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I. 서론

치주조직은 육안적으로 백악질, 치조골이라는 경

조직과 치은과 치주인대라는 연조직으로 이루어져 

있는 복잡하고 고도로 특정화된 기관이다. 두 연조

직인 치주인대와 치은을 이루고 있는 주된 세포는 

섬유아세포로 조직의 발달, 재생, 정상기능, 병리적 

변화 등에서 중요한 역할을 하고 있다
1)
. 치주인대세

포와 치은섬유아세포는 치주조직내 위치의 독특함 

때문에 기능에 있어서 차이점을 나타내는데, 치은섬

유아세포는 치은연조직의 형성과 유지를 담당하고 

치주인대세포는 치주인대의 형성과 유지를 담당할 

뿐만 아니라 치조골과 백악질의 치유, 개조, 재생 및 

치근면에 새로운 결합조직의 부착에도 기여한다고 

알려져 있다
2,3)

.1)

전자 현미경상에서 관찰한 치주인대세포와 치은섬

유아세포의 형태는 서로 비슷하게 나타나며 섬유아

세포 유사형태인 방추형을 나타내었고
4,5)

 치은섬유아

세포는 치주인대세포보다 초기에 밀생상태에 더 빨

리 도달하는데 세포의 크기가 더 크기 때문이며
6)
 세

포가 성긴 상태에서는 형태차이를 보이지 않지만 밀

생 상태가 되면 치은섬유아세포는 평행하게 한 층으

로 자라는 반면, 치주인대세포는 임의로 배열된 세

포들이 여러 층을 형성하는 것으로 알려져 있다
7)
.  

성장률은 비슷하거나
4,5)

 치주인대세포가 치은섬유아

세포보다 더 빠르다는 보고
7)
가 있는가 하면, 계대 

배양에 있어서 세대수가 거듭될수록 치주인대세포가 

치은섬유아세포보다 더 빨리 노쇠하여 증식속도가 

감소된다는 보고
8)
도 있다.

세포외기질의 합성에 있어서는 치주인대세포가 치

은섬유아세포보다 교원질 제I, III형을 더 활발히 합

성하며
5)
, Gianopoulou 등

9)
은 세포외기질 가운데 교

원질 제I, III형은 치은섬유아세포의 부착을 증진시

키고 gelatin, laminin, vitronectin은 치주인대세포

의 부착을 증진시킨다고 보고하였다. 세포골격단백

질의 발현이나 수축성에 대해서는 많이 알려진 바가 

없으며 단지 치은섬유아세포에 비해 치주인대세포가 

총 actin을 3배정도 많이 함유한다고 알려져 있다
10,11)

. 
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골아세포 유사 특징과 관련된 치주인대세포와 치

은섬유아세포의 성상을 살펴보면 알칼리인산효소의 

생성이나 부갑상선 호르몬에 대한 cAMP의 생성은 

치주인대세포에서 더 활발하였고
12)
, Arceo 등

13)
은 

치주인대세포가 배양과정에서 광물화된 결절을 형성

함을 보고하였다. Nobutcu 등
14)
과 Kapila 등

15)
은 세

포실험에서 다른 연구들과는 달리 dexamethasone

없이 단지 ascorbic acid와 β-glycerophosphate 

만으로 치주인대세포의 광물화가 나타남을 보고하면

서 치주인대세포가 골아세포와 유사한 세포를 포함

하고 있거나 그 자체가 골아세포 계열이거나 혹은 

다기능적인 세포라고 제시하였다. 골관련 단백질의 

합성에 있어서는 Ivanovsky 등
16)
은 치주인대세포에

서는 BMP-2가 치은섬유아세포에서는 osteopontin

이 더 많이 발현된다고 보고하였다.

한편, Rose 등
17)
과 Cho 등

18)
은 적당한 환경 조건

이 주어질 때 치은섬유아세포도 골상을 형성할 수 

있다고 제시하였으며 Carnes 등
19)
은 치은섬유아세포가 

알칼리인산효소를 합성하고 1,25-dihydroxyvitamin 

D3에 반응하여 osteocalcin을 분비하며 광물화된 기

질를 형성하는 것을 관찰함으로 치은조직에서 기원

한 세포가 섬유아세포 혹은 골아세포로 분화할 수 

있을 것이라고 보고하였다. 또한 치주인대세포와 치

은섬유아세포의 성상에 대하여 여러 개체로부터 배

양된 실험군을 설정하였을 때 동일 세포 내에서도 

실험군 간의 차이가 있었음을 보고하였다
19,15,4)

.

