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Ⅰ. 서 론

상아모세포는 상아질을 형성하고 유지하는 세포이다1). 상

아모세포는 정상적인 치아 발생과정에서는 상피-간엽의 상

호 유도 작용에 의하여 치유두의 외배엽성 간엽세포에서 유

래한다. 또한, 치아 우식증과 같은 병리적인 상황에서는 치
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Odontoblasts are responsible for the formation and maintenance of dentin. They are known to synthesize

unique gene products including dentin sialophosphoprotein (DSPP). Another unique genes of the cells

remain unclear.

OD314 was isolated from the odontoblasts/pulp cells of rats and partially characterized as an odonto-

blast-enriched gene (Dey et al., 2001). This study aimed to elucidate the biological function of OD314,

relating to odontoblast differentiation and dentinogenesis. After determining the open reading frame (ORF)

of OD314 by transient transfection analysis using green fluorescent protein (GFP) expression vector,

mRNA in-situ hybridization, immunohistochemistry, reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-

PCR) and western analysis were performed.

The results were as follows:

1. In in-situ hybridization, OD314 mRNAs were expressed in odontoblasts of developing coronal and root pulp.

2. OD314 was a novel protein encoding 154 amino acids, and the protein was mainly expressed in cyto-

plasm by transient transfection analysis.

3. Mineralized nodules were associated with multilayer cell nodules in the culture of human dental pulp

cells and first detected from day 21 using alizarin-red S staining.

4. In RT-PCR analysis, OD314, osteocalcin (OC) and DSPP strongly expressed throughout 28 days of

culture. Whereas, osteonectin (ON) mRNA expression stayed low up to day 14, and then gradually

decreased from day 21.

5. Western blots showed an approximately 17 kDa band. OD314 protein was expressed from the start of

culture and then increased greatly from day 21.

In conclusion, OD314 is considered as an odontoblast-enriched gene and may play important roles in

odontoblast differentiation and dentin mineralization. [J Kor Acad Cons Dent 29(4): 399-408, 2004]
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수의 세포가 상아모세포양 세포로 분화하여 수복 상아질을

형성한다2). 그러나 상아모세포의 분화과정이나 상아질의 형

성 과정을 조절하는 인자나 관련 분자 생물학적 기전에 관

하여는 아직까지 명확히 알려져 있지 않다. 상아모세포의

분화와 관련한 인자들로는 transforming growth factor-β

(TGF-β)3-5), dentin matrix protein 1 (DMP1)6,7),

growth and differentiation factor 11 (Gdf11)8), con-

nective tissue growth factor (CTGF)9) 그리고 그 외 몇

몇 관련 인자10-12)가 있으나, 이 인자들은 골모세포를 포함한

경조직의 형성에 전반적으로 관여하는 인자들로 생각할 수

있으며 상아모세포의 분화에 선택적으로 관여한다고 볼 수

없다. 

최근에 골모세포-특이 단백질인 Osterix (Osx)가 골모세

포의 분화와 골 형성을 조절하는 인자라는 연구 결과에서도

알 수 있듯이13), 각 각의 세포의 분화를 조절하는 인자는 세

포-특이 유전자와 깊은 관련을 갖는 경우가 대부분이다. 상

아모세포의 특이 인자로는 dentin sialophosphoprotein

(DSPP)이 잘 알려져 있으나 이 인자가 상아모세포의 분화

나 상아질 형성과정에서 핵심적인 역할을 하는 근거는 아직

보고 되지 않고 있다14-19). 따라서 상아모세포에는 상아모세

포의 분화를 조절하는 현재가지 알려져 있지 않는 또 다른

인자가 존재한다고 생각할 수 있다. 최근에 Dey 등20)이 두

개골의 골모세포와 치유두 세포에서는 발현되지 않고 상아

모세포/치수세포에서 주로 발현되는 상아모세포-유래 유전

자 OD314 cDNA를 supression subtractive hybridiza-

tion 방법으로 동정하였다. Northern 분석을 통하여

OD314가 골 조직을 포함한 신체의 다른 조직에는 존재하

지 않고 상아모세포에 독특하게 발현된다고 보고하였으나

상아모세포에서 OD314의 기능에 관하여는 아직까지 잘 알

려져 있지 않은 실정이다.  

