세포의
중층화와 분화와 침윤이 잘 일어난다는 보고가 있어,
삼차원 배양시 섬유 세포의 중요성이 부각되어 있
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다. 즉, 유방 암조직 주변의 섬유 세포는 진피 유사체
내의 종양에서 유래한 종양 세포가 정상조직에서 유
래한 섬유 세포와는 달리 종양 세포의 침윤성 성장
을 촉진한다는 것이다. 이러한 차이는 종양 세포와
섬유세포간의 상호 정보 교환(cross-talking)의 차이
에서 기인한다고 하였으나 정확한 기전을 제시하지
는 못하였다36, 37). 본 연구에서는 치은에서 생검하여
일차 배양한 섬유 세포를 사용하였을 때 삼차원 배
양된 구강점막 조직은 형태학적으로 중층화에 따른
배양 5일과 10일에서는 상피층의 층 수를 제외하고
는 양태에 있어 큰 차이를 보이지 않았다.

섬유세포와 상피사이의 직접 접촉은 세포간 소통
의 또 다른 결정인자이며, 세포직접접촉이 기질막의
성장 표시효과에 필수적이라고 하였고, 각화상피세
포와 섬유세포의 직접세포접촉은 IL-6의 과생산을
유발한다고 하였다38). 이는 섬유세포의 plasma
membrane과의 경계에서 각화상피세포의 성장 인자
에 의존하여 또한 이러한 효과를 위해서는 직접상피
접촉이 요구된 결과이다. 그러나 생체 조직에서는
암종이라할지라도 비록 불규칙하게나마 기저막이
존재하여 암종 세포와 섬유세포의 직접적인 접촉은
거의 없다. 따라서 섬유세포와 상피 세포의 직접적
이 접촉이 더 중요하다는 연구 결과는 임상적으로
중요성이 떨어지고, 본 연구에서와 같이 교원질 내에
섬유세포를 포함시키는 것이 더 유용한 연구 모델이
될 수 있을것으로 생각한다.

생체상태와 아주 유사함에도 불구하고 organotyp-
ic raft system은 정상피부와 비교하여 약간의 결함이
있는바, 기저막의 재생이 어렵다는 점이다39). 최근
정상 구강 점막 세포에서 제4형 교원질과 laminin의
적절한 공급으로 보다 완벽한 기저막의 재생이 유도
된다고 알려져 있지만, 아직 침윤성 성격이 강한 종
양 세포를 대상으로 삼차원 배양하여 기저막이 형성
되었다는 보고는 없어 organotypic culture는 상처회
복과정중의 피부와 유사한 모델로 간주하기도 하지
만, 최근 상피세포와 기저막으로 구성된 미세환경
(microenvironment)의 중요성이 부각되고 있어 이
분야에 대한 지속적인 연구가 필요하다고 생각된다.

각질형성세포는 정상적으로 증식과 분화가 서로

조화를 이루어서 표피를 일정하게 유지한다. 정상피
부나 구강상피에서는 분화가 계속됨에 따라 과립층
과 같은 표피 상층부에서는 과립층의 keratohyaline
granule이 filaggrin으로 되며, 핵, 미토콘드리아등의
세포 소기관들이 소실되고 각질소체가 출현하는데,
이는 세포간격으로 분비되어 표피 투과성의 장벽대
로 작용한다. 각질형성세포가 이렇게 각화세포로 분
화되어가면서 최종단게에서는 원형질막내에 각화세
포외막(cornified cellular envelope)이라 불리는 구조
물이 형성되는데 여기에는 Ca++ 의존성 tranglutami-
nase가 작용하며 involucrin이나 loricrin과 같은 전구
단백질이 기질로 사용된다. 따라서 면역조직화학적
염색시 정상피부에는 involucrin, loricrin이 과립층에
발현되며 유극층 상부에도 involucrin이, loricrin은
각질층에도 발현된다40,41). 본 연구방법과 동일한 피
부상피 삼차원적 배양에서도 involucrin은 모든 상피
층에서 기저층까지 발현된다고 하였는데41), 구강상
피를 이용한 본 연구 연구와도 동일한 소견으로 상
피층간에 발현 구분은 되지 않았다.

