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ABSTRACT

Ⅰ. 서 론

치수는 세균이 직접 치수에 도달하지 않더라도 세균의 각

종 산물이 치수와 근접하게 되면 염증이 유발되고 시간이

지날수록 비가역적인 손상을 입게 된다. 치수염과 관련되어

그람-음성 세균의 lipopolysaccharide (LPS)는 숙주세포

를 파괴하는 생물학적 효과를 가지는 것으로 보고되었고 박

테리아 산물이 가지는 생물학적 특징의 대부분이 LPS와 관

련이 있는 것으로 알려져 있다1). 

치수가 염증반응을 일으키면 조직 분해가 진행되며, 이 때

조직분해를 일으키는 활성 경로에는 plasminogen-depen-

dent pathway, phagocytic pathway, matrix metallo-

proteinase (MMP)-dependent pathway, PMN-serine

proteinase pathway, osteoclastic bone resorption 등이

있으며, 이밖에 세균의 단백질분해효소에 의한 직접적인 세
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포외 기질의 분해경로가 존재한다2,3). MMPs는 세포 외 기

질의 분해에 작용하는 zinc-dependent endopeptidase이

며, 정상적인 상태에서의 MMPs는 창상 치유, 조직의 회

복, 혈관 재형성화, 조직의 형태학적 발전단계에 중요한 역

할을 한다4). 일반적으로 MMPs는 염증이나 창상, 다른 병

적인 과정에 작용하지 않는 낮은 정도로만 존재하지만, 질

환이 유도되는 과정에서 분비가 촉진된다5). 이러한 MMPs

는 기질을 분해시키는 기능에 따라 collagenase (MMP-1,

MMP-8), gelatinase (MMP-2, MMP-9), stromelysin,

membrane-type metalloproteinase로 구분된다. MMP-

2와 MMP-9은 type-Ⅳ collagenase 또는 gelatinase로

불리우며 주로 gingival fibroblast와 pulp cell에 의해 합

성되어 치수염이나 치주염의 병인에 깊은 관련성이 언급되

고 있다6).  

LPS는 치수 또는 치근단 세포를 자극시켜 MMPs의 분비

를 비롯하여 염증성 사이토카인 interleukin-1과 tumor

necrosis factor를 분비시킨다7). IL-1과 TNF는 단핵 혹은

대식세포 등으로부터 분비되어 면역 반응을 매개시키게 되

며, 치수세포의 염증반응에서도 이들 염증성 사이토카인은

다양한 면역세포의 반응으로부터 유리될 것이다. 이들 사이

토카인의 분비를 자극시키는 경로의 하나로 단핵세포와 표

면항원표시세포의 결합이 존재하며, 결합에 관여하는 cell

adhesion molecules (CAM)인 ICAM-1과 VCAM-1은

내피세포를 비롯하여 혈구세포, 피부 섬유모세포 등에서 분

비된다8). 치수세포로부터의 ICAM-1과 VCAM-1 등의 세

포접착인자의 발현은 보고된 바 있지만9), 그 관련 기전 및

작용에 관해서는 거의 알려져 있지 않으며, 다만 치수세포

가 염증반응에 대하여 여러 면역세포와의 작용이 예측된다. 

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR)

은 핵 내에 존재하는 호르몬 수용체에 속한다. PPAR에는

PPARα, PPARβ/δ, PPARγ의 3개의 이성체가 밝혀져 있으

며, 이들은 서로 다른 유전자를 발현시키지만 아미노산의

구성, 라이간드와 결합형태 및 DNA 결합영역은 서로 비슷

하다10). 지방세포에서 특이적으로 많은 발현을 보이는

PPARγ의 주요 기능은 지방대사, 당대사, 지방세포의 분화

를 조절하며, 그밖에 2형 당뇨병을 비롯하여 염증성 질환에

관련이 있다. PPARγ의 항 염증성 반응작용으로 세균 LPS

에 의해 자극된 대식세포에서 IL-6와 TNF-α의 분비를 억

제시키는 것으로 알려져 있다11). 이러한 다양한 체내 반응에

관여 할 것으로 예측되는 PPARγ는 새로운 분자치료에 표

적이 되고 있으며, 그 예로 PPARγligand인 rosiglita-

zone, pioglitazone, LY171.833 등이 2형 당뇨병의 치료

에 적용되고 있다12,13). 