이상의 연구결과에서 보듯이 치주인대세포와 치은

섬유아세포는 섬유아세포라는 점과 관련하여 유사성

을 지님에도 불구하고 생물학, 생화학적 성상에서와 

개체 간에서의 성상 발현 정도에서의 차이들을 볼 

수 있었다. 이러한 치주인대세포와 치은섬유아세포

의 차이점에 관한 연구들이 단편적이었으므로 cDNA 

microarray를 이용한 동시 유전자 분석을 시행하여 

치주인대세포와 치은섬유아세포의 전반적 유전자 발

현 양상의 차이점과 개체간의 차이점들을 알아보고

자 본 실험을 시행하였다. 

II. 연구재료 및 방법

1. 세포 배양

교정치료를 목적으로 경북대학교병원에 내원한 환

자 중 14세 남자 환자 두 명과 18세 여자 환자 한 명

에게서 각각 소구치를 발치하고 그 치아의 치은유두

의 결합 조직 부위를 채취하여 서 등
20)

의 방법으로 

치주인대세포와 치은섬유아세포를 분리, 배양하였

다. 배양된 세포가 밀생상태에 이르면 1 : 3으로 계

대배양한 후 3-5세대 사이의 세포를 사용하여 

100mm 배양접시당 1×10
6
개의 세포를 접종하였다. 

단, 동일 환자, 동일 부위에서 얻은 치주인대세포와 

치은섬유아세포는 같은 세대의 것을 사용하였다.

2. 총 RNA의 추출

Chomczynski와 Sacchi
21)
의 방법을 기본으로 하

여 RNA를 다음과 같이 분리하였다. 배양접시에서 

배양액을 제거하고 세포층을 찬 PBS 용액으로 씻은 

후 TRI REGENT
Ⓡ
로 세포를 용해시켰다. 용해물을 

긁어모아 미량원침관에 담고 chlorform을 넣고 10초

간 강하게 교반하여 얼음에서 15분간 방치한 후 원

심분리(12000rpm, 20분, 4℃)하여 상층액을 다른 

미량원침관에 옮기고 동량의 isopropanol을 섞어 

70% 알코올로 씻고, 상온에서 15분 정도 방치하여 

말린 후 물을 각각 50㎕씩 넣어 녹였다. RNA 양은 

UV 분광광도계로 260/280nm에서 흡광도를 잰 후 

양과 순도를 계산하였다. 

3. cDNA microarray

본 실험에서는 경북대학교 기질세포 유전자 은행

에서 모발 간엽세포로부터 제작한 KNU Human 3K 

유전자칩을 이용하였다. cDNA microarray는 1.8 

cm
2
 면적의 amino-silane으로 코팅된 slide(CMT 

-GAPS
TM

 coated slide) (Corning Inc., 미국)에 전

체 3,063개의 cDNA가 배열, 인쇄되어지고 후처리 
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과정을 거쳐 제작되었다. 이 중 1,290개는 expressed 

sequences tags(ESTs)와 novel genes이고 1,741개는 

named genes이었다. β-actin과 glutaraldehyde 

-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)를 유전자 

발현의 보정 목적으로 사용하였다. 

4. 총 RNA로부터 poly A+ mRNA의 분리 

및 형광 cDNA probe 제작

총 RNA로부터 oligotex mRNA midi kit를 이용하

여 mRNA를 분리하고 UV spectrophotometer 

(DU530, Beckman사, 미국)로 정량하고 cDNA probe 

제작은 DeRisi 등의 방법
22)

을 변형하여 이용하였다. 

mRNA 3㎍에 oligo-dT(16), Superscript II re-

verse transcriptase (Gibco사, 미국), fluorescent 

nucleotide(Cy3-dUTP 또는 Cy5-dUTP) (Amersham

사, 미국)등을 가하여 역전사시키고 1.5M sodium 

hydroxide 1㎕와 30mM EDTA 1㎕를 넣어 65℃에서 

10분간 처리한 후 468㎕의 TE buffer(pH 7.4)를 첨

가하여 반응을 중지시킨 다음, Microcon30 

(Millipore사, 미국)을 사용해서 정제 및 농축시켰다. 

3×SSC, 0.5㎎/㎖ poly A blocker (Amersham사)

을 함유하는 0.1% SDS, 0.5㎎/㎖ yeast tRNA (Life 

Technologies사)가 최종 25㎕로 되어있는 용액에서 

Cy3와 Cy5의 형광 probe을 혼합하였다.