본 연구의 일차적인 목표는 상아모세포의 분화와 상아질

의 형성 과정에서 OD314의 역할을 밝혀냄으로서 궁극적으

로 상아모세포의 분화와 상아질 형성과정을 조절하는 분화

유도 인자 탐색에 그 결과를 응용 하고자 하는 것이다. 새로

운 상아모세포 특이 유전자인 OD314의 단백질 합성 여부,

조직내에서 mRNA와 단백질의 발현 분포 그리고 치수세포

의 상아모세포 분화과정에서 OD314의 발현 변화를 cell

transfection, mRNA in-situ hybriudization, 면역조직

화학, RT-PCR 및 western 분석 방법으로 연구하였다.  

Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. mRNA in-situ hybridization 

1) 조직 표본제작

생후 7일, 21일, 40일의 Sprague-Dawley계 흰쥐를 각

각 5마리씩 4% paraformaldehyde 용액을 이용하여 관류

고정 시킨 후 하악과두를 포함한 하악골을 적출하여 4℃,

4% paraformaldehyde 용액에서 16시간 재 고정하였다.

10% EDTA (pH 7.4) 용액에서 2주에서 4주간 탈회하고

통법에 따라 파라핀 포매 하고 5μm 두께로 전치부에서부터

순차적으로 치아의 장축에 직각되게 박절한 후 mRNA in-

situ hybridization과 면역조직화학적 염색에 이용하

였다.  

2) In-situ hybridization 

1197 bp의 OD314 cDNA를 선형화하고 Proteinase K

처리 후 DIG RNA labelling kit (Roche Molecular

Biochemicals, Mannheim, Germany)와 T3 및 T7 RNA

polymerase (Roche Molecular Biochemicals,

Mannheim, Germany)를 이용하여 sense와 antisense

cRNA probe를 작성하였다.

다양한 발생 시기의 절편들을 이용하여 OD314 유전자의

cRNA 탐침자를 50℃에서 16시간 hybridization 하였다.

Hybridization 후 절편을 세척하고 anti-Dig antibody를

1:88으로 Dig buffer I (100 mM Tris-Hcl, 150 mM

NaCl)에 희석하여 4℃에서 30분간 처리하였다. Dig

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

MgCl2)로 세척하고 nitroblue tetrazolium salt and 5-

bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (NBT/ BCIP)로

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

EDTA)로 3분간 세척한 다음 methyl green으로 대조 염

색하여 광학현미경으로 관찰하였다.

2. OD314 ORF의 transient transfection

1) OD314 추정 ORF의 플라스미드의 제작

Dey 등20)의 OD314 cDNA (Figure 2)를 template로

long open reading frame (ORF) construct는 EcoR I

site를 포함한 forward primer 5′-CGGAATTCAT-

GAAAATTATAATTCTT-3′와 Sal I site를 포함한

reverse primer 5′-ACGCGTCGACATCAGT-

GAAGAGGCTTTA-3′그리고 short ORF construct는

EcoR I site를 포 함 한 forward primer 5′-

CGGAATTCATGTCCTATGTGGTTCCTGTAAAA-3′

와 Sal I site를 포 함 한 reverse primer 5′-

ACGCGTCGACATCAGTGAAGAGGCTTTA-3′를 이

용하여 PCR 증폭한 후 산물을 GFP expression vector

(pEGFP-C2, U57606)에 subcloning하였다. Subcl-

oning된 유전자 단편을 sequencing하여 염기서열을 재확

인한 후 transfection 실험에 이용하였다. 
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2) Cell transfection 

HEK 293T cell을 6.5 × 105개씩 chambered cover-

glass (Gibco BRL, Rockville, NY, USA)에 넣고 10%

fetal bovine serum (Gibco BRL, Rockville, NY, USA)

이 포함된 DMEM 배양액 (Gibco BRL, Rockville, NY,

USA)으로 하룻밤 배양시켰다. 이튿날 OPTI-MEM

(Gibco BRL, Rockville, NY, USA) 배양액으로 교체한

후 Lipofectamine Plus Reagent (Gibco BRL,

Rockville, NY, USA)를 이용하여 제조회사의 방법에 따라

pEGFP-OD314 long ORF construct plasmid와

pEGFP-OD314 short ORF construct plasmid를 HEK

293T 세포에 transfection 하였다. 5시간 후 10% FBS가

포함된 DMEM 배양액 (Gibco BRL, Rockville, USA)을

0.4ml 첨가 한 후 37℃, 5% CO2의 조건에서 24시간 더

배양 한 후 형광현미경 (IMT2-21, Olympus, Japan)으로

관찰하였다.