치수염과 관련하여 LPS로 자극된 세포에서 MMP 분비

에 관한 많은 연구가 이루어지고 있지만, 세포접착인자에

관해서는 발현을 비롯하여 기전에 관해서는 거의 알려져 있

지 않다. 본 연구에서는 사람의 치수세포 배양계에서 LPS

로 자극에 의한 세포접착인자 등의 변화와 발현기전을 검토

하였으며, 치수염의 치료분자로서 PPARγ의 항 염증반응

기전을 밝혀 치수질환의 분자적 치료를 위한 기초적 실험을

수행하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 치수세포의 분리와 배양

세포는 primary culture를 통한 사람의 치수세포를 실험

에 사용하였다. 건전한 제3대구치를 발거 (전북대학교 치과

병원 구강악안면외과)하여 통상적인 pulp explant culture

방법을 이용하여 일차 배양하였다14). 세포 배양액은

DMEM (Life Technologies, Grand Island, NY)에 56℃

에서 30분간 가열하여 비활성화 시킨 우태아 혈청 (FBS,

Hyclone, Logan, Utah, USA)과 10% penicillin (100

unit/㎖), streptomycin (100 ㎍/㎖) 및 300 ㎍/㎖-glut-

amine을 첨가하여 조제하였다. 세포주는 위의 배양액을 사

용하여 37℃, 95% 습도, 5% CO2 incubator에서 배양하

였고, 실험에는 3-8 계대의 치수세포들을 사용하였다.

2. 복제 결함 (replication deficient) PPARγ아데노바

이러스 (Ad/PPARγ) 제작

PPARγ의 cDNA는 한국 생명공학연구원의 인간유전자은

행으로부터 구입하였으며, 478개의 아미노산을 암호화하는

1434 bp의 유전자 (PPARγ2)를 바이러스 제작에 사용하

였다. Ad/PPARγ의 제작은 Quantum Biotechnologies

(Maisonevenue West, Montreal, Canada)의 AdEasy

Vector System을 이용하였다. PPARγ유전자를 CMV

promoter가 결합된 전달 벡터에 재조합 시키고, 재조합된

plasmid를 pAdEasy-1 vector와 대장균 BJ5183에서

homologous recombination을 시켰다. 이상의 재조합

PPARγ벡터를 대장균 DH5α에 형질 전환시켜 안정된

PPARγ아데노바이러스 벡터를 대량 정제하였다. 재조합

PPARγ벡터를 Pac 1으로 linearizing을 시킨 후,

Lipofectin transfection (Invitrogen, San Diego, CA,

USA) 방법으로 QBI293A (human embryonic kidney)

세포에 transfection시켜 재조합 바이러스를 제작하였다.

QBI293A 세포의 배양은 MEM(minimum essential

medium, Gibco BRL, Gaithersburg, MD) 배양액에서

통상적인 배양방법으로 배양하였고, 유전자 도입 2-3 주일

후 아데노바이러스가 생성된 배양 용기로부터 바이러스를

분리하였다. 분리된 바이러스로부터 PPARγ유전자의 확인

은 위와 동일하게 제한효소를 이용하였고, 확인된 바이러스
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를 QBI293A에 재감염 시켜 double CsCl gradient 방법

으로 다량의 바이러스를 정제하였다. 실험에는 대조 바이러

스로 대장균의 β-galactosidase (Ad/LacZ) 유전자를 이상

과 동일하게 제작하여 사용하였고, 실험 세포 주에 바이러

스의 감염과 유전자의 발현의 여부를 대조 바이러스로 확인

하였다.

정제된 바이러스의 생물학적 활성은 plaque forming

unit (PFU/㎖)를 측정하여 실험세포주에 일정수의 바이러

스를 감염시켰다. QBI293A 세포 3 × 105개를 60mm 배

양용기에 하룻밤 배양시키고 정제 후 희석된 바이러스 1 ㎖

와 1.25% SeaPlaque agarose (FMC, Rockland, Maine

USA) 1 ㎖ (42℃)를 서서히 섞은 후 세포 위에 부었다. 통

상적으로 2주일 전후하여 나타나는 plaque의 숫자를 세어

PFU를 계산하였다. 치수세포에 바이러스를 10, 50, 100

MOI (multiplicity of infection, number of active virus

particle/cell number)로 감염시켰으며, 감염은 우태아 혈

청이 함유되지 않는 배양액에 5분 간격으로 흔들어주면서

37℃에서 3시간 시켰다. 

