
I. 서론

치주염과 같은 치주질환에서는 다형핵백혈
구, 대식세포, 임파구 등의 여러 면역세포들이
급만성 염증과정에서 각기 독립적이거나 상
호복잡한 관계로 숙주 반응을 매개하므로 치
주질환의 활성기 동안 정상적인 숙주 방어기
전을 이해하는 것이 필요하다. 
열충격단백(Heat shock Protein: HSP) 또는

스트레스 단백은 세포가 여러 다양한 자극에
노출될 때 생성되어지는 일종의 단백질이다1-

6). 1962년 Ritossa7)가 Droshophila에 고온을 처
리했을 때 염색체 puffing이 일어나는 것을
관찰한 이후 Tissieres등8)은 고온에 의해 유도
된 염색체의 Puffing은 열충격단백이라는 특
수한 단백질의 합성과 관계 있다는 것을 밝
혀냈다.
열충격단백은 온도가 갑자기 상승했을 때

세포에서 합성되어지는 단백질로 생각되었으
나 그후 고온 이외에도 비소와 같은 에너지
대사의 억제제, oxygen-free radicals, 자외선
조사, 알콜, adriamycin과 같은 화학요법에 사
용하는 약제들, 바이러스 감염, interleukin-2등
이 열충격단백을 합성할 수 있는 자극으로
밝혀짐에 따라 스트레스 단백이란 용어가 도

입되었다9).
세포내 열충격단백질의 생물학적인 역할은

아직 명확하지 않은데 이들의 기능 중의 하
나로 스트레스에 의해 손상된 단백질을 안정
화시키는 작용을 한다고 제시되고 있다10-15).
또한 열충격단백질은 면역반응과도 밀접한
관계를 가지고 있는 것으로 보고되었는데,
interleukin-2나 interferon과 같은 사이토카인
이 열충격단백을 유도하거나 조절할 수 있으
며16-17), 일부 병원균의 숙주 침입시 발생하는
열충격단백을 항원으로 인지하는 많은 항체
와 T림프구를 유도해 내기도 한다는 연구18)

가 이를 뒷받침 하고 있다. 또한 자가면역질
환과의 관련 가능성 또한 높아 전신성 홍반
성 낭창의 경우 열충격단백에 대한 자가항체
가 검출되기도 한다19-20).
열충격 단백의 염증반응과 관계에서 염증에

의한 고온 또는 열 자체가 면역반응을 조절
하여 높은 온도에 이른 상태의 동물이나 생
체에서 열충격단백이 합성된다고 하였다21).
Polla9)에 의하면 발열은 염증의 주요한 증상
으로 류마치스 관절염이 있는 관절부위에서
열충격단백 합성이 유도된다고 하였다. 또한
열충격단백의 합성은 염증반응시 조직손상에
관여하는 oxygen free radical에 의하여 유도
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되는데, 세포가 oxygen free radical과 같은 환
경적 스트레스 뿐 아니라 상승온도에 노출되
었을 때 살아남기 위하여 열충격단백이 필수
적이라고 보고되고 있다9).
열충격에 의해 유도되는 포유동물의 단백질

은 대략적인 분자량에 따라 ubiquitin, 열충격
단백 60족, 열충격단백 70족 및 열충격단백
90족 등으로 분류되고 있다. 관절염환자의 연
골세포에서 열충격단백 70이 발현되었으며22)

열충격단백 중 가장 많이 연구되고 있다21).
열충격단백 70족은 세포내에서 단백질의
folding과 assembly를 매개하며 단백질의 변성
을 방지시키거나 변성된 단백질을 재생하는
데 관여한다고 보고되고 있다23).
열충격단백 47은 47 kDa의 인산화된

collagen-binding membrane glycoprotein 으로
서24) 치과영역에서는 장골 및 구치에 열충격
단백 47이 발현된다는 보고가 있었다25). 
교원질이 치근막에서 중요한 단백이고 열충

격단백 47이 교원질 결합 단백이므로 만성 치
주염의 회복 또는 재생에 관여할 수 있는 것
으로 보고있기 때문에 스테레스 단백의 방어
기작으로 세포손상을 조절하는 분야가 관심
의 대상이 되고 있다. 구치부 맹출시
procollagen I 생성에 열충격단백 47이 관여한
다는 Shroff25)의 연구와, 실험관내에서 고온이
나 비소투여시 열충격단백이 치주인대세포에
서 생성된다는 Suak26-27)연구가 있었을 뿐 생
체 및 cytokine에 의해 치주인대세포에서 열
충격단백의 역할은 연구된 바가 거의 없었다.
치주인대에는 섬유모세포, 조골세포, 파골세

포, 조백악세포 및 그 전구세포들이 다양한
분화정도로 혼합되어 있고28), 치근막에서 유
래한 섬유모세포는 외과적 혹은 병리적 손상
후, 재생이나 수복하기 위해 특정 단백성분을
합성하고 증식하는 것으로 보고되고 열충격
단백은 생체내 열 발생시 합성되는 것으로
보아 염증반응과 관련이 있는 것으로 연구되
고 있으나29) 치주조직 내에서 열충격단백 발

현양상에 관한 연구는 아직까지 미비한 실정
이다. 
따라서 본 연구에서는 임상적으로 건강한

치은조직과 염증성 치은조직을 외과적으로
절제하여 열충격단백 47, 열충격단백 70의 발
현분포 및 정도에 대해 면역조직화학적으로
알아보며 in vitro에서는 치주인대세포를 배양
하여 여러가지 cytokine을 투여시 Western
blot으로 열충격단백이 발현되는 차이를 분석
하여 치주질환에서의 생물학적 관계를 규명
하고자 하였다. 