3. 항체의 제작 및 면역조직화학적염색

1) 항체의 제작

OD314 단백질의 폴리펩타이드 영역에서 펩타이드 STP-

STSPKPDTGNF와 PEQKVNADSLREP를 선택 주문 합

성하였다 (Figure 2). 1 ml의 완전 프로인트 보조제

(complete Freund’s adjuvant)를 이용하여 KLH

(Keyhole Limpet Hemocyanin)에 접합시킨 합성 펩타이

드 항원용액(100 ㎍/ml)을 안정하게 부유화시킨 후 토끼

림프 결절에 주입하여 1차 면역 시켰다. 3주 후 100 ㎍/ml

의 항원으로 2차 면역 후, 다시 10일 후 50 ㎍/ml 항원 용

액으로 3차 면역 시켰다. 20일 후 귀의 이면 중추 동맥에서

채혈하여 얻은 다클론 항혈청은 CNBr-sepharose 4B

(Amersham pharmacia Biotech, Piscataway, NJ,

USA)를 사용하여 친화성 정제 (Peptron, Daejeon,

Korea)하였다.

2) 면역조직화학적 염색

In-situ hybridization때 사용된 것과 동일한 절편을

normal serum을 사용하여 1:100의 비율로 희석한

OD314 항혈청 (1차 항체)으로 4℃에서 하룻밤 동안 항온

처리하고 PBS로 40분 동안 세척한 후 2차 항체로서 0.5%

BSA로 희석 (1drop/0.5% BSA sol 10 ml)한 염소 항토

끼 IgG항체 (Vector Lab, Burlingame, CA, USA)와 실

온에서 1시간 동안 항온 처리하였다. ABC 시약 (Vector

Lab, Burlingame, CA, USA)과 45분 동안 반응시킨 후

0.05% DAB (Deaminobenzidine Tetrahydrochloride)

를 이용한 비색반응으로 발색시킨 후, 절편을 세척하고 헤

마톡실린으로 대조 염색하여 광학현미경으로 관찰하였다.

4. 배양 치수세포의 OD314 발현 분석

교정 치료를 목적으로 발치된 20대 환자의 상하악 소구치

의 치수 조직을 무균상태에서 항생제가 함유된 Hank’s

Balanced Salt Solution (Gibco BRL, Rockville, NY,

USA) 용액으로 수회 세척한 후 해부현미경하에서 1-2

mm3 정도의 크기로 자른 다음, 10% fetal bovine serum

(Gibco BRL, Rockville, USA)과 항생제가 함유된

Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM, Gibco

BRL, Rockville, NY, USA)을 이용하여 5% CO2, 37℃,

100% 습도 상태의 세포배양기에서 일차 배양하였다. 일차

배양된 세포들을 계대 배양하여 2계대의 세포를 실험에 이

용하였다. 

1) 석회화 결절의 형성 확인

세포들을 ascorbic acid (50 μg/ml)와 �-glycerophos-

phate (10 mM)를 함유한 DMEM 배양액을 이용하여 28

일간 배양하였다. 배양 0일, 4일, 7일, 14일, 21일 그리고

28일 후 3 × PBS로 세척하고 70% ethanol로 20분간 고

정한 다음 0.1% NH4OH가 함유된 1% Alizalin Red-S

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, USA) 용액으로 5분간

염색하였다. 

2) RT-PCR 분석

세포들을 ascorbic acid (50 μg/ml), �-glycerophos-

phate (10 mM)와 dexametasone (5 μM)을 투여하면서

28일간 배양하였다. 배양 0일, 4일, 7일, 14일, 21일 그리

고 28일 후 Trizol reagents (Gibco BRL, Rockville,

USA)를 이용하여 각 각의 세포에서 total RNA를 추출하

였다. 각 각의 RNA들을 역전사효소 (Reverse Trans-

criptase of Avian Myoloblastosis Virus, Life Siences,

USA) 15U를 사용하여 first strand cDNA를 합성하였다.