3. LPS 처리와 Ad/PPARγ감염

치수세포의 염증반응은 E. coli 0111로부터 페놀 추출로

정제한 LPS (Sigma, St Louis, MO, USA)를 처리하여

유도시켰다. LPS는 멸균 증류수에 녹여서 실험하였다. 3에

서 8계대 사이의 치수세포 3 × 106개를 100 ㎜ plate에 배

양시키고 다음 날 LPS 1 ㎍/㎖에서 10 ㎍/㎖를 처리하여

24시간에서 48시간 후에 유도되는 염증반응을 실험하였다.

Ad/PPARγ바이러스 감염은 위와 동일하게 치수세포를 배

양시키고 다음 날 100 MOI를 감염시켰다. 감염 24시간 후

에 LPS 및 기타의 실험 약제를 처리하여 유도되는 반응을

실험하였다. 대조군에 PBS를 동일 양 처리하였다. 치수세

포의 염증반응 유도는 대장균 유래 LPS를 1-10 ㎍/㎖ 농

도로 처리 후 MMP-2와 MMP-9의 활성을 gelatin

zymography를 통하여 검토하였다.

4. Gelatin Zymography

LPS 단독 혹은 Ad/PPARγ바이러스와 병합하여 처리 후

유도되는 MMPs의 활성은 gelatin zymography를 이용하

여 측정하였다. 주어진 시간에 도달한 배양 상층액의 단백

질 5 ㎍을 5x sample buffer (0.4 M Tris-HCl, pH 6.8,

5% SDS, 20% glycerol, 0.1% bromophenol blue)와 혼

합시키고, 1 ㎎/㎖ gelatin 기질과 0.1% SDS가 함유된

8% polyacrylamide gel에 전개하여 분리시켰다. 전기영동

후 gel은 SDS 제거를 위해 renaturing buffer (2.5%

Triton X-100)로 20℃에서 1시간 반응시키고, 5분간

developing buffer (50 mM Tris-HCl, 20 mM NaCl, 5

mM CaCl2, 1% Triton X-100)로 세척하였다. Gel은 37

℃의 신선한 MMP 기질용액 (50 mM Tris-HCl, pH 7.5,

20 mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0.02% Brij 35)에서 24시

간 반응시키고 coomassie blue 염색을 시행 후 gel을 고정

시켰다. 

5. Western hybridization 

i) Total 단백질 추출

치수세포에 LPS 처리 혹은 Ad/PPARγ를 감염시키고 주

어진 시간 후 세포로부터 총 단백질을 분리하였다. 세포를

2-3회 차가운 PBS로 세척 후 100 ㎜ 배양용기에 1 ㎖의

PBS-TDS (PBS, 1% Triton X-100, 0.05% sodium

deoxycholate, 0.01% SDS, 0.5 ㎍/㎖ leupeptin, 1 mM

EDTA, 1 ㎍/㎖ pepstatin, 0.2 mM PMSF) 용액을 첨

가, 15분간 얼음 위에서 방치 후 12,000 rpm에서 5분간

원심 분리하여 세포막 성분 등을 제거하였으며, 단백질 농

도는 bovine serum albumin (BSA)을 표준화하여 Bio-

Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, CA)를 사

용하여 정량하였다. 