5. cDNA microarray hybridization

cDNA microarray를 10㎎/㎖ BSA, 3.5×SSC, 

0.1% SDS(sodium dodecyl sulfate)용액에 넣어 5

0℃에서 20분간 prehybridization 시행한 후 증류수

와 isopropanol에 담궜다가 원심분리를 이용하여 건

조시켰다. 준비된 probe를 95-100℃에서 2분간 가

열하여 변성시키고 cDNA microarray slide에 점적

하여 cover glass를 덮은 후 CMT-Hybridization 

chamber (Corning사)에 넣어 50℃의 수조에서 20

시간 hybridization하였다. 그리고 나서 cDNA mi-

croarray를 상온에서 0.1×SSC/0.1% SDS에 5분간 

한 번, 0.1×SSC에 두 번 수세하고 원심분리를 이용

하여 건조시켰다.

6. Scanning과 분석

Hybridization 결과인 형광 세기는 confocal la-

ser scanner인 Scanarray 4000 (GSI Lumonics)을 

사용하여 두 가지 형광 상(Cy3와 Cy5)의 경쟁적 결

합에 의한 상대적 발현 수치를 측정하고 Quantarray 

software (GSI Lumonics)를 이용하여 각 이미지를 

합성하고 분석하여 치주인대세포와 치은섬유아세포

의 유전자별 발현 비율 (Cy3/Cy5비, red와 green의 

intensity 비)을 결정하였다. 결과는 각각의 cDNA 

microarray에 있는 housekeeping gene인 β-actin

과 GAPDH를 이용하여 보정하고 Cy3와 Cy5의 발현

비가 2.0 이상인 것, 혹은 0.5 이하인 것을 발현에 

유의한 차이가 있는 것으로 결정하였다.

7. Northern blot

총 RNA중 10㎍을 65℃의 50% formamide, 

0.02% formaldehyde, 40mM의 MOPS(3-[-N-mor-

pholino]propanesulfonic acid), 10mM sodium 

acetate, 1mM EDTA용액에서 15분간 데운 후 1% 

agarose, 55% formaldehyde, 40mM MOPS, 10mM 

sodium acetate와 1mM EDTA에서 전기영동하였다. 

그 후 RNA를 20×SSPE에서 Hybond-N
+
 mem-

brane (Amersham사)에 옮기고 나서 RNA를 UV에 

노출시켜 cross-linking한 후 공기에서 건조시켰다. 

probe를 Ramdomprime labelling system kit 

(Amersham pharmacia biotech사)를 사용하여 [α

-32p]-dCTP (Amersham사)로 label하고 prehy-

bridization과 hybridization을 Express Hyb sol-

ution (Clontech사)를 사용하여 시행하였고 hy-

bridization후 membrane을 2×SSC/0.1% SDS용액

으로 실온에서 씻고 나서 55℃의 0.1×SSC/0.1% 

SDS용액으로 씻고 -70℃에서 intensifying screen

으로 Agfa X-ray film에 노출시켰다.   
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III. 결과

세 명의 환자로부터 치주인대세포와 치은섬유아세

포를 배양하여 실험하였으며 실험군 간의 변이가 커

서 공통적으로 강하게 발현되는 유전자의 수가 적었

다. 전체 3,063개의 유전자들 가운데에서, 61개의 

유전자들이 세 번의 실험에서 일관성 있게 특정세포

에서 더 강하게 발현되었다. 그 중 12개의 유전자들

은 치은섬유아세포에서, 49개의 유전자들은 치주인

대세포에서 더 강하게 발현되었다. 이렇게 특정세포

에서 더 강하게 발현된 유전자들을 유전자의 기능에 

따라 세포의 신호전달에 관여하는 유전자(Table 1), 

세포분열과 DNA 합성에 관여하는 유전자(Table 2), 

세포골격 및 유주에 관여하는 유전자(Table 3), 세포

방어 및 항상성 유지에 관여하는 유전자(Table 4), 

유전자 및 단백질 발현에 관계하는 유전자(Table 5), 

대사에 관여하는 유전자(Table 6), 그리고 작용이 알

려지지 않은 유전자(Table 7)로 나누었다. 

치주인대세포에서 더 강하게 발현된 유전자들 중 

intensity 차이가 가장 큰 것은 insulin-like 

growth factor binding protein(IGFBP)3이었고 치

은섬유아세포에서 더 강하게 발현된 유전자 가운데 

intensity 차이가 가장 큰 것은 osteoprotegerin이

었다.