First strand cDNA와 OD314, DSPP, osteocalcin

(OC), osteonectin (ON), GAPDH 특이적 프라이머

(Table 1)를 이용하여 PCR (Polymerase chain reac-

tion) 증폭을 시행하였다. 

PCR 조건은 95℃에서 1분, 60℃에서 45초, 72℃에서 1

분간의 사이클을 30회 실시하였다. PCR 생성물을 2.0%

아가로스겔에서 전기영동하여 유전자들의 발현을 확인하

였다. 

3) Western 분석

사람 치수세포를 각 각 1일, 4일, 7일, 14일, 21일, 28일

동안 배양한 후 배양 세포에서 단백질을 추출하였다. 단백

질 정량 후 sodim dodecyl sulfate polyacrylamide gel

electrophoresis (14% gel)를 시행한 후 PVDF mem-
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brane에 10V의 전압으로 40분 동안 transfer 하였다.

transfer된 PVDF membrane을 4℃에서 16시간 동안

5% non-fat dry milk/PBS-Tween20으로 blocking한 뒤

PBS-Tween20용액으로 5분간 수세한 후 OD314에 대한

1차 항체로 1시간 30분 반응시킨 다음 PBS-Tween20용액

으로 5분간 3회 수세하였다. Goat anti-rabbit IgG

(Santa cruz Biotechnology, USA)를 1 : 20,000의 배율

로 희석하여 1시간 동안 반응시킨 후 PBS-Tween20용액

으로 15분간 3회 수세하였다. Supersignal west femto

maximum sensitivity substrate (Pierce, USA)로 2분간

반응시킨 후 암실에서 X-ray film (Fuji, Minamoto,

Tokyo, Japan)으로 현상하여 관찰하였다. 

Ⅲ. 실험결과

1. OD314 ORF의 구조 및 세포내 단백 발현 양상

OD314의 추정 long ORF construct (836bp:

nucleotides 48-884)와 short ORF construct (462bp:

nucleotides 423-884)의 transfection 실험에서, 단백질

의 합성 발현은 short ORF construct를 transfection한

세포의 세포질에서 관찰되었다 (Figure 1).

1197 bp의 OD314 염기 서열과 transfection 실험 결과

로 short ORF 영역의 아미노산 서열을 추론한 결과

OD314는 nucleotide 423에서 884까지 154 아미노산을

합성하는 새로운 유전자로 확인되었다 (Figure 2).   

2. mRNA in-situ hybridization 소견

흰쥐 하악 제1대구치의 치근 형성 시기인 생후 7일의

조직표본에서 OD314 mRNA는 발생중인 치관부와 치근

부의 상아모세포에서 특이적으로 강하게 발현되었다

(Figures 3, 4). 그러나 hybridization 과정에서 OD

314 cRNA와 Digoxigenin 이차 항체를 사용하지 않은

음성 대조군에서는 OD314 mRNA의 발현을 관찰할 수

없었다 (Figure 5).       
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Table 1. Polymerase chain reaction (PCR) primer sets

Protein     Primer sequence (5′-3′)     size (bp) Tm (℃) 

OD314   S422-446 ATGTCCTATGTGGTTCCTGTAAAA 593     55         

AS1015-986  ATGAGATCAGTGAAGAGGCTTTATATACTT

GAPDH   S386-402     CCATGGAGAAGGCTGGG                195             55

AS580-561    CAAAGTTGTCATGGATGACC

OC       S19-39  ATGAGAGCCCTCACACTCCTC    303       66

AS321-301    CTAGACCGGGCCGTAGAAGCG

ON       S1240-1255   ACATGGGTGGACACGG          405   52

AS1644-1627  CCAACAGCCTAATGTGAA

DSPP    S784-802      AATGGGACTAAGGAAGCTG              814             54

AS1597-1580   AAGAAGCATCTCCTCGGC′

DSPP, dentin sialophosphoprotein; OC, osteocalcin; ON, osteonectin; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydroge-

nase.