ⅱ) Cytosol과 nuclear 단백질 추출

i)항과 같은 방법으로 처리한 세포에서 cytosol 및

nuclear 단백질을 분리하였다. 먼저 세포는 트립신을 처리

하여 분리하였다. 분리한 세포는 2 - 3회 차가운 PBS로 세

척한 후 100 ㎜ 배양용기에 100 ㎕의 Buffer A (10 mM

HEPES pH 7.9, 10 mM Potassium chloride, 2 mM

Magnesium chloride, 1 mM EDTA, 0.5 ㎍/㎖ leu-

peptin, 1 ㎍/㎖ pepstatin, 0.2 mM PMSF) 용액을 첨가

하였다. Scraper를 이용하여 세포를 모은 후 얼음 위에서

10분간 반응시켰다. 20,000x g로 10분간 원심 분리하여

상층액은 cytosol 단백질로 사용하였고, pellet에는 1 ㎖

Buffer A를 이용하여 씻어낸 후 100 ㎕의 Buffer B (20

mM HEPES, pH 7.9,25%,v/v, glycerol, 420 mM

Sodium chloride, 2 mM Magnesium chloride, 0.2 mM

EDTA, 1 mM DTT 0.5 ㎍/㎖ leupeptin, 1 ㎍/㎖ pep-

statin, 0.2 mM PMSF)용액을 첨가하였다. 15분간 얼음

위에서 방치 후 20,000xg에서 10분간 원심 분리하여 상층

액을 nuclear 단백질로 이용하였다. 

ⅲ) Western Hybridization

세포를 2 - 3회 차가운 PBS로 세척 후 100 ㎜ 배양용기

에 1 ㎖의 PBS-TDS (PBS, 1% Triton X-100, 0.05%
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sodium deoxycholate, 0.01% SDS, 0.5 ㎍/㎖ leu-

peptin, 1 mM EDTA, 1 ㎍/㎖ pepstatin, 0.2 mM

PMSF) 용액을 첨가, 15분간 얼음 위에서 방치 후 12,000

rpm에서 5분간 원심 분리하여 세포막 성분 등을 제거하였

으며, 단백질 농도는 bovine serum albumin (BSA)을 표

준화하여 Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad,

Hercules, CA)를 사용하여 정량 하였다. 위의 방법으로 분

리한 20 ㎍의 lysate를 7.5% mini gel (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA) SDS-PAGE (poly acrylamide gel

electrophoresis)로 변성 분리하였고, 이를 nitrocellulose

membrane (Hybond-C Amersham Pharmacia

Biotech, Piscataway, NJ)에 60V로 2시간 동안 이동시켰

다. Membrane의 blocking은 5% skim milk가 함유된

TBS-T (TBS, 0.1% Tween20)용액으로 상온에서 1시간 동

안 실시하였다. 발현을 측정하기 위한 1차 항체를 1:

1,000으로 TBS 용액에 희석하여 상온에서 1시간 반응시킨

후 TBS로 3회 세정하였다. 2차 항체로는 horse radish

peroxidase (HRP)가 결합된 anti-mouse IgG 혹은 anti-

rabbit IgG (Amersham Pharmacia Biotech,

Piscataway, NJ)를 1: 5,000으로 희석하여 상온에서 1시

간 반응하였다. TBS로 3회 세정 후 ECL 기질

(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)과

30 - 60초간 반응 후 X-Ray 필름에 감광시켰다.

본 실험에 사용한 항체는 다음과 같다. 

통계방법은 Student’s t-test를 사용하였으며 재현성을

위해 세 번 이상 실험하였고 P값은 0.05 미만일 때 통계적

인 유의성을 인정하였다.

Ⅲ. 결 과

1. LPS 자극에 의한 치수 세포의 염증 반응 유도

사람의 제3대구치로부터 분리한 치수세포는 실험방법에

준하여 3 - 4일 간격으로 계대 배양이 가능하였다. 치수세

포는 LPS의 자극에 초기 5시간 이내에 MMP-2와 MMP-

9의 활성이 유도되었으며 24시간을 전후하여 활성의 정점

에 달하였다. 또한 LPS의 농도 의존적으로 MMP의 활성이

유도되었으며, 이 후 10 ㎍/㎖ 농도의 자극으로 MMPs를

유도시켰다 (Figure 1). 

분리된 치수세포는 핵 내 호르몬 수용체인 PPARγ을 발

현하고 있었다 (Figure 2B). 치수세포는 재조합 바이러스

PPARγ의 감염에 의해서 24시간 이내에 높은 발현이 나타

났으며 (Figure 3B), 이는 치수세포에 외래 유전자의 발현

을 위한 아데노바이러스의 감염과 유전자의 발현이 정상적

으로 유도되고 있음을 β-galactosidase 유전자의 활성을 응

용한 Ad/LacZ 바이러스를 통하여 확인 하였다 (data not

shown). 따라서 이 후의 실험에는 Ad/LacZ을 대조바이러

스로 사용하였다.