II. 연구 방법

1. 치주조직에서 열충격단백 발현조사

(1) 연구대상
원광대학교 치과병원 치주과에 내원한 환자

를 대상으로 건강치은군과 염증성 치은군으
로 분류하였으며 건강조직은 다음의 임상적
기준을 만족하는 10명의 검체 부위에서 임상
치관 확장술을 통해 치은을 절제하였다.

1. 감지할 수 있는 세균성 치태축적이 없
는 경우.

2. 3mm 이하의 치주낭 탐침깊이.
3. 탐침시 출혈 또는 화농의 소견이 보이

지 않는 경우.

또한 30명의 성인형 치주염 환자의 생검 조
직은 임상적으로 심한 염증의 소견을 보였고,
방사선 사진상 명백한 골소실의 증거와 4mm
이상의 부착 소실을 보이는 부위의 조직을
modified Widman flap operation 도중에 절제
하였으며 최근 6개월 이내에 치주치료를 받
은 경험이 없는 환자를 대상으로 하였다. 염
증성 치은군의 연령은 39세-62세(평균 48.5
세)로 남성이 20명, 여성이 10명 이었으며 건
강한 치은군의 연령은 21세-33세(평균 25.8
세)로 남성이 7명, 여성이 3명 이었다. 
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(2) 조직절편제작
염증성 및 건강 치은은 치간유두와 치주낭

직하부를 포함하여 최소 0.2×0.2cm이상의 크
기로 치근면에 수직으로 절제한 다음, 절제된
치은조직을 10% paraformaldehyde를 함유하
고 있는 phosphate buffered saline(PBS)의 고
정액에 담그어 24시간 실온에서 유지하였다.
고정 후 치은표본들을 ethanol과 xylene의
graded solution에서 탈수시키고 통법에 따라
paraffin wax에 포매시켰다. Paraffin wax에
포매된 조직은 4-5μm두께의 절편으로 잘라
Probeon plus slide위에 4℃에서 보관하였다.

(3) 면역조직화학염색
염색은 슬라이드를 맞대어서 생기는

capillary gap action의 원리를 이용한
microprobe system(Fisher Scientic)을 이용하
여 실시하였다. 염색 순서는 Paraffin으로 포
매된 절편들을 xylene으로 탈파라핀화 시켰으
며 증류수로 재수화하였고 내인성 peroxidase
에 의한 반응을 피하기 위해 절편들을 실온
에서 15분 동안 3% H2O2 수용액으로 반응시
킨 후 tris-buffered saline(TBS)로 5분동안 세
척하였다. 
blocking serum으로 정상 토끼 혈청을 10분

간 적용시켰다. HSP 47(StressGen, USA)은
1/150, HSP 70(Santa Cruz, USA)은 1/60로
희석해 일차항체를 30분간 반응시킨 다음
TBS로 5분 동안 3회 세척한 후에 link
antibody(anti-mouse IgG, Dako, USA)를 10분
간 반응시켰다. 그 후 streptavidine alkaline
phosphatase로 10분간 반응시킨 후 aminoethyl
carbazole(AEC)로 발색시키고 Harrison
hematoxylin으로 대조 염색하여 glycerin으로
도포 후 검경하였다. 

(4) 조직학적 관찰 및 계측
염색된 조직표본에서 각각의 항체에 대한

양성반응을 상대적인 발현 정도에 따라 양성

세포들이 전체세포중 60%이상, 30-60%, 5-
30%, 그리고 5%미만이 양성으로 염색되었을
때 각각 심도(＋＋＋), 중등도(＋＋), 경도
(＋), 경미(±), 음성(-)으로 구분 하였으며,
상피에서는 기저층, 상기저층, 유극층, 천층의
4층으로 분류하였고 혈관 내피층과 결체조직
의 단핵세포를 대상으로 판정하였다. 

