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ABSTRACT

Ⅰ. 서 론

치아는 형성 시에 상피세포(epithelial cell)와 치아유두세

포(dental papilla cell)가 상호유도(reciprocal interac-

tion)하여 치아를 형성한다1,2). 치아유두세포는 상아모세포

(odontoblast)로 분화하여 상아질을 형성하며 일부는 미분

화중간엽세포(undifferentiated mesenchymal cell)와 섬

유모세포(fibroblast)로 되어 치수(pulp)를 구성한다3,4). 치

수에 존재하는 미분화중간엽세포는 외부의 자극이 가해지면

상아모세포로 분화하여 상아질을 형성할 수 있는 능력을 가

지므로 치수줄기세포(dental pulp stem cells)라고도 한다5).

Gronthos 등6)은 배양된 치수 세포가 자가 재생 능력(self-

renewal capacity)과 다양한 조직으로의 분화 능력(multi-

lineage differentiation capacity), 그리고 클론 형성 효율

(clonogenic efficiency)을 가져 치수세포가 줄기세포와 같

은 성질을 가지고 있음을 밝힌바 있다. 

Gronthos 등7)은 치수줄기세포와 조골세포의 전구세포로

알려진 사람 골수 기질 세포(human bone marrow stro-
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mal cells)의 클론 형성 능력과 증식 능력을 비교하였으며,

치수줄기 세포를 쥐에 이식하여 치수유사(pulp-like) 조직

이 상아모세포유사(odontoblast-like) 조직으로 둘러싸인

상아질 유사구조(dentin-like structure)를 형성하였다. 

Miura 등8)은 유치에서 배양한 줄기 세포가 신경세포, 지

방세포 및 상아모세포로 분화할 수 있는 능력이 있음을 밝

혀, 자가 줄기 세포 이식 및 조직 재생술을 포함한 줄기세포

치료에 효율적으로 이용될 수 있는 독특한 자원이 될 가능

성을 시사한 바 있다. 

정상적인 기능을 하는 치주인대 세포는 새로운 세포의 형

성 및 세포의 자연사를 반복하면서 치주조직의 항상성

(homeostasis)을 유지한다. 치주인대 전구세포(progeni-

tor cell)는 혈관주위와 골막내에 풍부하게 분포하며, 유사

분열 후에 치근주위의 치주인대 조직에서 세포의 형성과 분

화가 발생한다9). 

Seo 등은 사람 치주인대에서 얻은 치주인대 줄기세포

(periodontal ligament stem cells, PDLSCs)가 백악모세

포-유사세포, 지방세포, 교원질-형성세포로 분화하는 것을

밝혀, 치주인대 줄기세포가 백악질 및 치주인대를 재생하는

능력이 있을 가능성을 제시하였다.

Pääkkönen 등11)은 건강한 치수와 충치에 이환된 치수

사이에서 발현되는 유전자와 단백질의 차이를 분석한

cDNA microarray assay를 통하여 두 가지 조직에서 현저

하게 발현되거나 충치에 이완된 치수에서 뚜렷하게 증가되

는 유전자를 밝혔다.

cDNA microarray assay를 이용한 많은 연구가 치아와

골수세포의 비교연구12), 건강한 치은과 염증성 치은조직에

서 섬유모세포의 비교연구13), 조골세포와 조섬유 세포의 유

전자 발현 비교 연구14) 등에서 행해진바 있다. 

Nair15)는 치근첨 부위의 치수조직과 치주인대 조직에서

미생물들과 숙주방어 작용에 의하여 국소적인 치근단 염증

과 치근흡수, 그리고 인접 치근단 조직의 파괴를 가져오며,

근관 충전으로 인하여 치근단 재감염을 방지한다는 것을 언

급하였다. 

치수와 치주인대 부착은 각기 독립된 조직이 아니라 구강

내 치아의 주요 기능을 가능하게 하는 중요한 인자이며 서

로 치근첨에서 연결되어 있는 구조를 가지고 있으므로, 치

아의 병변을 치료 시 치수 및 치주조직의 치료가 결합된 과

정이 필요하다는 사례보고가 다수 발표되었다16). 