또한 특히 치은 구강각화상피 세포의 삼차원적 배
양시 세포주에서는 플라스크에서 배양할 때 전혀 발
현되지 않는다고 알려진 involucrin이 발현하여, 제 1
형 교원질과 섬유아 세포로 이루어진 dermal equiva-
lent가 구강각화 세포의 적절한 분화를 유도함을 보
여준다.

열충격단백질(Heat Shock Protein)또는 스트레스
단백질(이하 HSP)은 세포가 여러 다양한 자극에 노
출될 때 생성되어지는 일종의 단백질이다42-47). 과거
에는 열충격단백질은 온도가 갑자기 상승했을 때 세
포에서 합성되어지는 단백질로 생각되었으나 그후
고온이외에도 비소와 같은 에너지 대사의 억제제,
oxygen free radicals, 자외선 조사, 알콜, adriamycin
과 같은 화학요법에 사용하는 약제들, DNA바이러스
의 감염, interleukin-2 등이 열충격단백질을 합성할
수 있는 자극으로 밝혀짐에 따라 스트레스 단백질이
란 용어가 도입되었다48).

세포내 열충격단백질의 생물학적인 역할은 아직
명확하지 않은데 이들의 기능 중의 하나는 스트레스
에 의해 손상된 단백질을 안정화시키는 작용을 한다
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고 제시되고 있다49). 열충격단백질은 면역반응과도
밀접한 관계를 가지고 있는데 interleukin-2나 inter-
feron과 같은 사이토카인이 HSP를 유도하거나 조절
할 수있으며50,51) 고온충격단백질의 보존성 때문에
일부 병원균은 숙주 침입시 이들 단백질을 항원으로
인지하는 많은 항체와 T림프구를 유도해 내기도 한
다52).

열충격에 의해 유도되는 유전자들로부터 발현되
는 포유동물의 단백질은 대략적인 분자량에 따라 각
유형을 명명하여 ubiquitin, small HSP족, HSP 60족,
HSP 70족 및 HSP 90족등으로 분류할 수 있는데 이
중 가장 많이 연구된 것이 HSP70족이다53). HSP 70족
은 세포내에서 단백질의 folding과 assembly를 매개
하며 단백질의 변성을 방지시키거나 변성된 단백질
을 재생하는데 관여한다고 보고되고 있다54).

치주인대에는 섬유아세포, 조골세포, 파골세포, 조
백악세포 및 그 전구세포들이 다양한 분화정도로 혼
합되어 있고55), 치근막에서 유래한 섬유아세포는 경
조직과 연조직을 조절하는 역할을 할 것으로 여겨지
는데 외과적 혹은 병리적 손상 후, 재생이나 수복하
기 위해 체계화된 특정 단백성분을 합성하고 증식
하는 것으로 보고되고 있고 HSP는 동물실험에서 열
상태에서 합성되는 것으로 보아 염증과 관련이 있는
것으로 보고되기 시작하고 있다56).

치주조직내에서 HSP 발현양상에 관한 연구는 아
직까지 미비한 실정이다. HSPs 의 정확한 기능이 완
전히 이해된 것은 아니지만 세포가 oxygen free radi-
cal과 같은 환경적 스트레스뿐만 아니라 상승온도에
노출되었을 때 살아남기 위하여 HSPs가 필수적이라
고 보고되고 있다56).

HSP에는 여러 종류가 존재하는데 HSP의 분자량
에 따라 명명되었고 진핵생물에서의 경우 HSP110,
HSP95 HSP84ㅡ HSP70, HSP60, small HSP등은 보통
세포에서도 존재하다가 자극을 받으면 그 양이 증가
하는 반면 HSP70은 자극을 받았을 때에만 급격하고
민감하게 반응하여 상당한 양의 증가를 보이고 회복
시기에는 가장 먼저 감소한다57, 58).