2. 치주인대세포에서 cytokine에 의한 열
충격단백의 발현조사

(1) 치주인대세포의 배양
치주인대세포의 배양을 위해 본 연구에서의

결체조직은 교정 목적으로 발치를 시행한 소
구치나 제3대구치의 건강한 치주인대를 절제
하여 얻었다. 발치에 앞서 치은의 건강 상태
는 임상 및 방사선적으로 평가되었는데, 임상
적으로 치태지수, 치은지수 및 부착상실을 평
가하여 치태 및 치은 지수가 1 이하이고 부착
상실이 3mm 이하인 경우를 선택하였다. 한편
방사선 사진상으로 치조골의 소실이나 치근
단병소가 없는 치아이며 치아우식 또한 없는
경우를 선택하였다. 발치한 치아로부터 절제
한 치은조직과 치근의 중간 1/3부위에서 절제
한 치주인대 조직을 40% 우태아혈청 (fetal
bovine serum, Gibco, USA)과 20% 항생제
(penicillin G, streptomycin, amphotericin B 포
함, Gibco, USA)를 가한 D-MEM(Minimal
Essential Medium, Gibco, USA)로 3회 세척하
였다. 치주인대 조직을 세척한후 60mm 세포
배양용 배양접시(Nunc, USA)로 옮겨 약
1mm2로 세절하였다. 세절한 조직은 20 분간
37도 5% CO2, 습도 100% 배양기(Bantex
1820IR, Shel-lab, USA)에서 배양접시에 고르
게 부착이 되도록 배양시킨 후, 각 배양접시
당 2ml의 10% 우태아혈청과 1% 항생제를 첨
가한 D-MEM을 가하고 단일 세포층이 형성
될 때까지 3일 간격으로 배양액을 교환하였
다.
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3일간 배양 후 배양접시 내의 배양액을 제
거하고 HBSS(Hank's balanced salt solution,
Gibco co. USA)로 2회 세척하여 부착되지 않
은 세포를 제거하였다. 부착된 세포의 분리를
위 해 HBSS를 제 거 한 후 0.25 %
trypsin/EDTA(10x, Gibco co., USA)를 배양
접시당 2ml씩 넣고, 3분간 bench 상에 방치한
후 피펫을 이용하여 배양접시에 부착된 부착
세포를 분리시키고 5ml 원심분리용 시험관으
로 옮겨서 1200rpm으로 10분간 원침하였다.
원침 후 상청액을 제거하고 HBSS를 가하여
세척한 후 Vortex mixer로 혼합하고 세포부유
액을 만들어 60mm 배양접시에 분주하였다. 
배양액은 세포의 충분한 증식이 명확히 나

타날 때까지 2일 혹은 3일 간격으로 교환하였
다. 모든 세포들은 섬유모세포의 형태 및 증
식율을 보였고, 본 실험에서는 5회 내지 8회
계대배양한 치주인대세포를 이용하였다.

(2) Cytokine 투여
5-8회 계대 배양된 치주인대세포를 60mm

dish에 분주하기 전 trypan-blue로 염색한 후
hemocytometer에 옮겨 도립현미경 상에서 세
포수를 세어서 dish당 200,000개의 세포수로
부착이 되도록 분주하고 배양을 실시하였다.
cytokine에 의해 열충격단백이 유도되는지

를 확인하기 위해 2일간 배양한 후 치주인대
세포에 recombinant-interleukin gamma(100U/
ml, Sigma Co), TNF-alpha(1ng/ml,
Genzyme, USA), LPS(1㎍/ml, Sigma, USA)
단독 및 이들의 혼합투여를 하고 1일간 배양
하였다. 

(3) western blotting
각각의 cytokine을 투여한 실험군 및 대조

군에서 TRI reagnet(Montgomery, USA)로 단
백질을 추출한 후 Lowey 방법으로 단백질을
정량분석한 후 SDS-PAGE와 Western
blotting에 사용하였다.

protein standard marker(Biorad, USA)와 단백
질에 동량의 loading buffer를 첨가하고, 95°C에
서 denaturation시켜서 8% SDS-PAGE를 사
용하여 전기영동한 후 coomassie brillant blue
염색을 시행하였다. 전기영동한 gel을
nitrocellulose membrane(Millipore, USA)에 이
전시켜서, 3% skim milk에 한 시간 동안
blocking 한 후 HSP 47(StressGen, USA)과
HSP 70(Santa Cruz, USA)을 각각 1:200으로
희석한 후 90분간 반응시켰다. 그후 이차항체
(alkaline-phosphatase conjugated anti-rabitt Ig
G, Sigma Co)를 1시간 반응시켜 ECL
(Amersham, USA) chemiluminence detection
kit를 이용하여 탐지하였다. 

III. 연구성적

1. 염증성 치은과 건강치은에서 열충격
단백 47과 열충격단백 70의 발현

(1)열충격단백 47의 발현
1) 치은상피
건강한 치은에서의 열충격단백 47은 기저층

에서 약한 발현을 보이고 그 외의 다른 층에
서는 거의 발현되지 않았다(사진 1). 반면에
염증치은에서는 기저층과 상기저층 그리고
유극층에서 건강치은에 비하여 더 많은 발현
을 보였다(사진 2). 

2) 모세혈관 내피세포
임상적으로 건강 치은의 내피세포에서 열충

격단백 47의 발현은 대체적으로 경미하게 나
타났으며 염증성 치은조직에서는 열충격단백
47의 더 많은 발현이 관찰되었다. 특히 내피
층과 모세혈관의 lumen에서 주로 열충격단백
47의 발현이 관찰 되었다(사진 3, 4).

3) 단핵세포
건강치은의 염증세포에서는 열충격단백 47
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의 발현을 거의 볼 수 없었으나 염증성 치은
조직의 발현률은 사진 5, 6처럼 크게 증가하
였으며 양성반응이 혈관내피층에 인접하여
나타났다.

(2) 열충격단백 70의 발현
1) 치은 상피
열충격단백 70은 건강치은과 염증성 치은

상피 대부분에서 거의 발현되지 않아(사진 7,
8), 염증세포 침윤정도에 따른 상피에서의 열
충격단백 70 발현차이는 없었다.