Satchell 등17)은 치수와 치근단 조직의 병적인 변화에 있

어서 자연사의 역할을 소개하여 근관치료 시 새로운 접근방

법의 가능성을 제시한 바 있다. 

cDNA microarray에는 nylon filter, glass slide와

oligonucleotide silicon chip을 이용하는 다양한 방법이 있

다12). 본 실험에서는 이 중에서 oligonucleotide silicon

chip을 이용하는 방법을 사용하였다. 이 실험 방법으로는

두 개의 세포 사이의 수천개의 유전자의 발현 정도를 비교

하여 세포주기(cell cycle), 세포의 성장과 유지(cell

growth and maintenance), 면역반응(immune

response), 외부자극에 대한 반응(response to stress), 신

호전달 (signal-transduction), 전사(transcription), 세포

의 자연사(apoptosis)에 관련된 유전자의 발현 차이를 밝혀

낼 수 있다18). 따라서 본 연구에서는 cDNA microarray를

통하여 치아의 치수조직 및 치주인대 조직으로부터 배양한

치수세포 및 치주인대 세포의 mRNA의 발현 차이를 얻을

수 있었으며 이를 RT-PCR로 검증함으로써 두 세포사이의

유전자의 발현정도의 차이를 규명하기 위하여 실험을 실시

하였다. 

Ⅱ. 실험 재료 및 방법

1. 세포 배양

치아의 선택, 치수 및 치주인대 조직의 채취 후 각각의 세

포 배양은 다음과 같이 시행하였다. 경희대학교 부속치과병

원 구강악안면외과에서 2005년 3월에 내원한 성인의 발치

한 제 3대구치 중 건전한 치아를 선택하였다. 멸균상태의

작업장에서 수술용 15번 blade를 이용하여 치근 표면을 긁

어 치주인대 조직을 채취하였다. 그 후 치아 표면을 깨끗이

세척한 후 멸균처리 된 치과용 tapered fissure bur(#701)

를 이용하여 치수조직이 노출되기 직전까지 치아를 치아 장

축에 수직으로 삭제한 후 실험실로 옮겼다. 멸균상태의 작

업장에서 드라이버를 이용하여 치아를 수직으로 2등분시켜

치수조직을 노출 후 채취하였다. 채취한 치수 조직과 치주

인대 조직은 6 well plate에 넣은 후 10% fetal bovine

serum과 항생제(100U/mL penicillin-G, 100μg/mL

streptomycin, 0.25g/mL fungizone)(Gemini Bio-

Products, Inc., Woodland, CA)가 함유된 Dulbecco’s

Modified Eagle Medium(Gibco, USA; DMEM)으로

5% CO2가 공급되는 37℃ 배양기에서 배양하였다. 배양판

바닥에 세포를 부착시켜 치수세포 및 치주인대세포가 배양

용기 바닥으로 이주하도록 기다렸으며, 배양된 치수세포 및

치주인대세포는 1:2 비율로 계대 배양시켰고 5대까지 계대

배양시킨 후 그 세포들을 본 실험에 이용하였다. 

2. RNA 분리 및 정제

각각 배양된 치수세포 및 치주인대세포를 cell scraper

(Fisher Scientific, Tustin, CA, USA)로 수확하였으며

각각의 세포에서 얻어진 20μg의 total RNA는 RNeasy

Mini kit (Qiagen, LRS Laboratories, Inc.)을 이용하여

제조자의 지시에 따라 정제하였다. 
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3. cDNA Microarray

치수세포와 치주인대세포의 mRNA 표본은 2회에 나누어

채취하였으며 cDNA array hybridization을 2회 시행하였

다. Microarray analysis를 위하여 aminoallyl-dUTP가

있는 상태에서 총 RNA의 역전사를 수확하여 형광물질인

Cyanine 3-dCTP 혹은 Cyanine 5-dCTP로 표지된

Fluorescent- labeled cDNA를 합성하였다. 표지된 RNA

20μg을 제조자의 지시대로 처리하여 이용되었다. 치아에서

채취된 치수로부터 얻은 세포는 Cy3-dCTP로, 치주인대로

부터 얻은 세포는 Cy5-dCTP로 표지한 cDNA를 제작하였

다. cDNA microarray는 이 두 가지 표지된 cDNA를

8170개의 유전자로 점적된 Twinchip human-8K

(Digital genomics Inc., Seoul, Korea; http://www.

digital-genomics.co.kr/KoreanPage/product/

DNAchip.htm)에 hybridization한 후 세척하였다.

슬라이드를 건조시킨 후 Scanarry lite(Parkard

Bioscience, Boston, MA)를 이용하여 DNA chip을 스캔

하였고(Figure 1) GenePix software(Axon Instrument,

Union City, CA)를 이용하여 분석하여 유전자 발현 비를

얻을 수 있었다. 이 값을 로그화하게 되면 LOWESS 회귀

분석에 의하여 표준화가 시행되어 보정된 값을 얻을 수 있

었다. 