Figure 1. OD314 protein expression in short-ORF

transfected HEK 293T cells ( × 400). OD314 protein

are expressed in the cytoplasm of the HEK 293T cell. 
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Figure 2. The nucleotide sequence of cDNA and deduced amino acid sequence of OD314. Contains 1197 nucleotides in all. The

poly a tail is preceded by the polya (A+) signal AATAAA (italics). The start codon ATG is in bold type and begins from

nucleotide 423. The stop codon at nucleotide 884 is also in bold denoting the end of the open reading frame (ORF).    

Figure 3. In-situ hybridization for

OD314 in rat mandibular first molar

at postnatal day 7. Arrows indicate

the OD314 mRNA in the developing

odontoblasts. × 100. 

Figure 4. Expression of mRNA for

OD314 in rat mandibular first molar

at postnatal day 7. OD314

transcripts are strongly expressed in

the developing odontoblasts

(arrows). D; dentin, P; pulp, Alv,

alveolar bone. × 100. 

Figure 5. Negative control of in-situ

hybridization. No positive signals

were found in this section. × 100.  



3. 면역조직학적 염색 소견

흰쥐 하악 제1대구치의 치근 형성 시기인 생후 7일의 조

직표본에서 OD314 단백질은 발생중인 치관부와 치근부의

상아모세포에서 강하게 발현되었으며, 치조골의 일부 골모

세포와 치주인대 형성 부위의 치낭의 세포에서는 미약한 발

현을 나타냈다 (Figure 6). 치아가 맹출하여 기능적인 위치

에 도달한 시기인 생후 40일의 조직 표본에서 OD314 단백

질은 상아모세포의 성숙과 상아질 형성이 진행됨에 따라 상

아모세포와 상아모세포 전구세포에서 강하게 발현되었다

(Figure 7).

4. 사람 치수세포 배양에서 OD314의 발현 분석

1) 세포배양 및 석회화 결절의 형성

배양 치수 세포들은 ascorbic acid와 β-glycerophos-

phate 첨가 후 배양 4일에는 방추형으로 섬유모세포와 유

사한 형태를 나타냈으나 (Figure 8), 배양 14일 경부터 세

포들이 풍부하고 긴 세포질을 가진 방추형의 형태를 띄면서

국소적으로 특정부위에 모여들어 배양 21일이 되면 여러

층으로 된 세포 집합체를 형성하였고 이러한 양상은 배양

28일까지 유지되었다 (Figure 9). 배양 21일에 세포를

Alizarin-red S로 염색한 결과 대부분의 세포 집합체들은

석회화 결절을 포함하였다 (Figure 10). 

2) RT-PCR 분석

사람 치수세포로부터 석회화 결절의 형성을 유도한 28일

의 배양 과정에서 OD314와 DSPP 그리고 OC mRNA는

배양 시작부터 치수세포에서 발현되기 시작하여 배양 4일,

7일, 14일과 석회화 결절이 형성된 21일, 28일에도 동일한

발현 양상이 유지되었다. 그러나 ON mRNA는 배양 시작

후 4일, 7일, 14일까지 발현이 유지되다가 석회화 결절이

형성되는 21일과 28일에는 발현이 다소 감소하는 소견을

보였다 (Figure 11). 

3) Western 분석

사람 치수세포로부터 석회화 결절의 형성을 유도한 28일

의 배양 과정에서 OD314 단백질은 17kDa의 크기로 배양

시작부터 치수세포에서 발현되기 시작하여 배양 4일, 7일,

14일까지 유지되었으며 석회화 결절이 형성되는 21일과

28일에는 발현이 더욱 증대된 소견을 보였다 (Figure 12). 
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Figure 6. Immunohistochemical

localization of OD314 protein in rat

mandibular first molar at postnatal

day 7. Arrows indicate the OD314

protein in the developing odont-

oblasts. P, pulp; Alv, alveolar bone.

× 100.

Figure 7. Immunohistochemical

localization of OD314 protein in rat

mandibular first molar at postnatal

day 40. OD314 proteins are strongly

expressed in subodontoblasts (arrows).