2) 모세혈관 내피세포
건강치은의 내피세포 및 모세혈관 내강에서

열충격단백 70 발현은 거의 볼 수가 없었고,
심한 성인형 치주염 치은에서는 사진 8에서

처럼 모세혈관이나 혈관내피에서 발현이 거
의 없었으나 중등도나 경도의 염증세포 침윤
의 경우에는 사진 9, 10에서처럼 혈관내피세
포와 혈관 내강에서 강양성의 발현을 보였고
사진 11, 12에서 처럼 주로 출혈소가 있는 부
위에서만 발현을 보여 열충격단백 47과 차이
가 있었다. 

3) 단핵세포
염증성 단핵구 세포들에서 열충격단백 70은

건강 및 염증성 치은에서도 발현이 되지 않
았다(사진 8, 10). 

2. 치주인대세포에서 Cytokine처리에 따
른 열충격단백 47과 열충격단
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Epithelium
Endothelium Mononuclear 

BA SU SP SF cell

Healthy
± － － － ＋ ＋gingiva

Inflammed
＋＋ ＋ ＋ ± ＋＋＋ ＋＋gingiva

BA : basal layer, SU : suprabasal layer, SP : spinous layer, SF : superficial layer
－ : negative, ± : rare, ＋ : mild, ＋＋ : moderrate, ＋＋＋ : intense

표 1 Antibody reaction to HSP47 in healthy and inflammed gingiva

Epithelium
Endothelium Mononuclear 

BA SU SP SF cell

Healthy
± ± ± ± ± ±gingiva

Inflammed
± ± ± ± ＋＋ ±gingiva

BA : basal layer, SU : suprabasal layer, SP : spinous layer, SF : superficial layer
－ : negative, ± : rare, ＋ : mild, ＋＋ : moderrate, ＋＋＋ : intense

표 2 Antibody reaction to HSP 70 in healthy and inflammed gingiva



치주인대세포에 TNF-α(1ng/ml), IFN-γ
(200U/ml), LPS(100㎍/ml), cytokine 3가지의
combination을 처리하여 단백질을 분리한 후
Western blot analysis에 따른 열충격단백 47
발현의 경우 cytokine을 처리하지 않은 대조
군은 47kDa 의 단일 band로 관찰되었고(그림
2) cytokine을 처리한 TNF-α(1ng/ml), IFN-γ
(200U/ml)군은 대조군과 큰 차이가 없었으
나, LPS(100㎍/ml)투여군과 3가지 cytokine

복합투여군의 경우 대조군에 비해 열충격단
백 발현증가가 관찰되었다.
열충격단백 70 단백발현은 cytokine을 처리

하지 않은 대조군과 TNF-α(1ng/ml) 군은 단
백질 발현이 거의 없었으나 IFN-γ(200U/ml)
투여군과 LPS(100㎍/ml)투여군에서는 70kDa
의 band가 검출되었으며 3가지 cytokine의 혼
합투여군은 가장 많은 발현을 보여 상승 효
과를 나타내었다.
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그림 1 HSP 47 protein expression in periodontal ligament cells by cytokine treatment
Cells are treated with TNF-a(1ng/ml), IFN-r(200U/ml), LPS(10ng/ml), combination of TNF-a+IFN-r+LPS

그림 2 HSP 70 protein expression in PDL cells by cytokine treatment



IV. 총괄 및 고찰

생명체에는 환경의 갑작스러운 변화에 대응
하는 방어체계들이 있으며, 이와 관련된 열충
격단백은 진화적으로 보존적이어서30), 생명체
의 유지에 중요한 역할을 할 것이라는 것을
암시한다. 열충격반응은 미생물뿐만 아니라
동식물에서도 열에 대한 내성을 갖게하여 고
온에 대해 생존률을 높일 수 있게 해주는데
이 내성의 물리적 기초에 대해서는 아직 명
확히 밝혀져 있지 않으나 고온 스트레스에
의해 세포의 활성이나 구조가 변화되어 고온
에서 방어가 유지되는 동안 RNA splicing의
방해, 단백질 합성 활성의 상실, 열충격단백
70이 핵내외로 이동 등이 관찰되었다9, 31). 
이러한 열충격단백을 유도할 수 있는 많은

조건중에서 한냉충격 역시 Drosophila12),
Escherichia coli13), yeast14), Sarcophaga
Crassipelpis32)에서 스트레스 단백질 또는 한냉
충격단백질의 합성을 유도할 수 있는 것으로
밝혀졌고 최근 인체 세포에서 한냉충격이 열
충격단백을 유도할 수 있는 지에 대한 실험
이 시도되고 있다33). 열충격단백 유전자를 활
성화시키는 유도인자들은 크게 두가지군으로
나뉜다. 
즉 에타놀이나 아미노산 유사체, puroruycin

을 포함하는 첫 번째 군은 새로 생성되는 단
백질의 이상을 유발하고, heat shock, 중금속,
저산소증, ammonium chloride, ionophore,
hyd-rozylamine 등을 포함하는 두 번째 group
은 기존의 단백질에 변성을 초래하는 것으로
알려져있다34)