세포골격 및 유주에 관여하는 유전자들과 유전자 

및 단백질 발현에 관계하는 유전자들 중에는 치주인

대세포에서 더 강하게 발현된 유전자들이 많았으며

(Table 3, 5) 그 중 cofilin 1, proteoglycan 1 sec-

retary granule, 교원질 제I형(α1), α-smooth 

muscle actin(aorta), adducin γ subunit, 교원질 

제III형(α1), lumican(keratan sulfate proteogly-

can), fibronectin은 세포골격 및 유주에 관여하는 

유전자들이었고, proteasome subunit α type 7, 

DEAD/H box polypeptide 1, PAl-1 mRNA- 

binding protein, tissue inhibitor of metal-

loproteinase(TIMP)1은 유전자 및 단백질발현에 관

계하는 유전자들이었다.

세포방어 및 항상성 유지에 관여하는 유전자인 

heat shock 70kda protein 4와 heat shock pro-

tein 27은 치은섬유아세포에서 강하게 발현되었고, 

대사에 관여하는 유전자인 ATP synthase β와 

phosphoglycerate dehydrogenase는 치주인대세포

Table 1. Differentially expressed genes related with cell signaling and communication

PDL/HGF ratio

Genebank Name exp.1 exp.2 exp.3 Average

HGF specific

NM_002546 osteoprotegerin 0.39 0.48 0.45 0.44

NM_000597 insulin-like growth factor binding protein 2 0.37 0.41 0.71 0.50

X04526 Homo sapiens hypothetical protein 0.48 0.57 0.49 0.51

NM_003372 VHL binding protein-1(VBP-1) 0.69 0.76 0.51 0.65

PDL specific

NM_000598 nsulin-like growth factor binding protein 3 5.26 2.94 2.19 3.46

NM_031286 SH3BGRL3-like protein 2.39 1.88 1.62 1.96

NM_004512 interleukin 11 receptor, alpha (IL11RA) 2.15 1.94 1.70 1.93

NM_002775 serine protease with IGF-binding motif 1.56 1.93 1.42 1.63

NM_007263 coatomer protein complex, subunit epsilon 1.65 1.57 1.61 1.61
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Table 2. Differentially expressed genes related with cell division 

PDL/HGF ratio

Genebank Name exp.1 exp.2 exp.3 Average

HGF specific

NM_001758 cyclin D1 0.73 0.76 0.74 0.74

PDL specific

NM_022662 meiotic checkpoint regulator(MCPR) 2.34 4.27 1.95 2.85

Table 3. Differentially expressed genes related with cell structure and motility 

PDL/HGF ratio

Genebank Name exp.1 exp.2 exp.3 Average

HGF specific

NM_001233 caveolin-2 0.24 0.39 0.88 0.50

NM_006329 fibulin 5 0.49 0.38 0.76 0.54

PDL specific

NM_005507 cofilin 1 (non-muscle) (CFL1) 3.99 1.80 1.32 2.37

NM_002727 proteoglycan 1, secretory granule(PRG1) 3.27 2.06 1.32 2.22

NM_000088 collagen, type l, alpha 1 (COL1A1) 2.74 2.22 1.30 2.09

NM_001613 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta (ACTA2) 3.02 2.05 1.20 2.09

NM_019903 adducin, gamma subunit 2.23 2.49 1.38 2.03

NM_000090 collagen, type III, alpha 1 3.20 1.65 0.88 1.91

NM_002345 lumican (keratan sulfate proteoglycan) 1.53 2.15 1.66 1.78

NM_002026 fibronectin 1.52 1.52 1.83 1.62

NM_018894 EGF-containing fibulin-like protein 1.74 1.46 1.33 1.51

NM_009933 collagen, type VI, alpha 1 1.23 1.63 1.50 1.45

NM_001615 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric 1.46 1.44 1.43 1.44

NM_000138 fibrillin 1 1.18 1.24 1.91 1.44

Table 4. Differentially expressed genes related with Cell and organism defence and homeostasis

PDL/HGF ratio

Genebank Name exp.1 exp.2 exp.3 Average

HGF specific

AB023420 heat shock 70 kda protein 4 0.36 0.63 0.79 0.59

X54079 heat shock protein27 0.40 1.02 0.44 0.62

PDL specific
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Table 5. Differentially expressed genes related with expression of genes and proteins