D, dentin; P, pulp; PDL, periodontal

ligament; Alv, alveolar bone. × 100. 

Figure 8. Human dental pulp cells

after 4 days of culture. × 100.



Ⅳ. 총괄 및 고안

상아모세포는 신경능세포 기원의 외배엽성 간엽세포에서

기원하여 무기기질과 다양한 유기기질을 합성 분비한다. 유

기기질은 주로 제I형 교원질과 비교원성 단백질로 구성되어

있는데, 비교원성 단백질에는 decorin, biglycan, osteo-

nectin, osteocalcin, osteopontin, bone sialoprotein,

DMP1, DMP2 그리고 DSPP 등이 있다21,22). DSPP는 다

른 조직과 비교하여 상아질에서만 특이하게 발현되는 유전

자로 알려져 있는데 독특하게도 하나의 유전자에서 dentin

phosphoprotein (DPP)과 dentin sialoprotein (DSP) 단

백산물이 합성되어 따로 따로 분비된다23-25). 본 연구의 in-

situ hybridization 실험에서 OD314 mRNA는 발생중인

치관부와 치근부의 상아모세포에서 특이적으로 강하게 발
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Figure 9. Human dental pulp cells after 21 days of

culture. Formation of mineralization nodules in

human dental pulp cells in vitro after β-

glycerophosphate treatment. × 200.

Figure 10. Visualization of mineralization nodules by

Alizarin-red S stain after 21 days of culture. × 200.

Figure 11. RT-PCR amplification of OD314, DSPP ON,

and OC transcripts in the culture of human dental pulp

cells. Total RNAs were extracted from cultured cells

after 0, 4, 7, 14, 21, and 28 days of culture. GAPDH

used as a control. Sizes are indicated at right. DSPP,

dentin sialophosphpprotein; ON, osteonectin; OC,

osteocalcin; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate

dehydrogenase. 

Figure 12. Temporal changes in the translational activity

of OD314 in the culture of human dental pulp cells.

Proteins were extracted from cultured cells after 0, 4,

7, 14, 21, and 28 days and analyzed by immunoblotting

with anti-OD314. OD314 was expressed as 17 kDa

protein in cultured cells.



현되었는데 (Figures 3, 4), 이는 Dey 등20)의 northern분

석 결과와 일치하며 OD314가 DSPP 이외의 상아모세포내

특이 인자가 될 수 있음을 시사하는 결과이다. 

OD314는 최근에 특정 세포에서 특이적으로 발현되는 유

전자를 탐색하는데 널리 이용되고 있는 subtraction 방법
11,26)을 이용하여 상아모세포에서 동정되었는데 그 cDNA는

poly (A+) tail을 포함하는 1197 bp의 염기로서 구성되어

있었다. 최근에 발견되는 새로운 cDNA들의 경우는 단백질

을 합성하지 않고 mRNA로서 기능을 하는 보조 인자들도

보고가 되고 있기 때문에27), 본 연구에서는 먼저 OD314

cDNA의 단백질 합성여부와 그 단백질의 세포내 존재 부위

를 알아보고자 GFP expression vector를 이용한 cell

transfection 실험을 시행하였다. 실험결과 OD314의 단백

질의 합성 발현은 short ORF construct (462bp:

nucleotides 423-884)를 transfection한 세포에서 관찰되

었으며, 합성단백질들은 HEK 293T cell의 세포질에서 발

현되었다 (Figure 1). 이 결과로 1197 bp의 OD314는

154 아미노산으로 구성된 새로운 상아모세포 관련 단백질

을 합성하는 유전자임을 알 수 있었다. 