인간 치주인대세포에서 43℃의 열, sodim arsenite,
등에 의해서 HSP가 발현되며 치주질환같은 염증시

조직보호 역할을 할 수 있다고 보고하였는데59, 60) 인
공적인 피부 재건시 HSP 70이 세포손상, 조직상태를
평가할 수 있는 중요한 표지자라고 하였고61) 본 연구
에서는 HSP는 삼차원적 재건 상피의 전층에서 특히
기저층을 중심으로서 발현되고 있었고 중층화 기간
에 따른 변화는 미약하였다. HSP의 기능중의 하나는
세포성 스트레스의 발현지표로 볼 수 있어 면역염색
에 따라 상피층에서 HSP가 발현 한다는 것은 향후
치은의 혈관내피를 통한 백혈구 이주뿐 아니라 치은
열구내에 있는 상피를 통한 이주에도 관여하여 치주
질환에 대한 국소적인 방어벽을 이룰 수 있다고 여
겨진다.

Intercellular communication은 용해인자를 분비하
거나, cell adhesion molecule을 통한 직접세포대 세
포접촉에 의하거나, gap junction을 통해 metabolic
또는 electric coupling을 통해서 일어날 수 있다62).
Gap junction은 인접세포를 연결해주는 세포막내 특
정부위로서 cAMP, inositol triphospahte, Ca++같은
second messenger를 포함한 소분자 및 이온들이 양
방향성 운동을 하기위한 통로를 제공해준다.
Functional gap junction channel은 connexin이라 불
리는 6 homologous integral membrane의 쌍으로 이
루어져 있고 종에 따라, 또는 세포특이성을 보이며
발현되었다63).

Connexin 43은 심장조직에서 1988년 처음으로 분
리되어 신장, 뇌, 난소, 평활근, 상피등에서 확인이
되었다63, 64). RNA hybridization이나 immunodetec-
tion연구로 Cx43이 connexin중 가장 풍부하며 널리
분포하는 것으로 보고되었고64), 인간 피부에서는
Cx43이 유극층에서 발현히 되며 가장 분화가 많이된
상피층에서는 Cx43 단백질 이 거의 결여되었다고65)

하였으나 본 연구에서는 구강점막을 삼차원적으로
재현하였지만 Cx43은 발현정도가 매우 미약하였으
며 주로 상피 기저층을 중심으로 경미한 발현을 보
였는데 배양 기간의 중층화 동안 변화는 없었으나
상피분화동안 미약하나마 Cx43이 관련되는 것으로
여겨진다.

결론적으로 본 실험의 결과는 제 1 형 교원질과 치
은 섬유아 세포로 구성된 진피 유사체상에서 구강
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각화상피 세포를 air-liquid 접촉면에서 삼차원 배양
하였을 때 조직학적 소견상 치은 생검조직과 유사한
형태학적 특징을 보이며, 면역조직화학 염색에서 세
포전달, 방어체계와 분화가 평형을 이룬 조직임을 알
수 있어, 이러한 결과는 삼차원적 배양 모델이 기존
의 평면 단층 배양에 비해 보다 생체와 유사한 미세
환경을 제공함을 보여주었다. 향후 이러한 연구 모
델은 상피-결체 상호작용, 치은염의 생체외 모델개
발 및 치주 치료제 개발등에 응용될 수 있을 것으로
생각하며, 이를 위한 체계적이고 지속적인 연구가 필
요할 것이다.

V. 결론

결체조직과 상피 세포간의 상호 작용은 세포의 성
장 및 분화에 중요한 요소로 작용한다. 포유 동물의
발생 과정뿐만 아니라 성인 조직이 정상 기능을 수
행하는데 있어서도 상피와 결체조직간의 상호작용
의 중요성은 이미 널리 알려져 왔으나, 이러한 상피-
결체 조직 상호간의 조절과정을 실험실에서 재현할
수 있는 연구 모델은 많지 않다.

이에 본 연구에서는 제 1 형 교원질과 치은 섬유세
포로 구성된 진피 유사체와 함께 air-liquid interface
환경을 제공하는 organotypic raft culture를 시행하
여 생체와 보다 유사한 조건을 만들 수 있는 치은조
직의 삼차원적 재생 방법을 확립하고 이의 형태학적,
면역조직화학 염색을 통해 중층화 기간에 따른 비교
분석함으로써 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 진피 유사체 상에서 삼차원 배양된 구강 각화
세포는 중층화, 각화층형성, 상 피형태 유지를
관찰할 수 있어 치은 조직과 유사한 형태학적
특징을 가졌다. 