LPS 자극으로 치수세포는 ICAM-1과 VCAM-1의 세포

접착인자의 발현이 유도되었다 (Figure 2A). VCAM-1의

발현 양은 자극 전에 비교하여 24시간에서 9배 정도 증가를

보여주었으며, ICAM-1도 4배 이상의 높은 증가를 보여주

Table  1.

Antibody Cadalogue number 제조회사

Anti-ICAM-1, mouse sc-8439 Santa Cruz, CA, USA

Anti-VCAM-1, rabbit sc-8304 Santa Cruz, CA, USA

Anti-MMP-9, rabbit sc-10737 Santa Cruz, CA, USA

Anti-PPAR, mouse sc-7382 Santa Cruz, CA, USA

Anti-NFκB, rabbit sc-109 Santa Cruz, CA, USA

ANti-IκB, mouse sc-1643 Santa Cruz, CA, USA

Figure 1. Activation of MMPs secretion in the dental

pulp cells treated with LPS for 24 hours. Condition

medium were analyzed by gelatin zymography. 
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었다. 치수세포 내에 존재하는 PPARγ의 작용과 접착인자

의 발현과의 상관성을 검토하기 위하여 LPS의 처리 후 24

시간 내에 변화되는 PPARγ의 발현을 분석하였다. LPS의

자극에 의해서 치수세포는 12시간까지는 PPARγ의 발현이

약하게 증가되었지만 24시간에서는 거의 발현이 나타나지

않았다 (Figure 2B). 

2. PPARγ에 의한 치수세포의 염증반응의 저하

치수세포가 염증반응의 표현으로 나타내는 ICAM-1과

VCAM-1의 발현증가를 PPARγ의 활성으로 제어되는 현상

을 검토하였다. LPS 처리 전 24시간에 Ad/PPARγ를 감염

시켜 치수세포 내에 PPARγ의 발현을 유도시켰으며

(Figure 3B), LPS 처리에도 불구하고 PPARγ발현을 유

도한 세포는 VCAM-1과 ICAM-1의 발현이 현저하게 저하

되었다 (Figure 3A). LPS 자극 후 12시간째 두 접착인자

의 발현이 약하게 증가하는 경향이 있었지만, 24시간에서

는 급격히 감소하여 처리전과 비교하여 VCAM-1의 경우

1/4로 감소되었고 ICAM-1은 1/2로 감소되었다. 또한 이

들 두 인자의 발현을 억제 시킨 과정에 있어서 치수세포는

Ad/PPARγ에 의한 상대적으로 높은 PPARγ의 발현이 유

도되고 있었다 (Figure 3B).

Figure 2. Activation of cell adhesion molecules in the dental pulp cells were treated with LPS for 24

hours. Western blot analysis detected adhesion molecules (left), Protein bands were quantified by

densitometry (right) (A). Modulation of PPARγin the dental pulp cells treated with LPS for 24 hours

(B). Actin was used as a control for protein loading.
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PPARγ의 agonist이며 2형 당뇨병 환자의 치료약으로 이

용되는 rosiglitazone과 PPARγ의 복합적 활성은 LPS에

의해서 유도되는 두 접착인자의 발현을 더욱 현저하게 감소

시켰으며, 이러한 세포접착인자의 발현감소는 48시간까지

지속적으로 유지되는 것을 확인할 수 있었다 (Figure 4).

그러나 rosiglitazone 또는 PPARγ의 각각 단독 처리보다

는 복합적 활성이 현저한 발현억제 효과를 나타내었으며,

rosiglitazone에 비교하여 PPARγ가 발현효과가 더욱 높았

다. 종합적으로 치수세포의 초기 염증반응으로 활성화 되어

분비되는 MMP-2와 MMP-9의 활성을 검토한 결과

PPARγ와 rosiglitazone이 MMP-2, MMP-9 모두 감소시

켰으며, 두 인자의 복합처리가 가장 효과적으로 나타났다

(Figure 5). MMP-9는 zymography 상에서 약하게 유도

되었으며 Western hybridization으로 검토한 결과

zymography와 유사한 결과를 보여주었다.