PDL/HGF ratio

Genebank Name exp.1 exp.2 exp.3 Average

HGF specific

NM_003601 SWI/SNF related regulator of chromatin 0.37 0.49 0.85 0.57

NM_005463 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 

D-like (HNRPDL)

0.75 0.64 0.58 0.66

PDL specific

NM_002792 proteasome(prosome, macropain) subunit

alpha type7

1.94 1.12 3.18 2.08

NM_004939 DEAD/H (Asp-Glu-Ala-Asp/His)box

polypeptide 1

1.62 3.04 1.53 2.06

NM_015640 PAl-1 mRNA-binding protein (PAl-RBP1 1.27 2.19 1.71 1.72

NM_003254 TIMP1(tissue inhibitor of metalloproteinase 1) 1.43 1.27 1.60 1.43

Table 6. Differentially expressed genes related with metabolism

PDL/HGF ratio

Genebank Name exp.1 exp.2 exp.3 Average

HGF specific

PDL specific

NM_001686 ATP synthase beta 2.80 2.12 1.77 2.23

NM_005469 peroxisomal acyl-CoA thioesterase 2.68 1.57 1.39 1.88

NM_032692 phosphoglycerate dehydrogenase 2.51 1.10 1.58 1.73

NM_001084 procollagen-lysine, 2-oxoglutarate

5-dioxygenase 3

2.28 1.32 1.33 1.64

Table 7. Differentially expressed genes related with unclassifed genes

PDL/HGF ratio

Genebank Name exp.1 exp.2 exp.3 Average

HGF specific

NM_004859 clathrin, heavy polypeptide (Hc) 0.44 0.66 0.53 0.54

PDL specific

NM_022543 Rattus norvegicus steroid sensitive

gene-1 protein

1.70 2.23 2.00 1.98

NM_004791 osteoblastic specific cytein-rich protein 2.88 1.54 1.23 1.88

NM_016081 palladin (KIAA0992) 1.62 1.93 1.56 1.70

NM_007278 GABA(A) receptor-associated protein 2.13 1.54 1.25 1.64

NM_021034
interferon-induced transmembrane

protein 3 (1-8U)

2.01 1.35 1.33 1.56

NM_003311 Tumor suppressing subtransferable cadidate 3 1.56 1.46 1.44 1.49
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에서 강하게 발현되었다. 

세포의 신호전달에 관여하는 유전자 가운데에서 

IGFBP2는 치주인대세포에서, IGFBP3는 치은섬유아

세포에서 더 강하게 발현되었다.

cDNA microarray의 결과를 바탕으로 특정세포에

서 더 강하게 발현된 유전자들 중에서 치은섬유아세

포에서 강하게 발현된 유전자인 osteopreotegerin, 

치주인대세포에서 강하게 발현된 유전자들인 TIMP1

과  fibronectin을 선택하여 northern blot analysis

를 시행한 결과는 각각의 유전자들이 우세하게 나타

났던 세포에서 더 강하게 발현되었다(Figure 2). 

IV. 고안

최근 유전자 발현에 관한 연구에서 많이 이용되고 

있는 cDNA microarray는 한번의 hybridization 과

정으로 동시에 수천 가지의 유전자 발현 정도를 측

정할 수 있다. 치주인대세포와 치은섬유아세포의 유

전자 발현 정도의 차이를 살펴보고자 시행한 본 실

험에서는 경북대학교 기질세포 유전자 은행에서 모

발 간엽세포로부터 제작한 유전자 칩을 사용하였다. 

동일 부위의 치주인대세포와 치은섬유아세포를 계

대 배양하여 동일 환자, 동일 세대의 세포에서 mRNA

를 추출하여 cDNA microarry와 hybridization하는 

Table 8. Differentially expressed genes related with unknown/novel genes

PDL/HGF ratio

Genebank Name exp.1 exp.2 exp.3 Average

HGF specific

PDL specific

P0725-5 2.16 2.16 1.66 1.99

L08240 MG81 1.77 2.26 1.92 1.98

Figure 1. Northern blot analysis of gene expression of PDL cells and HGFs. To verify mi-

croarray results on selected genes, we performed northern blot.