이때 나타나는 신호가 2배 이상 차이가 나는 것을 유의성

있는 차이가 나는 것으로 분석하였다13,19).

4. RT-PCR analysis

치수세포와 치주인대 세포에서 2배 이상 발현의 차이를

보이는 유전자중 대표적인 유전자 3개씩 선택하여 RT-

PCR(reverse transcription- polymerase chain reac-

tion)을 위한 primer를 제작하였다(Table 1).

Figure 1. Overview of DNA microarray

methology

Table 1. Primers for RT-PCR

Genes Target size Primer sequence

Lumican (LUM) 196 bp
5’-TGATCTGCAGTGGCTCATTC-3’

3’-AAAAGAGCCCAGCTTTGTGA-5’

WNT1 inducible signaling pathway protein 1 (WISP1) 163 bp
5’-TTCCTGTTGATGGGAAAAGC-3’

3’-CAAGCAGGACAAGGGAGAAG-5’

Matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase) (MMP1) 234 bp
5’-ATGCTGAAACCCTGAAGGTG-3’

3’-CTGCTTGACCCTCAGAGACC-5’

Integrin, alpha 4 (ITGA4) 244 bp
5’-GAGTGCAATGCAGACCTTGA-3’

3’-TGGATTTGGCTCTGGAAAAC-5’

Neurofilament, heavy polypeptide (NEFH) 221 bp
5’-CTCCAGCTGAGGTCAAGTCC-3’

3’-CTTTGCTTCCTCCTTCGTTG-5’

Transforming growth factor-beta 2 (TGFβ2) 222 bp
5’-CCGGAGGTGATTTCCATCTA-3’

3’-CTCCATTGCTGAGACGTCAA-5’
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cDNA의 합성 및 RT-PCR에 의한 증폭은AccuPower�

RT/PCR PreMix(Bioneer Inc., Daejeon. Korea;

http://www.bioneer.co.kr/product/product_

sub.jsp?pclassCode=1)를 사용하였다. 열순환 방법은

pre-denature(94�C에서 5분간), 94�C에서 45초, 51�C

에서 30초, 72�C에서 60초간 35 cycle 시행하였으며,

final incubation step(72�C 10분간) 1 cycle동안 증폭시

켰다. Maker와 sample을 각각 20μl씩 loading한 후 band

intensity를 비교하였다. 

Ⅲ. 결 과

1. cDNA Microarray assay

Microarray image에서 붉은색으로 나타난 것은 표지된

치주인대세포에서 치수세포보다 많이 발현된 유전자이고,

녹색은 치수세포에서 치주인대 세포보다 많이 발현된 유전

자이며, 또한 노란색은 치수세포와 치주인대세포에서 비슷

하게 발현되는 유전자를 나타내었다(Figure 2).

TwinChip Human-8K를 이용하여 비교한 결과, 8170

개의 유전자 중 대부분(99%)의 transcription level은 치

수세포와 치주인대세포사이에서 2배 이하의 차이를 보였다

(Figure 3). 

또한 전체 유전자 중에서 1%(70 유전자)만이 2배 이상

의 차이를 보였으며, Table 2는 치수세포가 치주인대 세포

보다 2배 이상 발현된 51개의 유전자를 보여주며, Table 3

은 치주인대 세포가 치수세포보다 2배 이상 발현된 19개의

유전자를 나타내었다.

Ratio는 Cy5를 Cy3로 나눈 값을 로그 2를 밑으로 계산

한 값으로 그 값이 -1이하이면 치주인대세포보다 치수세포

에서 2배 많이 발현된 유전자이고(Table 2), 1이상이면 치

수에서보다 치주인대에서 2배 많이 발현된 유전자이다

(Table 3).

Microarray의 수치화된 결과는 실험 간의 variation을

줄이기 위하여 표준화하였으며 표준화 수행 결과를 MA

scatter plot(Figure 3)으로 나타낼 수 있다. 이는 signal

intensity와 log ratio를 나타내며 가로축(A값)은 spot이

갖는 신호의 intensity의 정도를 나타내고, 세로축(M값)은

발현된 유전자 차이로 +값은 치주인대세포에서 많이 발현

된 유전자이며 -값은 치수세포에서 많이 발현된 유전자를

나타내었다. 

일반적으로 A 값이 큰 경우에 그 data는 더 정확한 값으

로 생각할 수 있다. 이번 실험의 결과 A값이 큰 부위에서 두

가지 종류의 세포에서 유전자 발현의 차이를 나타내었다. 