원핵과 진핵세포는 스트레스 단백을 합성하
고 정상 단백의 Post-translation합성을 방해하
는 열과 다른 환경적 스트레스에 반응한다35-

36). 이런 반응은 외상시 세포내 항상성을 유
지시킬때 반드시 나타나며37), 스트레스 단백
은 열보다는 다른 다양한 요인에 의해 유도
되는데 in vivo ischemia와 염증 등에 의해 나

타난다38).
열자체가 면역반응을 조절하고 스트레스 단

백의 합성이 oxygen free radicals, cytokine 그
리고 immune mediator에 의해 영향 받는데29),
치주질환같은 염증조직에서도 조직을 보호할
가능성이 있다고 보고되고 있다37). 그러나 생
체내 연구 즉 성인형 치주염 및 건강치은에
서 열충격단백 발현에 대한 연구는 극히 미
미하여 특히 in vivo와 in vitro연구를 동시에
행한 연구는 거의 없는 실정으로 본연구에서
는 heat shock반응에 관련된 세포 반응과 열
충격단백 보호체계에 관한 이해를 하여 염증
성 또는 산화적 손상에 대한 새로운 연구에
기초가 될 것으로 사료되어 translation level에
서 열충격단백의 변화를 추적하고자 하였다.
열충격단백 유전자의 기능에 대해서 일반적

으로 받아들여지고 있는 것은‘chaperone'기
능으로써, 자극을 받지 않은 세포에서는 새로
운 단백질이 합성되면서 생긴 미성숙 폴리펩
티드가 제대로 형태를 형성하도록 하거나, 중
합체를 이룰 수 있도록 유지시키거나 다른
구조적인 개조에 필요한 효소반응을 위해 더
이상의 접힘을 막고있다가 ATP를 사용해 분
리되면서 기능성이 있는 정상적인 단백질을
형성하도록 한다. 또한 스트레스상태나 심하
게 손상받은 단백질이 세포내의 단백질 분해
체계의 작용을 받도록 도와서 비정상 단백질
을 없애는데 필요하다는 것이다39).
Polla40)에 의하면 발열은 염증의 주요한 임

상 증상으로 류마티스 관절염이 있는 관절
부위나 염증부위에서 열충격단백 합성이 유
도된다고 하였고 열충격단백의 합성은 또한
병원성 개체에 대하여 최전방 방어의 역할을
하나, 염증 반응시 조직손상에 관여하는
oxygen free radical에 의해서도 유도된다. 열
충격단백의 정확한 기능이 완전히 밝혀진 것
은 아니지만 세포가 oxygen free radical과 같
은 환경적 스트레스뿐만 아니라 상승온도에
노출되었을 때 살아남기 위하여 열충격단백
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이 필수적이라고 보고되고 있다40).
열충격단백은 여러종류가 존재하는데 분자

량에 따라 명명되었고 진핵생물에서의 경우
열충격단백 110, 열충격단백 95, 열충격단백
84, 열충격단백 70, 열충격단백 60 등이 있다.
열충격단백 47은 47kDa의 분자량을 가지며
인 산 화 된 단 백 으 로 collagen-binding
membrane glycoprotein이다. 열충격단백 47의
합성은 Rous sarcoma virus에 의해 형질전환
된 닭배아 섬유아세포에서 감소하고 전사이
후 단백의 인산화 정도는 증가한다고 알려져
있다24). 또한 단백의 농도는 retinoic acid와
dibutylcyclic AMP를 가한후 mouse의
teratocarcinoma세포에서 뚜렷히 증가한다고
보고되었다41).
열충격단백 47은 드문 염기성 등전위점을

가지며24), 세포외 기질에 부착하는 유일한 단
백이라는 점에서 다른 stress protein과는 다른
데, 변성된 type I & II collagen과 원형인 I
& IV collagen에 부착한다고 한다24, 41). 따라
서 치주조직에서 교원질은 중요한 단백질이
고 열충격단백 47은 만성치주질환, 재생, 재건
에 관여할 수 있어 스트레스반응에 대한 세
포학적 사건에 대한 보다 심도있는 연구가
세포손상의 조절을 하는데 큰 도움을 줄것으
로 사료된다. 
인간 치주인대세포에서 Sauk24, 41)등은 43°

C의 열, sodim arsenite 등에 의해서 열충격단
백 47이 발현되며 치주질환같은 염증시 조직
보호 역할을 할 수 있다고 보고하였는데 열
충격단백 47이 사진 1과 사진 2에서처럼 면역
조직화학염색에 따라 주로 건강치은의 상피
기저층에서 나타났다. 그러나 염증성 치은에
서는 건강한 치은과 비교할 때 발현정도나
분포에서 다른 발현양상을 보이는데 중등도
발현을 보이는 기저층은 물론 상기저층과 유
극층에서도 강한 염색 반응이 관찰되었다.
치주조직에서 치은 혈관계(gingival

vasculature)의 역할은 영양, 치은 열구액의

형성, 염증 등의 관점에서 인식되어 왔으며
염증에 관여하는 혈관에 의하여 변화가 일어
난다. 특히 열구상피와 접합상피 하방에서 확
장된 혈관과 염증세포들의 밀접한 관계에 대
한 연구가 보고 되고있다42).
열충격단백 47의 기능중 하나는 세포성 스