이상의 치수세포가 LPS에 의한 염증반응으로 나타내는

MMPs, 세포접착인자의 발현유도와 관련하여 NF-κB의 핵

내의 이동과 사이토졸에 존재하는 IκB의 발현 관련성을 검

토하였다. 치수세포는 LPS의 자극에 의해서 핵 내로 NF-κ

B의 이동이 유도되었으며, NF-κB의 핵 내로의 이동은

PPARγ의 발현으로 감소되었고, rosiglitazone에 의해서도

억제되었다 (Figure 6).  

Figure 3. Down-regulation of adhesion molecules by PPARγin time-dependent manner. Western blot

analysis detected adhesion molecules (left), Protein bands were quantified by densitometry (right)

(A). PPARγexpression in the dental pulp cells treated with ad/PPARγ(B). Actin was used as a

control for protein loading.
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Figure 4. The short (A) and long (48h) (B) time effects of PPARγand rosiglitazone on cell adhesion

molecules in the dental pulp cells. (A) Down-regulation of ICAM-1 and VCAM-1 in dental pulp cells

combined treated with Ad/PPARγand rosiglitazone. The cells were infected with 100 MOI of

Ad/PPARγfor 1 hours, and then treated with LPS and rosiglitazone for 24 hours. The protein

expression was detected by immunoblotting with specific antibody (left), and protein bands were

quantified by densitometry (right). (B) Down-regulation of ICAM-1 and VCAM-1 in dental pulp cells

combined treated with Ad/PPARγand rosiglitazone. 
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Figure 5. Down-regulation of MMP-2, -9 by treatment of PPARγand it’s agonist. Left panel shows

gelatin Zymography for MMP-2, MMP-9 from dental pulp cells. Actin was used as a control for

protein loading. Right panel shows relative densitometric units. Data are expressed as mean ± SD of

three separate experiments.

Figure 6. Effects of PPARγand PPARγagonist on NF-κB activation in the dental pulp cells. Left panel

shows western blot analysis for NF-κB in nuclear extracts, IκB in cytosol from dental pulp cells. Actin

was used as a control for protein loading. Right panel shows relative densitometric units. Data are

expressed as mean ± SD of three separate experiments.
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Ⅳ. 고 찰

PPARγ는 세포의 대사를 제어하는 중심적인 인자로서 지

방대사를 비롯하여 당 대사 등의 기능을 갖고 있다. 특히

PPARγ가 다양한 염증반응을 억제시키는 기능이 알려지고

있다15). 치성감염은 국소적으로 나타나므로 근관치료 또는

치주치료로 해결이 가능하지만 감염의 심각성에 따라 짧은

시간 내에 근막을 통하여 급격히 연조직으로 확산되는 경우

도 있다. 치수감염으로 유도되는 염증반응은 조직의 손상에

대한 손상부위를 되돌리려는 고도의 방어기전으로 해석된

다16). 치수염증의 반응에는 치수세포 내 MMPs와 사이토카

인 IL-1β와 TNF-α가 매개되는 것으로 알려졌다6,17). 이들

매개물질을 비롯하여 염증반응 시에 사이토카인의 발현에

관여 할 것으로 추측되는 세포간 접착인자의 발현 및 관련

기전은 알려져 있지 않다. 이 연구에서는 사람의 치수세포

배양계에 LPS 자극으로 유도되는 염증반응에 세포접착인

자의 발현과 PPARγ가 유도하는 염증반응의 저하를 검토하

였다.

일반적으로 치수감염의 원인으로 대장균은 크게 작용하지

않지만 대장균 유래 LPS는 효과적인 치수세포의 염증반응

유도물질로 인식되고 있으며18), 이는 치수 내 분리 세균이며

염증유발 세균인 Enterococcus 속의 세균과 동일한 염증반

응 경로로 나타날 것으로 예측된다. 분리 배양한 치수세포

는 LPS의 자극으로 MMP-2와 -9의 분비와 활성이 강화되

었다 (Figure 1). 이는 치수세포를 비롯한 다양한 세포에서

염증반응의 초기물질로 MMPs의 분비가 유도되는 것과 일

치하여 대장균유래의 LPS는 치수세포에 효과적인 염증반

응 유도인자로서 인정되었으며, MMPs의 분비 및 활성은

처리 LPS의 양에 따라 증가되었다.