Figure 2. Microarray Scanning Image

Figure 3. M-A plot

The log ratios(M=log2R/G) are plotted on the y-axis

against the log of the geometric mean of the signal

intensities (A=log2R×G/2). M, expression ratio; A, signal

intensity; R, Red for Cy5; G, Green for Cy3.
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Table 2. The genes expressed more than two fold from the cells cultured with PC than PDLC

Ratio = log2 Cy5/Cy3 (Cy5: PDLC, Cy3: PC)

Name ratio Title Biological_Process

PVRL3 -1.84 Poliovirus receptor-related 3 --

NPC1 -1.58 Niemann-Pick disease, type C1 cholesterol transport;intracellular protein transport

NEDD4 -1.51
Neural precursor cell expressed, 

ubiquitin cycle
developmentally down-regulated 4

ZNF167 -1.1 Zinc finger protein 167 regulation of transcription, DNA-dependent

ZNF184 -1.33 Zinc finger protein 184 (Kruppel-like) --

SCG2 -1.22 Secretogranin II (chromogranin C) protein secretion

ZNF443 -1.39 Zinc finger protein 443
induction of apoptosis;regulation of transcription, 

DNA-dependent;response to stress

MEIS4 -1.02
Meis1, myeloid ecotropic viral integration 

--
site 1 homolog 4 (mouse)

DOC1 -2.14 Downregulated in ovarian cancer 1 biological_process unknown

-- -1.15 -- --

Integrin, alpha 2 (CD49B, blood coagulation;cell-matrix 

ITGA2 -1.42 alpha 2 subunit of VLA-2 receptor) adhesion;integrin-mediated 

signaling pathway;organogenesis

DCBLD2 -1.46
Discoidin, CUB and LCCL domain 

cell adhesion
containing 2

MMP11 -1.1
Matrix metalloproteinase 11 

collagen catabolism;morphogenesis
(stromelysin 3)

Similar to Zinc finger protein 20 

-- -1.35 (Zinc finger protein KOX13) --

(DKFZp572P0920)

NMT2 -1.43 N-myristoyltransferase 2 N-terminal protein myristoylation;protein-lipoylation

PITRM1 -1.17 Pitrilysin metalloproteinase 1 --

PDE1C -1.02
Phosphodiesterase 1C, 

signal transduction
calmodulin-dependent 70kDa

ZNF272 -1.12 Zinc finger protein 272 regulation of transcription, DNA-dependent

ALDH1A3 -1.22
Aldehyde dehydrogenase 1 family, 

alcohol metabolism;lipid metabolism;metabolism
member A3

ZNF184 -1.17 Zinc finger protein 184 (Kruppel-like) --

ZNF230 -1.38 Zinc finger protein 230 regulation of transcription, DNA-dependent

LRRN3 -1.42 Leucine rich repeat neuronal 3 --

PRG1 -1.07 Proteoglycan 1, secretory granule --

ZNF307 -1.02 Zinc finger protein 307 regulation of transcription, DNA-dependent

DOC1 -1.78 Downregulated in ovarian cancer 1 biological_process unknown

PLOD2 -1.09
Procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 

protein metabolism;protein modification
5-dioxygenase (lysine hydroxylase) 2

ZNF197 -1.1 Zinc finger protein 197 regulation of transcription, DNA-dependent

IL6ST -1.32
Interleukin 6 signal transducer cell surface receptor linked signal transduction;

(gp130, oncostatin M receptor) immune response

ZNF175 -1.16 Zinc finger protein 175 regulation of transcription, DNA-dependent
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NEFH -1.37 Neurofilament, heavy polypeptide 200kDa neurogenesis;nucleosome assembly

MBL1P1 -1.3
Mannose-binding lectin (protein A) 1, 

--
pseudogene 1

ZNF195 -1.37 Zinc finger protein 195 regulation of transcription, DNA-dependent

SCN9A -1.36
Sodium channel, voltage-gated, 

cation transport;sodium ion transport
type IX, alpha

ZNF84 -1.01 Zinc finger protein 84 (HPF2) regulation of transcription, DNA-dependent

C6 -1.09 Complement component 6
complement activation, classical pathway;

cytolysis;response to pathogenic bacteria

cell adhesion;chemotaxis;glia cell migration;