면역조직학적 염색 소견에서 흰쥐 하악 제1대구치의 치근

형성 시기인 생후 7일의 조직표본에서는 OD314 단백질이

발생중인 치관부와 치근부의 상아모세포에서 강하게 발현

되었으며, 치조골과 골막의 일부 세포 그리고 치주인대 형

성 부위의 치낭의 세포에서는 미약한 발현을 나타냈고

(Figure 6), 치아가 맹출하여 기능적인 위치에 도달한 시기

인 생후 40일의 조직 표본에서는 OD314 단백질이 상아모

세포의 하부 상아모세포 아래세포에서 강하게 발현되었다

(Figure 7). 이 결과는 OD314 단백질이 상아모세포의 성

숙과 상아질 석회화 과정이 진행됨에 따라 기존의 상아모세

포와 상아모세포 전구세포의 분화와 성숙에도 관여하는 것

으로 해석할 수 있다. OD314가 골이나 다른 조직에서는 발

현되지 않고 상아모세포에서만 독특하게 발현되는

Northern과 in-situ hybridization 결과와는 달리 OD314

단백질이 상아모세포 이외에 일부의 골모세포와 치주인대

세포에서 발현된 면역 염색 결과는 주목할 만 하다. 이 결과

와 관련하여 면역조직화학적 염색 과정의 비 특이적 산물로

인하여 OD314 단백질이 상아모세포 이외의 조직이나 세포

에 발현 될 수 있다는 점과 OD314가 상아모세포-특이 인

자라기보다는 치주인대 세포나 골모세포에 비하여 상아모

세포에서 더욱 강하게 발현되는 인자로서 기능할 가능성을

시사한다는 점이 고려되어야 한다. 상아질의 특이 유전자와

관련하여 Qin 등28)은 과거에서부터 최근까지 상아모세포-

특이 인자로 간주되어 상아모세포를 구별하는 데에도 널리

이용되고 있는 DSPP가 상아모세포-특이 단백질이 아니며

골에서도 존재하나 상아모세포에서 더욱 광범위하게 존재

하는 물질이라고 보고한 바 있다. 

상아모세포의 특성을 연구하기 위해서는 상아모세포를 실

험관에서 배양하는 방법이 필수적인데, 현재까지 알려진 방

법으로는 주로 흰쥐의 치유두 세포와 흰쥐와 사람의 치수세

포 그리고 세포주를 이용하는 방법들이 알려져 있다29-36). 본

실험에서는 OD314가 흰쥐에서 동정된 cDNA임에도 불구

하고 사람의 치수 세포를 배양하여 실험에 이용하였는데,

이는 대체로 흰쥐와 사람의 유전자들이 높은 homology를

나타낸다는 점과 흰쥐의 치유두 세포, 치수 세포, 세포주 등

을 이용한 연구 결과에서는 배양 세포의 특성이 연구자들에

따라 균일한 결과를 나타내지 못하였으나 사람의 치수 세포

를 이용한 경우에서는 일차 배양에서부터 석회화 결절의

형성까지 거의 동일한 연구 결과를 보고한 점에 착안하였

다37-40). 또한, 배양 과정에서 ascorbic acid와 β-glyc-

erophosphate의 첨가는 사람 치수세포 배양 후 3주에 석

회화 결절의 형성을 유도한 About 등21)의 실험 방법을 참고

하였는데 본 연구에서도 배양 21일부터 28일에 이르기까지

세포 집합체에 석회화 결절 형성이 Alizarin-red S 염색으

로 확인되었다 (Figures 9, 10). 

사람 치수세포로부터 석회화 결절의 형성을 유도한 후

OD314, DSPP, OC, ON mRNA의 발현을 분석한 RT-

PCR 분석에서 OD314와 DSPP 그리고 OC mRNA는 배

양 시작부터 치수세포에서 발현되기 시작하여 배양 4일, 7

일, 14일과 석회화 결절이 형성된 21일, 28일에도 동일한

발현 양상이 유지되었으나, ON mRNA는 배양 시작 후 4

일, 7일, 14일까지 발현이 유지되다가 석회화 결절이 형성

되는 21일과 28일에는 발현이 다소 감소하는 소견을 보였

다 (Figure 11). 이 결과는 ON은 상아모세포의 초기 분화

과정이나 상아질이 석회화되기 전 단계인 전상아질에서 발

현되는 반면에 OC은 석회화 후의 상아질에서 주로 발현된

다는 Papagerakis 등41)의 연구 결과와 일치한다. 또한,

DSPP가 배양 전과정에서 발현된 것은 배양 치수 세포가

상아모세포의 특성을 나타내고 있음을 의미하며, OD314는

상아모세포의 존재와 더불어 발현된 결과로 생각된다.

