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HHHwwwaaannnggg,,,KKKyyyuuu---YYYooouuunnnggg
AAAdddvvviiisssooorrr:::PPPrrrooofff...KKKiiimmm,,,BBByyyuuunnnggg---OOOccckkk,,,DDD...DDD...SSS...,,,MMM...SSS...DDD...,,,PPPhhh...DDD...

DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttiiissstttrrryyy,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

Theperiodontium isatopographically complex organ consisting ofepithelial
tissue, soft and mineralized connective tissues. Structures comprising the
periodontium includethegingiva,periodontalligament(PDL),cementum andthe
alveolarbone.Themolecularmechanism ofdifferentiationinPDL fibroblastcells
remain unclear.Amino acid transporters play an importantrole in supplying
nutritiontonormalandcancercellsandforcellproliferation.Aminoacidtransport
system Lisamajornutrienttransportsystem responsiblefortheNa+-independent
transportofneutralamino acids including severalessentialamino acids.The
system Lisdividedintotwomajorsubgroups,theL-typeaminoacidtransporter1
(LAT1)andtheL-typeaminoacidtransporter2(LAT2).Inthisstudy,therole
and expression pattern of amino acid transport system L were,therefore,
investigatedinthedifferentiationandmaturationofPDLfibroblastcells.
Todeterminetheexpressionlevelanditsroleofaminoacidtransportsystem L

participating in intracellulartransportofamino acids in thedifferentiation and
maturationofPDL fibroblastcells,itwasexaminedRT-PCR,observationofcell
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morphology,Alizalin-redSstaininganduptakeanalysisafterinducingexperimental
differentiationinPDLfibroblastcellsisolatedfrom mousemolarteeth.Theresults
arefollowing.
1. The LAT1 was expressed in the early stage of PDL fibroblast cell
differentiation.Thisexpressionwasgraduallyreducedbydifferentiation-inducing
timeanditwasnotobservedafterthelatestage.

2.The expression ofLAT2 was increased in time-dependentmannerduring
differentiationinductionofPDLfibroblastcells.

3.Therewasnochangesintheexpressionlevelof4F2hc,thecofactorofLAT1
andLAT2,duringdifferentiationofPDLfibroblastcells.

4.TheexpressionofALP wasgraduallyincreasedandtheexpressionofColⅠ
wasdecreasedduringdifferentiationofPDLfibroblastcells.

5.TheL-leucinetransportwasreducedbytimefrom theearlystagetothelate
stageinPDLfibroblastcelldifferentiation.

Astheresults,itisconsideredthatamongneutralaminoacidtransportsystem
L in differentiation ofPDL fibroblastcells,theLAT1 hasa key rolein cell
proliferation in the early stage ofcelldifferentiation and the LAT2 has an
importantrolein thelatestageofcelldifferentiation forproviding cellswith
neutralaminoacidsincluding severalessentialaminoacids.Besides,itsuggests
new directionforalveolarboneregenerationinthetreatmentofperiodontaldisease.
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III...서서서 론론론

치주조직(periodontium)은 치아를 지지하고 감싸는 조직으로 시멘트질(cementum),
치주인대(periodontalligament),치조(alveolus)의 안쪽을 둘러싸는 뼈 및 잇몸(gingiva)
으로 구성된다.이 중 치주인대는 치주인대섬유모세포(periodontalligamentfibroblast),
상피세포(epithelialcell),미분화 간엽세포(undifferentiatedmesenchymalcell),대식세
포(macrophage)및 시멘트질모세포(cementoblast)등 다양한 세포들로 구성되어 있으
며,정상적인 자극에 의해 치조골과 시멘트질을 생성할 수 있기 때문에 치주조직의 치
유에 매우 중요한 역할을 담당하고 있다1).또한 치주인대섬유모세포는 치주치료 시 치
주인대 유지,치료 및 재생과정에서 골모세포(osteoblast)와 시멘트질모세포로 분화와
증식이 가능하기 때문에 치주조직의 재생에 중심적인 역할을 한다고 볼 수 있다1).
치주인대섬유모세포의 분화와 증식을 위해서,분화를 위한 세포내 화학적․물리적 신호