SLIT2 -1.04 Slit homolog 2 (Drosophila) induction of negative chemotaxis;induction of 

negative chemotaxis

ZNF165 -1.02 Zinc finger protein 165 regulation of transcription, DNA-dependent

ITGA4 -2.06 Integrin, alpha 4 (antigen CD49D, cell-matrix adhesion;integrin-mediated signaling

alpha 4 subunit of VLA-4 receptor) pathway

MYLK -1.24 Myosin, light polypeptide kinase protein amino acid phosphorylation; protein amino

acid phosphorylation

TGFBI -1.16 Transforming growth factor, cell adhesion;cell proliferation;

beta-induced, 68kDa negative regulation of cell adhesion;visual perception

MT1F -1.29 Metallothionein 1F (functional) biological_process unknown

PLA2G1B -1.3 Phospholipase A2, group IB (pancreas)
actin filament organization;lipid catabolism;

signal transduction

DUSP6 -1.01 Dual specificity phosphatase 6
inactivation of MAPK;protein amino acid 

dephosphorylation; regulation of cell cycle

MT1X -1.01 Metallothionein 1X response to metal ion

cell adhesion;cell 

CYR61 -1.14 Cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 proliferation;chemotaxis;morphogenesis;

regulation of cell growth

-- -1.05 -- --

Serine (or cysteine) proteinase inhibitor, 

SERPINE1 -1.08 clade E (nexin, plasminogen activator blood coagulation

inhibitor type 1), member 1

BRAP -1.07 BRCA1 associated protein --

NT5E -1.09 5'-nucleotidase, ecto (CD73) DNA metabolism;nucleotide catabolism

DNA metabolism;cell adhesion;cell growth and/or 

CTGF -1.18 Connective tissue growth factor maintenance;cell motility;epidermis

development;regulation of cell growth

MRE11A -1.04 MRE11 meiotic recombination 11 
double-strand break repair via nonhomologous 

homolog A (S. cerevisiae)
end-joining;meiosis;meiotic recombination;regulation

of mitotic recombination;telomerase-dependent telo
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Table 3. The genes expressed more than two fold from the cells cultured with PDLC than PC

Ratio = log2 Cy5/Cy3 (Cy5: PDLC, Cy3: PC)

name ratio Title Biological_Process

LEPR 1.43 Leptin receptor --

-- 1.36 -- --

-- 1.21 Transcribed locus --

LUM 2.24 Lumican collagen fibril organization

-- 1.21 -- --

Chemokine (C-X-C motif) ligand 12 
G-protein coupled receptor protein signaling pathway,

CXCL12 2.01
(stromal cell-derived factor 1)

calcium ion homeostasis, cell adhesion,cell-cell 

signaling

WNT1 inducible signaling pathway 
Wnt receptor signaling pathway;cell adhesion; 

WISP1 1.87
protein 1

cell growth and/or maintenance; cell-cell 

signaling;regulation of cell growth; signal transd

NET1 1.21 Neuroepithelial cell transforming gene 1 --

actin cytoskeleton organization and biogenesis;

MTSS1 1.08 Metastasis suppressor 1 cell adhesion;cell motility;microspike biogenesis;

muscle development

-- 1.01 -- --

ENPP1 1.15
Ectonucleotide pyrophosphatase energy pathways; nucleotide metabolism;

/phosphodiesterase 1 phosphate metabolism; response to nutrients

CPE 1.31 Carboxypeptidase E
metabolism;neuropeptide signaling pathway;

protein modification; proteolysis and peptidolysis

MMP10 1.14
Matrix metalloproteinase 10

collagen catabolism
(stromelysin 2)

Aldo-keto reductase family 1, member C1 

AKR1C1 1.27 (dihydrodiol dehydrogenase 1; 20-alpha xenobiotic metabolism

(3-alpha)-hydroxysteroid dehydrogenase)

Ras protein signal transduction;

RREB1 1.07 Ras responsive element binding protein 1 development;regulation of transcription, 

DNA-dependent;transcription from Pol II promoter

MMP1 2.09
Matrix metalloproteinase 1 

collagen catabolism
(interstitial collagenase)

ATP-binding cassette, sub-family G  

ABCG2 1.62 (WHITE), response to drug; transport

member 2

PRKACA 1.81
Protein kinase, cAMP-dependent, 

protein amino acid phosphorylation
catalytic, alpha

IGFBP5 1.04 Insulin-like growth factor binding protein 5 cell growth and/or maintenance;

regulation of cell growth; signal transduction
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2. RT-PCR analysis

Microarray analysis의 결과를 확증하기 위해 치수세포

와 치주인대 세포에서 2배 이상 발현의 차이를 보이는 유전

자중 Integrin alpha (ITGA) 4, Transforming growth

factor (TGF)-beta에 대한 mRNA level을 RT-PCR을 통

하여 분석한 결과 치주 인대 세포에서 보다 치수 세포에서

높게 나타났으나, Neurofilament heavy polypeptide

(NEFH)는 치수세포와 치주인대 세포에서 유사한 양상을

나타내었다(Figure 4). 또한 치주인대 세포에서 치수세포

보다 2배 이상 나타나는 대표적인 3개의 유전자 Matrix

metalloproteinase(MMP)-1, WNT1 inducible signal-

ing pathway protein (WISP)-1, Lumican (LUM)에 대

한 mRNA level을 RT-PCR을 통해 분석한 결과 치수 세포

에서보다 치주 인대 세포에서 높게 나타나 microarray

assay와 동일한 결과를 나타냈다(Figure 5). 