PDL : periodontal ligament, HGF : human gingival fibroblast, TIMP : Tissue inhibitor of 

metalloproteinase, OPG : osteoprotegerin
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과정을 세 명의 환자에게 시행한 결과 세 실험군 간

의 변이가 커서 공통적으로 한 세포에서 우세하게 

발현되는 유전자의 수는 적었다. 전체 3,063개의 유

전자들 중에서, 61개의 유전자들이 세 명의 환자에

게 시행한 실험에서 일관성 있게 특정세포에서 더 

강하게 발현되었다. 그 중 12개의 유전자들은 치은

섬유아세포에서, 49개의 유전자들은 치주인대세포에

서 더 강하게 발현되었다.

치주인대세포에서 강하게 발현된 유전자들이 가장 

많았던 것은 세포골격 및 유주에 관한 유전자들이었

으며 섬유아세포의 주요 교원질 형태인 교원질 제I

형(α1), 교원질 제III형(α1), 그리고 교원질 제IV형

(α1), 섬유아세포의 세포외기질인 fibronectin과 

lumican(keratan sulfate proteoglycan), 세포의 

수축성의 표지인 α-smooth muscle actin(aorta, 

enteric) 등이 있었다.

Fibronectin은 고분자량(440,000)의 결합조직 내

에 존재하는 주요 당단백질이며 주된 세포 부착 부

위인 Arg-Gly-Asp(RGD) 배열을 지니고 있는 세포

외기질로서 세포와 기질의 접착에 있어서 단백질 부

착을 제공하고 세포를 교원질쪽으로 이주하게 하는 

것으로 알려져 있다
23)

. Hou와 Yaeger 등
5)
은 같은 

배양 조건 하에서 치은섬유아세포보다 치주인대세포

에서 교원질 제I형과 fibronectin의 발현이 더 강하

게 나타남을 관찰함으로써 치주인대세포의 생합성적 

활성도가 더 활발함을 보고하였으며 이들의 결과는 

본 실험과 일치하였다. 치주인대세포가 fibronectin

의 부분 조각보다는 전체 fibronectin에 부착하며
5,15)

, 치주인대세포내에서 fibronectin과 상호작용하

는 αv와 α5가 관찰됨으로 integrin 수용체를 통해

서 치주인대세포와 fibronectin이 상호 작용하는 것

으로 알려져 있다
24)

. 

본 실험에서 lumican은 치주인대세포에서 더 강

하게 발현되었으며, lumican에 관한 연구는 아직 미

미하였으나 Cheng 등
25)

은 백악질에서 조직의 광물

화와 관계있는 proteoglycan에 관한 연구에서 ker-

atan sulfate proteoglycan으로 lumican과 fi-

bromodulin의 존재를 밝혔고 이들은 precementum

과 pericementocyte와 같은 비광물성 부위에서 넓

게 존재함으로 백악질의 광물화 조절에 관여하고 있

음을 보고한 바 있다. 

Arora와 McCulloch
26)

는 collagen gel contraction

을 이용한 연구에서 collagen gel contraction 정도

는 α-smooth muscle actin의 발현 정도에 의존적

이었음을 관찰함으로써 α-smooth muscle actin이 

세포가 세포외기질을 빠르게 개조하고 있다는 기능

적 표지가 됨을 보고하였으며, 또한 α-smooth 

muscle actin은 근섬유아세포를 나타내는 특징중의 

하나라고도 알려져 있다
27,28)

. 이러한 α-smooth 

muscle actin이 본 실험에서는 치주인대세포에서 더 

강하게 발현되었으며 이는 교원질, fibronectin과 같

은 세포외기질이 치주인대세포에서 더 강하게 발현

된 결과와 함께 미루어볼 때 치주인대세포가 세포외

기질의 생성과 개조에 관여하고 있음을 고려해 볼 

수 있다. 

치주인대세포에서 더 우세하게 발현되었던 유전자

들 중에서 교원질 제I형(α1), 제IV형(α1), fi-

bronectin, lumican, α-smooth muscle actin은 

다른 연구
28)

에서는 근섬유아세포의 표지로 이용되었

으며, 근섬유아세포는 상처 치유, 세포외기질의 항

상성 유지, 조직의 재생에 관여하는 것으로 알려져 

있다
29)

. 육아조직내의 섬유아세포는 형태학적으로, 

생물학적으로 섬유아세포와 평활근 세포의 중간 형

태의 성질을 나타내며
30)

, 이러한 세포들은 근섬유아

세포와 유사한 특징을 지니면서 상처 수축에 필요한 

힘을 제공한다고 보고하였다
31)
. 본 실험의 결과에서 

나타난 바와 같이 치주인대세포가 α-smooth 

muscle actin을 포함한 세포골격 및 유주에 관한 유

전자를 강하게 발현하고 배양과정에서 형태학적, 생

물학적으로 몇 가지의 특수 형태로 분화가능하다고 

알려져 있으나 치주인대세포가 근섬유아세포 유사 

특징을 나타낼 수 있는지에 대한 근거는 아직 미약

하다. 