트레스의 발현지표로 볼 수 있어 면역염색에
따라 상피층에서 열충격단백 47이 발현한다
는 것은 접합상피를 통하여 치은열구로 백혈
구가 이주함을 의미한다. 다시말하면 열충격
단백 47은 치은의 혈관내피를 통한 백혈구 이
주뿐 아니라 치은열구내에 있는 상피를 통한
이주에도 관여하여 치주질환에 대한 국소적
인 방어벽을 이루고 있으며 이와같은 이유로
건강 치은조직과 비교할 때 염증성 치은조직
에서 염증세포와 열충격단백 47의 활발한 상
호작용에 의해 더욱 강한 반응이 나타난다고
생각된다. 
Cytokine은 면역체계와 관련된 세포들에 의

해 만들어지는 non-immunoglobulin substrate
로서 손상된 조직의 재생을 증진시키는데 영
향을 주는 것으로 알려져 있는데, 특히 치주
질환에 영향을 미치는 cytokine으로 IL-1과
IL-6, TNF등이 많이 알려져 있다43-44). 이러한
Cytokine은 macrophage와 T-cell에 의해 주로
만들어지며, 이외에도 섬유아세포, 상피세포,
각화세포 등이 IL-1과 IL-6를 생산하고, NK
세포가 TNF-α를 분비한다. IL-1과 TNF-α는
파골세포를 활성화시켜 골흡수를 일으키고
신생골의 생성을 억제한다45-47). 
LPS가 면역세포나 염증세포를 자극하여 만

들어진 cytokine은 LPS가 섬유아세포를 자극
할 때 IL-1을 생성할 수 있는 기폭제 역할을
한다. 이렇게 만들어진 IL-1은 다시 섬유아세
포를 자극함으로서 교원질, 다른 기질,
collagenase, PGE 2, IL-1, IL-6, IL-8및 colony
stimulating factors를 만들어낸다. 이러한
cytokine은 치주조직에서 염증세포와 면역세
포를 활성화시키므로서 치조골 파괴를 일으
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킬 수 있다48-52).
치주인대세포에 TNF-α(1ng/ml), IFN-γ

(200U/ml), LPS(100㎍/ml), cytokine 3가지의
combination을 투여한 후 1일 후 단백질을 분
리한 후 Western blot analysis에 따른 열충격
단백 47 protein 발현의 경우 cytokine을 처리
하지 않은 대조군은 47kDa 의 단일 band로
관찰되었고 cytokine을 처리한 24시간에서 대
조군에 비해 TNF-α(1ng/ml), IFN-γ
(200U/ml)군은 큰 차이가 없었으나, LPS(100
㎍/ml)투여군과 3가지 복합투여 cytokine의
경우 모두 대조군에 비해 단백질 수준에서
열충격단백 발현증가가 관찰되었다. 이러한
소견은 small 열충격단백이 보통 세포에서도
존재하다가 자극을 받으면 그 양이 증가53)한
다는 사실과 일치되는 소견으로 여겨졌다.
열충격단백 70은 열에 의해서 신경분비계에

관계된 특정지역에서 발현된다는 사실이 알
려져 있으며30) 또한 세포내에서 단백질의
folding과 assembly를 매개하며 단백질의 변성
을 방지시키거나 변성된 단백질을 재생하는
데 관여한다고 보고되고 있다23).
Droshophila에서 고온충격을 주게되면 핵에

서 열충격단백이 나타났다가 회복기 동안에
수시간에 걸쳐 세포질로 열충격단백이 이동
되는 것이 보고되었는데54) 본 연구의 상피조
직에서는 건강치은 뿐 아니라 심한 염증성
치은조직에서 거의 발현을 보이지는 않았으
나, 사진 10에서처럼 중등도나 경도의 염증성
치은에서 열충격단백 70은 혈관내피세포와
혈관 내강에서 강양성의 발현을 보였고 주로
출혈소가 있는 부위에서 발현을 보여 열충격
단백 47과는 전혀 다른 발현 유형을 보였다.
이러한 소견은 심한 치주염의 상태에서는

열충격단백질이 생체내에서 환경자극에 대한
방어기능을 전혀 하지 못할정도로 숙주조직
이 파괴되기 때문에 열충격단백이 발현되지
못했으나 경한 또는 중등도 염증성 치은의
경우에는 발현되는 것으로 보아 생체조직이

견딜수 있는 정도의 자극시에는 열충격단백
이 치주질환에 의해 유도되는 세포손상에 방
어역할을 하는 것으로 사료된다.또한 주로 혈
관위주로 발현되는 점은 염증성 치은의 변연
치은내의 혈관사이에 밀접한 관계가 있음을
보여주는데 열충격단백 70이 국소적인 염증
반응시 치은부의 혈관과 상호작용을 하는 것
으로 사료되었다.
실험실내에서 열충격단백 70은 자극을 받았