Ⅳ. 총괄 및 고안

치수조직과 치주인대의 구성성분과 결체조직의 구조는 서

로 뚜렷한 차이를 보이나 치근첨의 법랑-백악질 경계부위

(cemento-enamel junction)에서 서로 연결되어 있는 결

합조직이다. 치수조직과 치주인대 조직의 기질 성분은 서로

인접한 구조의 세포 활성에도 영향을 미치는 것으로 밝혀졌

지만 치수세포와 치주인대 세포 사이의 독특한 상호작용의

분자적 특성과 그것들의 유전자 발현에 대한 정보는 거의

없다. 치수세포와 치주인대 세포의 유전자 발현의 차이를

밝히기 위하여 microarray assay를 이용한 연구는 매우

흥미로운 접근방법이라고 생각된다. 

Cy3로 표지한 치수세포로부터 cDNA를 제작하였고,

Cy5로 표지한 치주인대 세포로부터 제작된 cDNA Probe

를 8170개 유전자의 microarray로 hybridization시켰다.

치수세포와 치주인대 세포로부터 분리된 mRNA를 이용한

microarray 방법으로 분석한 결과 두 조직 간에 유전자 발

현에서 상당한 차이를 보였다. 

본 연구에서는 치수세포와 치주인대 세포의 유전자 발현

유형사이의 차이를 분석하기 위해 유전자 microarray 방법

을 이용하였다. 치아의 치수 및 치주인대 조직으로부터 일

차 배양한(primary cell culture) 치수세포 및 치주인대세

포에서 발현되는 유전자의 차이를 알아보고자 Twinchip

human-8K를 이용하여 cDNA microarray를 시행하였다.

이 방법을 시행하면 두 세포사이의 여러 가지 다른 유전자

의 발현정도의 차이를 비교분석할 수 있다. 

Satchell 등17)은 apoptosis에 대한 보고에서 치수의

apoptosis는 상아모세포층 하방에서 주로 발견되고 치아에

손상 시 상아모세포 수가 현저히 감소하면서 reparative

dentin(3차 상아질)을 형성하는데 관여하며, 치주인대의

항상성을 유지하는데 필수적이라고 보고하였다. 

치수세포와 치주인대 세포로부터 만든 cell line을 이용한

실험20)에서 치수세포는 dentin sialophosphoprotein

(DSPP)이 발현되는 반면, 치주인대 세포는 alkaline

phosphatase, osteopontin, 그리고 osteocalin은 나타나

는 반면, DSPP는 발현되지 않았다고 보고하였다.

Silva 등21)은 상아질의 광화된 기질내에는 수많은

polypeptides와 signaling molecules가 함유되어 있으며,

치수와 치주인대의 손상 시 분비되어 주위의 세포(치주세

Figure 4. Confirmation of differentially expressed genes

observed in microarray results. Three genes (ITGA,

NEFH, TGF β2) selected from the genes express more

than two fold in pulp cells than periodontal ligament cells

were analysed by RT-PCR.

Figure 5. Confirmation of differentially expressed genes

observed in microarray results. Three genes (MMP1,

WISP, LUM) selected from the genes express more than

two fold in periodontal ligament cells than pulp cells were

analysed by RT-PCR.



포, 조골세포, 파골세포, 그리고 염증세포 등)에 작용하여

치아의 병적인 과정에 영향을 준다고 검토하여, TGF-β,

BMPs, EGF, IGF, PDGF, FGF, MMP 등이 치주조직과

골조직의 형성 및 흡수에 영향을 준다고 하였다. 

Microarray assay결과 치주인대세포에서 보다 치수세포

에서 2배 이상 발현한 유전자 수는 총 51개였으며, 그중

Integrin alpha (ITGA) 2와 4, glycoprotein,

Neurofilament heavy polypeptide (NEFH),

Connective tissue growth factor, Transforming

growth factor (TGF)-beta 등이 특징적으로 나타났다. 또

한 치배 형성에 관여하며, 치주조직의 개조에 역할을 하는

Connective tissue growth factor가 치주인대세포의 증식

과 분화에는 영향을 준다는 것은 보고된 바가 있었으나22),

치주인대세포에서보다 치수세포에 영향을 준다는 것은 새

로이 밝혀진 결과이다.  