Western 분석에서 사람 치수세포로부터 석회화 결절의 형

성을 유도한 28일의 배양 과정에서 OD314 단백질은 17

kDa의 크기로 배양 시작부터 치수세포에서 발현되기 시작

하여 배양 4일, 7일, 14일까지 유지되었으며 석회화 결절이

형성되는 21일과 28일에는 발현이 더욱 증대된 소견을 보

였다 (Figure 12). 이는 OD314 ORF로부터 추정한 154

아미노산 합성과 OD314 단백질의 양이 일치함을 나타내며

OD314 단백질이 상아모세포의 석회화 과정에 깊은 관련을

갖는 새로운 단백질임을 의미하는 결과로 해석할 수 있다.

그러나 OD314 단백질의 발현 양상이 RT-PCR 분석에 의

한 mRNA의 발현양상과 다소 다른 양상을 나타내었는데

이는 RT-PCR 분석과 단백질 분석의 sensitivity 차이에

의한 결과로 해석할 수도 있으나 이를 보다 명확히 하기 위
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해서는 향후 보완 연구도 필요할 것이다.

요약하면, OD314는 상아모세포-유래 유전자로 상아모세

포의 분화 특히 상아질 형성의 석회화 과정에 중요한 역할

을 하는 것으로 생각되나 상아모세포의 분화와 상아질 형성

과정에서 OD314의 정확한 기능을 이해하기 위해서는

OD314의 RNA interference와 overexpression 그리고

knock/out 생쥐의 제작과 같은 기능 연구가 계속 이루어져

야 할 것으로 사료된다. 

Ⅴ. 결 론

상아모세포는 치수-상아질 복합체에서 치수조직의 최외

층에 배열하고 세포돌기를 상아세관 내로 연장하여 상아질

을 형성하고 유지하는 세포이다. 상아모세포는 DSPP와 같

은 상아모세포-특이 유전자를 합성 분비한다. 그러나 아직

까지 DSPP 이외의 상아모세포-특이 인자를 동정하고 상아

모세포의 분화와 상아질 석회화 과정에서 이 인자들의 기능

을 규명하는 연구 결과들은 거의 알려져 있지 않다. 

본 연구는 상아모세포의 분화와 상아질 형성과정에 관련

된 인자를 탐색하고 그 기능을 분석할 목적으로 새로운 상

아모세포-유래 유전자로 알려진 OD314유전자의 기능을

mRNA in situ hybridization, cell transfection 분석, 항

체 제작 및 면역조직화학적 염색, 치수세포 배양에 의한 석

회화 과정에서 RT-PCR과 western 분석 등으로 연구하여

다음과 같은 결과를 얻었다.

1. In-situ hybridization에서 OD314 mRNA는 발생중인

치관부와 치근부의 상아모세포에서 강하게 발현되었다.  

2. OD314는 154 아미노산으로 구성된 단백질을 합성하는

새로운 유전자로 합성 단백질은 주로 세포의 세포질에서

발현되었다.

3. 면역조직화학적 염색에서 OD314 단백질은 상아모세포

에서 강하게 발현되었으며 치아주위의 일부 골모세포와

치주인대 세포에서도 미약한 발현이 관찰되었다. 

4. 치수세포는 배양 후 21일부터 석회화 결절을 형성하기

시작하여 배양 28일까지 석회화 결절이 유지되었다.  

5. 치수세포의 배양과정에서 ON은 배양 초기부터 발현되

었으나 석회화 결절이 형성되면서 발현이 감소한 반면에

OD314, OC, DSPP는 배양 전 과정에서 강하게 발현되

었다.  

6. 치수세포의 배양과정에서 OD314 단백질은 17 kDa의

크기로 초기 배양단계에서부터 발현되어 석회화 결절이

형성되는 시기까지 그 발현이 유지되었으나 그 발현 정

도는 석회화 결절 형성 단계에서 더욱 강하게 나타났다. 

이상의 결과를 종합하여 OD314는 상아모세포-유래 유전

자로 상아모세포의 분화 특히 상아질 형성의 석회화 과정에

중요한 역할을 하는 새로운 유전자로 생각되며 앞으로 이에

대한 보완 연구가 필요할 것으로 사료된다
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