치주인대세포에서 강하게 발현되었던 TIMP는 유

전자 및 단백질 발현에 관여하는 유전자로서 섬유아

세포에서 생성되고 지금까지 네 가지 형태가 보고
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32-34)되었으며 TIMP-1과 TIMP-2는 모든 matrix 

metalloproteinase(MMP)를 억제하며 gelatinase와

는 특수한 결합을 보이는 것으로 알려져 있다
32)

. 

MMP는 단백질 분해 효소의 한 구성원으로서 결합

조직, 교원질, proteoglycan의 분해, 태아형성기와 

성숙한 조직에서의 항상성 유지, 만성 염증에서 중

요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다
35)

. 이 두 종류

의 단백질 사이의 균형이 교원질의 형성과 유지를 

조절하는 기전이며
31)
 MMP와 TIMP사이의 불균형이 

초래되면 결합조직의 파괴가 나타나는 것으로 여겨

진다.

Osteoprotegerin/osteoclastogenesis inhibitory 

factor(OPG/OCIF)는 tumor necrosis factor(TNF) 

receptor superfamily의 새로운 구성원으로서 파골

세포의 활성도를 억제함으로써 골 흡수를 억제하는 

기능을 가지고 있다
37,38)

. 폐, 심장, 신장, 태반과 같

은 다양한 조직들이 OPG/OCIF transcripts를 가지

고 있으며
37,39)

 세포수준에서는, bone marrow 

stromal cells, osteoblastic cells, osteosarcoma 

cell, IMR-90등이 OPG/OCIF mRNA를 발현한다고 

알려져 있다
39,41,42)

. Sakata 등
43)

은 OPG/OCIF가 치

은섬유아세포, 치주인대세포, 치수세포등의 치아간

엽세포들에서 존재함을 발견하고 이들 세포들이 

OPG/OCIF를 분비하여 파골세포와 파치세포의 활성

도를 억제함으로써 치조골, 백악질, 상아질과 같은 

치아 경조직의 흡수를 조절하는 역할을 한다고 보고

하였다. 본 실험에서는 osteoprotegerin이 치은섬유

아세포에서 더 강하게 발현되었으며 이러한 결과로 

유추할 수 있는 치은섬유아세포의 특성은 적당한 조

건이 주어졌을 때 치은섬유아세포가 골상을 형성한

다고 보고한 연구
17,18)

와 섬유아세포 혹은 골아세포로

의 분화 가능성을 제시한 보고
19)
에서 나타나는 치은

섬유아세포의 특성과 관련있을 것으로 여겨진다.

cDNA microarray의 결과를 바탕으로 특정세포에

서 더 강하게 발현된 유전자들 중에서 치은섬유아세

포에서 강하게 발현된 유전자인 osteopreotegerin, 

치주인대세포에서 강하게 발현된 유전자들인 TIMP1

과  fibronectin을 선택하여 northern blot analysis

를 시행한 결과, 각각의 유전자들이 우세하게 나타

났던 세포에서 더 강하게 발현되었으며 이러한 결과

를 통해서 cDNA microarray를 이용한 유전자 발현 

정도의 측정이 신뢰할 만한 방법으로 여겨졌다.  

본 실험에서는 세 명의 다른 환자에게서 치아와 

치은유두를 채취하여 치주인대세포와 치은섬유아세

포를 배양하고, cDNA microarray를 시행하였다. 세 

번의 실험에서 각 유전자들의 발현 정도의 차이가 

심하여 세 번 모두 한 세포에서 우세하게 발현된 유

전자들의 수가 적었다. 이와 같이 치주인대세포와 

치은섬유아세포의 성상에 관한 실험에서 개체간에 

나타나는 차이에 대해 직접적으로 연구 보고한 자료

는 거의 없었지만 Somerman 등
4)
, Kapila 등

17)
, 과 

Carnes 등
19)
의 연구들의 자료를 살펴보면 실험 결과

에서 여러 실험군간의 차이가 크게 나타남을 통해서 

개체간의 차이가 있음을 알 수 있었다. 이러한 개체

간의 차이에 대해 몇 가지 사항을 고려해 보면, 먼저 

치아와 치은조직을 제공했던 개개인의 특성에 의한 

영향을 고려해 볼 수 있다. 치주 조직의 건강에 따른 

세포의 생활력 정도, 나이에 따른 세포의 분화 정도 

등이 영향을 끼칠 수 있을 것으로 여겨지며 무엇보

다도 배양된 치주인대세포와 치은섬유아세포들이 불

균질한 세포 집단이므로
44)

, 환경에 따라 다양하게 

분화할 수 있는 가능성을 가지고 있기 때문에 유전

자들의 발현정도가 개체마다 다르게 나타난 것으로 

고려해 볼 수 있다.