Integrin은 glycoprotein family로서 세포 표면 부착 수

용기에 비공유결합하며, 사람 치수세포가 Integrin alpha

1, alpha 3, alpha 5, alpha 6, alpha v, 그리고 beta 1을

분비하여 생물학적 활성 분자인 laminin과 fibronectin에

부착시킨다고 밝혀진바 있다23). 

Neurofilament heavy polypeptide는 신경세포에 특이

적인 filament에 나타나며 신경세포의 cytoskeletal plas-

ticity를 조절한다. 치수의 치근단 부위와 중간부위에서는

혈관을 함께 동반한 두꺼운 neurofilament nerve bundle

이 우세하며, 치관측 부위, 특히 치수각 부위에서는 치수-상

아질 복합체 부위에 calcitonin gene- related

peptide(CGRP)와 substance P에 반응하는 신경섬유들이

분포하고 있다24). 

TGF-beta는 유전자 전사과정을 조절하는 기능을 가지고

있어서 세포의 성장에 관여하며25) 세포의 성장과 분화를 조

절하는 강력한 인자로 알려져 왔다26). 특히 TGF-beta는 뼈

형성과 치아 형성 시에 작용하는 세포의 분화에 관여하며

TGF-beta와 TGF-beta receptor가 결합하면 핵에서의 전

사 과정을 기시하여 세포의 증식을 조절하는 기능을 갖게

된다27-30). Toyono 등31)은 쥐와 소의 embryonic pulp와

adult pulp에서 TGF-beta receptor type I과 II,

activins, 그리고 BMP (bone morphogenic protein)가

발현됨을 밝혀 치아의 성장과 치수조직의 회복 시 다양한

역할을 함을 밝힌 바 있으며, 또한 사람치아의 치수를 면역

염색 시 상아모세포층에서 TGF-beta receptor I과 II가 강

하게 발현되었음을 관찰하였다32). 본 연구에서는 세포의 성

장을 증진시키며 경조직 형성을 촉진시키는 것으로 알려진

TGF-beta II의 발현이 치수세포에서 치주인대세포보다 강

하게 나타났다.

Microarray assay의 결과를 토대로 치수세포에서 치주

인대세포보다 2배 이상 발현한 유전자 중 Integrin alpha

4, Neurofilament heavy polypeptide, Transforming

growth factor-beta를 선택하여 RT-PCR한 결과에서는

NEFH는 치수세포와 치주인대세포에서 차이를 보이지 않

았다.

Microarray assay결과 치수세포에서 보다 치주인대세포

에서 2배 이상 발현한 유전자 수는 총 19개였으며, 그중 치

주인대의 항상성에 기여하는 것으로 생각되는 교원질 합성

에 역할을 하는 Matrix metalloproteinase (MMP)-1,-

10, Lumican (LUM) 등은 치수 세포에서보다 치주 인대

세포에서 뚜렷하게 나타났으며, 이는 MMP-1과 Lumican

을 선택하여 시행한 RT-PCR에서도 동일한 결과로 나타났

다. 

치수조직 및 상아모세포에서 MMP의 분포 및

chemokine과의 상호작용에 관한 보고가 있었으며33-35), 치

수세포보다 치주인대 세포에서의 MMP-1의 발현이 현저한

것은 이전의 연구에서 발표되지 않은 결과이다. 

Small interstitial leucine-rich keratan sulphate pro-

teoglycan인 lumican은 발치된 사람치아의 세포성 백악질

의 백악아세포를 둘러싸고 있는 lacuna부위와 치주인대 섬

유36) 및 상아질-치수 복합체의 상아세관 및 전상아질에서도

관찰되었다37).   

Microarray assay 결과 중 치주인대세포에서 치수세포

에서보다 2배 이상 발현한 유전자인 WNT1 inducible sig-

naling pathway protein (WISP)-1을 RT-PCR한 결과도

동일하게 나타났다. 쥐의 cornea stromal cell을 primary

culture한 세포의 유전자 발현을 관찰한 연구에서 myofi-

broblast는 WNT1 inducible signaling pathway protein

(WISP)-1을 발현시킨바 있다38). 