세포접착인자인 ICAM-1은 내피세포를 비롯하여 혈구세

포, 섬유모세포 등에서 발현되며, 주로 호중구 세포, T 세포

또는 B 세포의 LFA-1과 Mac-1과 결합하여 사이토카인 등

의 분비에 관여한다. VCAM-1 또한 주로 내피세포에서 발

현되며 주로 IL-1과 TNF 등에 의해서 유도된다19). 이 실험

의 치수세포는 LPS의 자극으로 ICAM-1과 VCAM-1이

24시간 이내에 4배에서 9배에 달하는 증가를 보여주었다

(Figure 2A). 배양계의 치수세포는 대부분의 섬유모세포였

으며, 두 접착인자의 발현은 내피세포계열을 비롯하여 치수

섬유모세포에서의 활발한 반응을 보이는 것으로 이해된다.

치수세포는 LPS의 자극으로 MMPs와 접착인자의 발현이

증가되는 과정에서 PPARγ의 초기 발현은 증가되었지만

24시간째에는 거의 발현이 나타나지 않는 특징을 보였다

(Figure 2B). 이는 LPS의 자극에 의한 염증반응중 초기

세포의 대응에 PPARγ가 특별한 역할을 수행하고 있는 것

으로 해석되지만, 24시간째 대부분의 발현이 사라지면서

조직은 MMPs를 비롯하여 접착인자 등의 발현증가를 통해

고도의 염증반응이 진행되는 것으로 생각된다. PPARγ의

발현을 유도시킨 치수세포 (Figure 3B)는 LPS의 자극에

의해서 접착인자가 대조세포에 비교하여 2배 이상 감소되

었으며, 이는 Figure 2의 접착인자 발현 정도에 비교하면

PPARγ가 현저하게 접착인자의 발현을 감소시키는 것을 알

수 있었다. 이는 PPARγ에 의한 접착인자의 발현의 저하로

해석되며, 이러한 접착인자 발현의 저하는 전반적인 염증반

응의 저하로 생각된다. 특히 PPARγ의 촉진제인 rosiglita-

zone에 의해서도 두 접착인자의 발현이 감소되어 PPARγ

의 직접적인 작용의 근거로 이해된다 (Figure 4).  PPARγ

에 의한 이상의 세포접착인자의 제어는 최근 관심의 대상으

로 특별한 기전이나 억제 경로에 관해서는 알려진 바 없으

며, 제한적으로 PPARγ가 혈구세포와 혈관내피세포에서

위의 두 접착인자의 발현을 억제시킨 것으로 알려져 있

다20,21). Rosiglitazone의 효과가 나타나는 것은 치수세포에

내재적으로 PPARγ가 발현되고 있기 때문이다. 실험에 사

용한 PPARγ2는 PPARγ1에 비교하여 라이간드 비의존적

활성이 존재하므로 치수세포에서 PPARγ가 촉진제에 비교

해서 높은 억제효과가 나타나며, 복합적으로 처리시에는 더

욱 높은 활성의 억제효과가 나타나는 것으로 생각된다.

PPARγ는 MMP-2와 -9의 분비 또한 현저하게 억제시켰

다 (Figure 5). MMPs의 억제는 PPARγ가 촉진제보다 높

게 나타났으며, 복합적 처리는 이상의 억제를 더욱 효과적

으로 유도하였다. 염증반응과 관련하여 PPARγ가 MMPs

분비를 억제시키는 작용은 오직 PPARγ의 촉진제를 이용한

실험에서 보고되고 있으며22), 작용기전은 추후 연구의 초점

이 되고 있다. 

세균 또는 세균의 구성성분은 염증반응을 유도하게 되며,

이러한 구성성분으로는 LPS를 비롯하여 peptidoglycans,

lipoteichoic acids, fimbriae, proteases, heat-shock

proteins, formyl-methionyl peptides, 독소 등이 있다23).