을 때에만 급격하고 민감하게 반응하여 상당
한 양의 증가를 보이고 회복시기에는 가장
먼저 감소한다고 보고되었는데55). 지금까지
알려진 열충격단백 70족은 열충격단백 72, 열
충격단백 73, glucose-regulated protein(Grp)
75이 있으며 그 중 급격하게 자극에 반응하여
그 존재 여부가 좌우되는 것은 열충격단백
72(유도성 열충격단백 70)로 알려졌다56). 본
연구에서도 대조군 및 TNF-α군에서는 전혀
발현되지 않다가 IFN-γ나 LPS투여군에서는
발현이 되었고 3가지 cytokine 혼합투여군에
서는 가장 많은 발현을 보여 HSP 70이 평상
시에는 발현이 안되다가 cytokine유도시에는
상당한 발현 증가를 보이는 단백질임을 알
수 있었다. 
또한 Sauk41)의 연구에 따르면 치은인대세

포에 osteopontin이나 collagen을 도포한 배양
접시에 열충격을 가했더니 열충격단백 70계
인 열충격단백 72, 73발현이 크게 발현되었다
고 보고하여 열충격단백 70이 유도 열충격단
백으로써 역할을 한다고 하였다. 본 연구에서
치주인대세포에 3가지의 combination처리군에
서는 synergistic effect를 보여 가장 많은 발현
을 보여 염증성 치주조직에서 나타나는
cytokine이 여러 가지 복합작용을 한다는 임
상적인 일반적 관찰과 일치하였다고 사료된
다.
스테로이드 호르몬인 1,25-dihydroxyvitamin

D3도 열충격단백의 합성을 증가시킬 수 있는
것으로 알려졌는데 이 호르몬과 고온의 병합
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요법이 건선의 치료에 도입되고 있으며57-58)

비소 또한 열충격단백을 유도할 수있으므로
건선이나 다른 염증성 질환에 이용할 수도
있고, 고온내성에 대한 이용은 현재 많은 분
야에 걸쳐 시도되고 있는데 종양치료에서도
방사선 단독보다 고온과 방사선의 병합처리
가 더 효과적이어서 최근 이 방법이 많이 도
입되고 있으나 암세포의 고온 내성기작을 극
복할 수 있는 방법을 찾아내는 것이 선결문
제이므로 더 많은 연구가 요구된다59).
치주인대세포 및 염증성 치은조직에서 어떻

게 열충격단백 70 발현을 유도하는지에 대한
기작은 아직 정확히 밝혀지지 않았으나 치주
인대에서 발생되는 세포내 변화가 세포에 손
상을 입히는 기전으로부터 열충격단백 70의
발현에 대한 단서를 얻을 수 있을 것이라 생
각한다. 또한 치주조직에서 섬유모세포는 경
조직 및 연조직의 조절에서 역할을 할 것으
로 고려되어 왔는데, 외과적 또는 병적상태에
서는 어떤 변화된 구조를 재생 또는 재건하
기 위해 구성되는 특이단백요소를 합성하거
나 증식함에 반응하는 것으로 보고 있다. in
vitro에서의 stress protein의 역할은 아직까지
규명되지 않은 상태이지만, 숙주와 병인
(pathogen)간의 상호작용에서 복잡한 부분을
차지할 것으로 사료된다. 즉 stress protein은
산소유리기 같은 산화성 손상, 염증성
cytokine에 대해 세포를 보호하는 역할을 하
며 병인제거(pathogen clearence)에도 관여할
수 있다고 사료된다. 
열충격단백은 염증시 생체 병리적 역할을

하며 산화적 손상에 대한 열충격단백의 보호
효과가 있고, 숙주와 병인 사이에 관계에 복
잡한 역할을 한다. 열충격단백이 숙주에 더
이로운지 항원에 더 이로운지는 아직 명백하
지 않으나 열충격단백은 oxygen free radical
발생과 독성을 방해하고 보호하기 위한 기전
을 가지고 있어 산화적 손상으로부터 숙주세
포를 보호하고 병인 제거에 관여한다고 알려

져 있으며, 향후 열충격단백 같은 항원에 유
도된 병인은 vaccine개발에 새롭고도 중요한
도구로 개선될 것으로 여겨지고 있다. 본 연
구의 결과로 보아 생체내 염증성 치은조직과
Cytokine을 가한 치주인대세포에서도 열충격
단백을 발현하는 것을 알 수 있으며 이 단백
질이 생체내에서 환경자극에 대한 방어기능
을 어떻게 이루어 내는지에 대한 정확한 작
용기전에 대해서는 더 많은 연구가 필요하다
고 생각된다. 

V. 결론

건강한 치은과 염증성 치은조직에서 열충격
단백 47, 열충격단백 70을 면역조직화학적 염
색방법으로 발현분포 및 정도를 알아보고 치
주인대세포를 배양하여 여러가지 cytokine을
투여하여 열충격단백의 발현을 Western blot
으로 확인함으로써 다음과 같은 결과를 얻었
다.

1. 건강한 치은에서의 열충격단백 47은 기
저층에서만 약한 발현을 보인 반면 염증
성 치은에서는 기저층과 상기저층, 유극
층에서 건강치은에 비하여 더 많은 발현
을 보였다.

2. 임상적으로 건강 치은의 내피세포 및 염
증세포에서 열충격단백 47의 발현은 경
미하게 나타났으나 염증성 치은조직에서
는 더 많은 발현이 관찰되었다. 