본 연구에서는 사람치아의 치수 및 치주인대 조직으로부

터 배양한 치수세포와 치주인대 세포에서 발현되는 유전자

중 각각에 대해서 2배 이상의 증가를 발현시킨 유전자를 관

찰한 결과 치수세포에서 2배 이상 증가된 발현을 나타내는

유전자가 치주인대세포에서 2배 이상 증가된 발현을 나타

내는 유전자 수보다 훨씬 많이 나타났으며 그중 상아모세포

에서 많이 발현된다고 밝혀진 유전자들 몇 개가 특징적으로

관찰되었다. 반면 치주인대세포에서 치수세포보다 2배 이

상 많이 발현되는 유전자수는 상대적으로 적은 수였으며,

그중 치주조직의 항상성을 유지하는 교원질 합성과 분해에

관여하는 특징적인 유전자 몇 개를 관찰할 수 있었다. 

비록 Microarray assay method가 치수세포와 치주인대

세포에서 나타나는 유전자의 발현의 차이를 관찰할 수는 있

지만, 현재는 치수와 치주인대 연구 부분에서 가치가 제한

적이다. 그러나 단편적으로 두 가지 다른 종류의 세포에서

어떤 유전자가 어떤 세포에서 정확히 어떤 역할을 하는지에

대해서는 정확히 결론 내리기는 어려우며, 그것들에 대한

더욱 과학적인 검증과 연구가 행해져야 한다. 본 연구 결과
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는 향후 치수 및 치주 인대의 구성 성분 및 기능과 관련된

유전자 발현과의 복잡한 관계를 이해하는데 기초가 될 것으

로 생각된다.

Ⅴ. 결 론

본 연구는 사람 치수세포 및 치주인대세포의 차이를 알아

보고자 배양한 치수세포 및 치주인대 세포를 cDNA

microarray assay를 통하여 유전자의 발현정도의 차이를

비교하였으며, 그 결과를 바탕으로 각각의 세포에서 2배 이

상의 유전자 발현의 차이를 보이는 유전자중 특징적인 3가

지 유전자를 선택하여 RT-PCR로 검증한 결과 다음과 같은

결론을 얻었다; 

1. Microarray assay 결과, 치주인대 세포에 비해 치수

세포에서 2배 이상 발현한 유전자 수는 총 51개가 나

타났다.

2. RT-PCR의 결과, 치주인대세포에 비해 치수 세포에서

Integrin alpha 4, Transforming growth factor-

beta 등이 높게 나타났다.

3. Microarray assay 결과, 치수 세포에서 비해 치주인

대 세포에서 2배 이상 발현한 유전자 수는 총 19개가

나타났다.

4. RT-PCR의 결과, 치수 세포에 비해 치주인대세포에서

Lumican, WNT1 inducible signaling pathway

protein 1, Matrix metalloproteinase 1 등이 높게

나타났다.

본 연구 결과로 치수세포에는 상아질 형성에 관여하는 특

징적인 유전자가 치주인대세포에 비해 높게 발현되었으며,

치주인대세포에는 교원질 합성에 관여하는 특징적인 유전

자가 치수세포에 비해 높게 발현되어, 치수세포와 치주인대

세포는 유전자 발현의 차이가 나타남을 알 수 있었다. 
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본 연구는 사람 치수세포 및 치주인대세포의 차이를 알아보고자 배양한 각각의 세포를 cDNA microarray assay를

통하여 유전자의 발현정도의 차이를 비교하였다. 그 결과를 바탕으로 각각의 세포에서 2배 이상의 유전자 발현의 차이

를 보이는 유전자중 특징적인 3가지 유전자를 선택하여 RT-PCR로 검증한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다; 

1. Microarray assay 결과, 치주인대 세포에 비해 치수 세포에서 2배 이상 발현한 유전자 수는 총 51개가 나타났다.

2. RT-PCR의 결과, 치주인대세포에 비해 치수 세포에서 ITGA4, TGF-β2  등이 높게 나타났다.

3. Microarray assay 결과, 치수 세포에서 비해 치주인대 세포에서 2배 이상 발현한 유전자 수는 총 19개가 나타났

다.

4. RT-PCR의 결과, 치수 세포에 비해 치주인대세포에서 LUM, WISP1, MMP1 등이 높게 나타났다.

본 연구 결과로 치수세포에는 상아질 형성에 관여하는 특징적인 유전자가 치주인대세포에 비해 높게 발현되었으며,

치주인대세포에는 교원질 합성에 관여하는 특징적인 유전자가 치수세포에 비해 높게 발현되어, 치수세포와 치주인대 세

포는 유전자 발현의 차이가 나타남을 알 수 있었다. 

주요단어 : cDNA microarray assay, 치수세포, 치주인대세포, RT-PCR, 상아질형성, 교원질 합성