치주인대세포와 치은섬유아세포는 같은 섬유아세

포로서의 유사성을 지니고 있지만 서로 다른 특성을 

나타내는 것으로 여겨지며 개체간의 변이가 크게 나

타났던 것에 대해서는 앞으로의 연구가 더 진행되어

야 할 것으로 사료된다.  

V. 결론

세 명의 환자로부터 배양한 치주인대세포와 치은

섬유아세포로부터 mRNA를 분리하여 제작한 cDNA 

probe와 3,063개의 유전자를 지닌 cDNA micro-

array를 하여 다음과 같은 결론을 얻었다.
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세 명의 환자에게 시행한 실험에서 일관성 있게 

특정 세포에서 더 강하게 발현된 유전자들의 수가 

적었으며 전체 3,063개의 유전자 가운데, 61개의 유

전자들(12개의 유전자들은 치은섬유아세포, 49개의 

유전자들은 치주인대세포)이 일관성 있게 특정세포

에서 더 강하게 발현되었다. 세포골격 및 유주에 관

한 유전자들은 치주인대세포에서 더 강하게 발현되

었고, 주요 교원질 형태인 교원질 제I, III. IV형, 

fibronectin, lumican, 그리고 α-smooth muscle 

actin 등이 있었다. MMP와 함께 세포외기질을 조절

하는 효소로 알려져 있는 TIMP가 치주인대세포에서 

강하게 발현되었고 osteoclastogenesis inhibitory 

factor인 osteoprotegerin은 치은섬유아세포에서 강

하게 발현되었다.

cDNA microarray의 결과를 바탕으로 시행한 

northern blot의 결과, 각각의 유전자들이 우세하게 

나타났던 세포에서 그 발현이 강하게 나타난 것으로 

보아 cDNA microarray를 이용한 유전자 발현정도 

측정이 신뢰할 만한 방법으로 여겨진다. 
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Screening of genes differentially expressed in cultured 

human periodontal ligament cells and human gingival 

fibroblasts
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3
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Periodontal ligament(PDL) cells and human gingival fibroblasts(HGFs) play important roles in de-

velopment, regeneration, normal function, and pathologic alteration. PDL cells and HGFs have the 

similarity related with general characteristics of fibroblast such as spindle shaped morphology, the 

presence of vimentin intermediate filament and the synthesis of interstitial collagens and fibronectin. 

There were many studies about the differences between PDL cells and HGFs, but they were not about 

whole gene level. In this study, we tried to explain the differences of gene expression profiles be-

tween PDL cells and HGFs, and the differences among three individuals by screening gene expression 

patterns of PDL cells and HGFs, using cDNA microarray.

Although there were some variants among three experiments, a set of genes were consistentely 

and differentially expressed in one cell type. Among 3,063 genes, 49 genes were more highly ex-

pressed in PDL cells and 12 genes were more highly expressed in HGFs.

The genes related with cell structure and motility were expressed more highly in PDL cells. These 

are cofilin 1, proteoglycan 1 secretory granule, collagen type I(α1), adducin gamma subunit, collagen 

type III(α1), fibronectin, lumican(keratan sulfate proteoglycan), and α-smooth muscle actin. Tissue 

inhibitor of metalloproteinase  known as the enzyme controlling extracellular matrix with matrix 

metalloproteinase is more highly expressed in PDL cells, osteoprotegerin known as osteoclastogenesis 

inhibitory factor is more highly expressed in HGFs. 

We performed northern blot to verify cDNA microarray results on selected genes such as tissue in-

hibitor of metalloproteinase, fibronectin, osteoprogeterin. The result of northern blot analysis showed 

that each cell expressed the genes in similar pattern with cDNA microarray result. This result in-

dicates that cDNA microarray is a reliable method in screening of gene expression profiles.2)

Key words : cDNA microarray, human gingival fibroblast, periodontal ligament cell 
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