3. 열충격단백 70은 건강치은과 염증성 치
은상피 및 염증세포에서 거의 발현되지
않아, 염증 침윤정도에 따른 열충격단백
70 발현차이는 없었다.

4. 중등도나 경도의 염증성 치은에서 열충
격단백 70은 혈관내피세포와 혈관내강에
서 강양성의 발현을 보였고 주로 출혈소
가 있는 부위에서 발현을 보였다.

5. 치주인대세포에 cytokine을 투여한 후 열
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충격단백 47에 대한 Western blot
analysis한 결과 대조군과 TNF-α, IFN-γ
군은 발현차이가 없었으나 LPS투여군과
3가지 복합투여군은 대조군에 비해 발현
증가가 있었다.

6. 치주인대세포에서 열충격단백 70 단백발
현은 대조군과 TNF-α투여군에서는 발현
이 거의 없었으나, IFN-γ군과 LPS군은
70 kDa의 발현이 나타났고, 3가지
cytokine혼합투여군에서는 가장 많은 발
현을 보였다.

이상과 같은 소견으로 치주질환과 같은 염
증반응시 열충격단백 47, 열충격단백 70과 밀
접한 관계가 있음을 보이고 염증성 cytokine에
의해 열충격단백이 치주인대세포에서 발현되
므로 열충격단백이 치주질환에 유도되는 세포
손상에 방어역할을 하는 것으로 사료된다.
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사진부도 설명

그림 1 Rare expression is observed on epithelium and connective tissue in healthy
gingiva.(Immunostain for HSP 47, × 40)

그림 2 Mild expression is observed on basal layer of epithelium in mild inflammed gingiva.
(Immunostain for HSP 47, × 100)

그림 3 Severe expression is observed on endothelium in inflammatory gingiva. (Immunostain
for HSP 47, × 40)

그림 4 High-power magnification of Fig. 3.(Immunostain for HSP 47, × 100)
그림 5 Moderate expression is observed on mononuclear cells in inflammatory

gingiva.(Immunostain for HSP 47, × 40)
그림 6 High-power magnification of Fig. 5(Immunostain for HSP 47, × 100)
그림 7 Rare expression is observed in helathy gingiva.(Immunostain for HSP 70, × 40)
그림 8 Rare expression is observed in severe inflammed gingiva(Immunostain for HSP 70, ×

40)
그림 9 Positive anti-HSP 70 cells are observed in endothelial cells of moderately inflammatory

gingiva.(Immunostain for HSP 70, × 100)
그림 10 High-power magnification of Fig. 9.(Immunostain for HSP 47, × 4100)
그림 11 Moderate expression is observed on hemorrhagic foci of inflammed

gingiva.(Immunostain for HSP 70, × 40)
그림 12 High-power magnification of Fig 11.(Immunostain for HSP 70, × 100)
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사진부도( I )

그림 1 그림 2

그림 3 그림 4

그림 5 그림 6
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사진부도( II )

그림 7 그림 8
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그림 11

그림 10

그림 12



-Abstract-

Expression of Heat Shock Protein in Cytokine
Stimulated PDL Cells and Inflamed Gingival Tissue

In-Ho Cho, Doek-Kyu Kim, Hyung-Keun You, Hyung-Shink Shin, Eun-Cheol Kim*
Dept. of Periodontology, College of Dentistry, Wonkwang University
Dept. of Oral Pathology, College of Dentistry, Wonkwang University*

Prokaryotic and eukaryotic cells respond to heat stress and other environmental abuses by
synthesizing a small set of stress proteins and by inhibiting post-transcription synthesis of normal
proteins. The purpose of the present study was to document the stress response produced by
inflamed gingival tissue in vivo, and cytokine induced human periodontal ligament cells. Human
PDL cells were exposed to TNF-α(1ng/ml), INF-γ(200 U/ml), LPS(100ug/ml), combination of
cytokine, and SDS-PAGE gels running and Western blotting analysis was done. In vivo studies,
the healthy gingival tissusse of a control group and inflamed gingival tissue of adult periodontitis
were studied by immunohistochemistry and histology.

The results were as follows
1. HSP 47 was distributed on basal layer in healthy gingiva, but stronger stained in basal,

suprabasal, and spinous layer of inflamed gingiva.
2. HSP 47 was rare on endothelial cells and mononuclear cells in healthy gingiva, but stronger

expressed in inflamed gingira.
3. HSP 70 expression was rare on epihelium and inflammatory cells in both healthy &

inflamed gingiva.
4. HSP 70 was actively expressed on endothelial cells and inflammatory cells of capillary lumen

in moderately & mild inflamend gingiva.
5. PDL cells showed low level of HSP 47 protein expression which was significantly induced

by cytokine stimulation(LSP only and combination).
6. Maximum HSP 70 protein induction was seen with stimulation by a combination of the

cytokine, Combination of TNF-α, INF-γ, LPS have been shown to synergistically effects of
HSP 70 expression.

On the above findings, HSP is influenced by cytokine and chronic inflammation in vivo, and
may be involved in protection of tissue during periodontal inflammatiom. 
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