이들 물질은 조직세포에 존재하는 다양한 수용체에 결합하

여 신호전달체계에 의한 염증반응이 시작되며, 염증반응의

수용체로는 toll-like receptors (TLRs), CD14, nucleotide-

binding oligomerization domain proteins (Nod), G-

protein-coupled receptors, formyl-methionyl peptide

receptors, protease-activated receptors 등이 있다23). 본

연구의 결과에서 제시되는 치수세포의 LPS에 대한

MMPs, 접착인자 등의 발현은 TLR-4의 경로로부터 시작

될 것으로 예측되며, 이로부터 Figure 6에 표현되는 NF-

kB의 핵 내 이동의 촉진이 초기 염증반응의 연쇄적 기전으

로 생각된다. 그러나 치수세포에서의 염증반응에 대한 신호

체계는 전혀 알려져 있지 않으며, 따라서 PPARγ의 활성에

의한 치수세포의 염증반응의 기전은 TRL-4로부터 NF-kB

에 이어지는 과정에서 유도되는 활성으로 이해하고자 한다.

PPARγ의 작용이 NF-κB에 직접적으로 영향을 미치지는
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않을 것으로 예측되며, 이는 NF-κB상부의 Akt/PKB나 여

러 MAPKs의 활성에 PPARγ가 작용할 것으로 생각되며 또

한 PPARγ가 COX-2의 발현을 억제함으로써 염증반응의

매개에 중요한 역할을 할 것으로 예측된다. 

양24) 등은 치주인대 섬유모세포에서 Prevotella

nigrescens의 LPS에 의한 MMPs의 분비 변화를 관찰한

바 있고, Polymorphonuclear Neutrophils에서

Enterococcus feacalis에 의해 MMP-8의 변화를 연구한

결과25)를 바탕으로 추후에는 치수세포뿐 아니라 치주인대세

포를 이용하여 우식 관련세균이나 근관 감염시 흔히 발견되

는 세균의 LPS로 자극 시 염증매개 물질의 변화를 관찰하

는 것도 필요할 것으로 생각된다. 이상의 연구에서 치수세

포로부터 PPARγ의 활성을 통한 염증의 치료에 이용 가능

성이 나타난 결과로 이해되었으며, 치수세포의 미분화적 다

양성을 이용한 재생공학과 연계되어 PPARγ의 응용이 기대

된다. 

Ⅴ. 결 론

1. LPS에 의해 자극된 치수세포에서 염증매개물질인

ICAM-1, VCAM-1, MMPs의 분비가 증가하였다 (p <

0.05).

2. Ad/PPARγ처리시 ICAM-1, VCAM-1의 분비가 감소

되었다 (p < 0.05).

3. PPARγ와 PPARγagonist를 동시에 처리시 48시간째

ICAM-1, VCAM-1의 분비가 확연히 감소하였고 특히

VACM-1의 경우 거의 완전한 감소를 보였다 (p <

0.05).

4. PPARγ와 PPARγagonist 처리시 핵 내 NF-κB가 감소

하였고 사이토졸내 IκB가 증가하였다 (p < 0.05).
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치수는 상아질로 둘러싸인 간엽조직으로 다양한 세포와 기저 물질들로 구성되어 있으며 혈관과 신경조직이 분포되어

있다. 치수의 염증은 조직의 분해를 야기하며 이는 Matrix Metalloproteinase에 의해 세포 외 기질의 분해가 촉진되어

병적인 과정을 거치게 된다. 이에 Lipopolysaccharide에 의한 MMP와 inflammatory cytokine의 유도와 peroxisome

proliferator-activated receptors (PPAR)에 의한 염증매개 물질의 조절에 대해 알아보고자 하였다.

사람의 치수세포를 다양한 LPS농도에 노출시킨 후 24시간째 MMP-2, MMP-9의 변화를 보고 LPS에 의해 자극된

치수세포에서 ICAM-1, VCAM-1, IL-1β, TNF-α의 분비가 증가됨을 알 수 있었다. 또한 Adenovirus PPARγ

(Ad/PPARγ)와 PPARγagonist인 rosiglitazone를 LPS로 자극된 치수세포에 처리하였을 때 48시간째 MMPs와

Adhesion molecules, cytokines의 감소를 확인하였다.

이로써 사람의 치수세포에서 PPARγ가 가지는 항 염증효과에 대해 지속적인 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

주요어: 염증반응, MMP, 세포접착인자, 치수세포, PPAR
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