2. 삼차원적 결체조직 구조는 건전한 상태이였으
며 중층화(stratification) 되는 과정 기간에 따른
결체조직 차이 또는 변화는 없었다. 

3. 삼차원적 배양 기간이 길수록 상피의 정상적 성
숙과 상피층의 수도 증가하 였지만 각질형성은

차이가 없었다.
4. 상피 세포의 각질 분화 표지자인 involucrin은

배양기간에 관계없이 모두에서 각질 분화가 관
찰되는 부위에서 발현하였다.

5. 상피방어 표지자인 HSP는 삼차원적 재건 상피
의 전층에서 특히 기저층을 중 심으로서 발현
되고 있었고 중층화 기간에 따른 변화는 미약
하였다.

6. 세포간 전달물질인 connexin 43은 발현정도가
매우 미약하였으며 주로 상피 기저층을 중심으
로 경미한 발현을 보였는데 배양 기간의 중층화
동안 변화는 없었다. 

이상의 결과로 제 1 형 교원질과 섬유모세포로 구
성된 진피 유사체상에서 정상 구강상피를 air-liquid
접촉면에서 삼차원 배양하였을 때 조직학적 소견상
치은조직과 유사한 형태학적 특징을 보이며, 면역조
직화학 염색에서 증식과 분화가 평형을 이룬 조직임
을 알 수 있었다. 따라서 삼차원적 배양 모델이 기존
의 평면 단층 배양에 비해 보다 생체와 유사한 미세
환경을 제공함을 보여주었다. 향후 이러한 연구 모
델은 치은염의 생체외 모델개발, 치주 치료제, 상피-
결체 상호작용 등에 응용될 수 있을 것으로 생각하
며, 이를 위한 체계적이고 지속적인 연구가 필요할
것으로 사료된다.
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Change of Stratification of Three Dimensional Culture 
by Gingival Keratinocytes & Fibroblasts
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Epithelial-mesenchymal interaction plays a important role in cell growth and differentiation. This interaction
is already well known to have an importance during the organ development as well as cell growth and differ-
entiation. However, in vitro experimental model is not well developed to reproduce in vivo cellular micro-
environment which provide a epithelial-mesenchymal interaction.

Because conventional monolayer culture lacks epithelial-mensenchymal interaction, cultivated cells have an
morphologic, biochemical, and functional characteristics differ from in vivo tissue. Moreover, it's condition is
not able to induce cellular differention due to submerged culture condition. 

Therefore, the aims of this study were to develop and evaualte the in vitro experimental model that main-
tains epithelial-mesenchymal interaction by organotypic raft culture, and to characterize biologic properties of
three-dimensionally reconstituted oral keratinocytes by histological and immunohistochemical analysis. The
results were as follow; 

1. Gingival keratinocytes reconstituted by three-dimensional organotypic culture revealed similar morpholog-
ic characteristics to biopsied patient specimen showing stratification, hyperkeratinosis, matutation of
epithelial architecture. 

2. Connective tissue structure was matured, and there is no difference during stratification period of epithelial
3-dimensional culture.

3. The longer of air-exposure culture on three-dimensionally reconstituted cells, the more epithelial matura-
tion, increased epithelial thickness and surface keratinization

4. In reconstitued mucosa, the whole epidermis was positively stained by anti-involucrin antibody, and there
is no difference according to air-exposured culture period.

5. The Hsp was expressed in the epithelial layer of three-dimensionally cultured cells, especially basal layer
of epidermis. The change of Hsp expression was not significant by culture stratification.

6. Connexin 43, marker of cell-cell communication was revealed mild immunodeposition in reconstitued
epithelium, and there is no significant expression change during stratification.

These results suggest that three-dimensional oragnotypic co-culture of normal gingival keratinocytes with
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dermal equivalent consisting type I collagen and gingival fibroblasts results in similar morphologic and
immunohistochemical characteristics to in vivo patient specimens. And this culture system seems to provide
adequate micro-environment for in vitro tissue reconstitution. Therefore, further study will be focused to study
of in vitro gingivitis model, development of novel perioodntal disease therapeutics and epithelial-mensenchy-
mal interaction.

Key words : Gingival keratinocytes, Gingival fibroblasts, Stratification, Organotypic Culture, Involucrin, HSP70,
Connexin 43.