및 증식을 위한 단백질 합성에 필수적인 아미노산들의 세포 내 유입이 증가하여야 할 것이
다.세포 내로 아미노산 수송의 증가는 아미노산을 수송할 수 있는 아미노산 수송체의
과발현에 의해 유도될 것으로 생각되나 이와 같은 실험적 자료는 거의 없다.
아미노산은 단백 합성의 기질이 되는 기능 이외에도,포도당,퓨린,피리미딘 등 많

은 생체분자들의 합성을 위한 전구물질이 되므로 생체 내 필수 영양물질 중의 하나이
다2).생체분자의 생합성 반응은 주로 세포 내에서 이루어지고 아미노산은 세포막을 투
과하기 어려운 친수성 물질이므로,세포는 아미노산을 세포의 밖에서 세포의 안으로
수송하기 위한 수송 단백(아미노산 수송체)을 세포막에 필수적으로 보유해야 한다2).
세포 내 대사가 특이적으로 항진되거나 계속적인 증식과 성장이 필수적인 세포들에

는 아미노산 수송체의 기능이 상승되어 단백 합성을 위한 아미노산의 공급이 활발하게
되며,이는 이들 세포 내 아미노산의 공급을 위한 아미노산 수송체들의 발현이 특이적
으로 과발현(overexpression)됨에 의해서 이루어진다고 알려져 있다2,3).
아미노산 수송계 L은 Na+-비의존적으로 중성 아미노산을 주로 수송하는 세포막 단

백으로서 종양 세포를 포함한 대부분의 세포에서 중성 아미노산의 주 경로가 되는 아
미노산 수송체로 알려져 있다2,3).Kanai등(1998)3)에 의해 아미노산 수송계 L의 첫 번
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째 아형인 아미노산 수송체 L-typeaminoacidtransporter1(LAT1)이 C6ratglioma
cell에서 동정되었다.LAT1은 12회 세포막을 관통하는 막 단백으로서 Na+-비의존적으
로 leucine,isoleucine,valine,phenylalanine,tyrosine,tryptophan,methionine과
histidine같은 구조가 큰 중성 아미노산을 수송하는 특징을 가지고 있다3-5).LAT1은
4F2heavychain(4F2hc)이라는 1회 세포막을 관통하는 막 단백과 disulfide결합을 가
진 heterodimer형 막 단백이며,LAT1이 기능을 나타내기 위해서는 보조인자 4F2hc의
존재가 필수적이다3-6).중성 아미노산 수송체 LAT1은 종양세포와 같이 세포 내 대사
가 특이적으로 항진되거나 계속적인 증식과 성장이 필수적인 세포에서 과발현되어 세
포의 계속되는 성장에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다3,4,7,8).한편,LAT1의 분자적
동정 후에 아미노산 수송계 L의 두 번째 아형인 L-typeamino acid transporter
2(LAT2)가 동정 되었다9-12).LAT2는 구조적으로 LAT1과 매우 유사하며,Na+-비의존
적으로 다수의 필수아미노산을 포함하는 중성 아미노산을 수송한다9-12).LAT1이 구조
가 큰 중성 아미노산 만을 수송하는 특징을 보이는 반면,LAT2는 구조에 관계없이 중
성아미노산을 모두 수송하는 넓은 기질특이성을 지니고 있다3-5,9-12).
아미노산 중 필수아미노산은 세포 자신이 합성하지 못하므로 세포 외로부터 세포

내로 수송되어야 한다2).생체 내 아미노산 수송체들의 역할은 모두 중요하지만,그 중
에서 특히 아미노산 수송계 L은 그 수송기질이 필수아미노산을 포함한 대부분의 중성
아미노산이므로 매우 중요하게 인식되고 있다3,4,7,8).치주인대섬유모세포의 분화와 증식
과정에서도 아미노산 수송계 L을 포함한 아미노산 수송체들의 과발현 현상이 나타나리라
사료되지만 이와 같은 아미노산 수송체들의 발현에 관한 실험적 증거 및 분자적인 기
전을 밝히는 연구는 거의 없었다.
따라서 본 연구에서는 치주조직의 재생에 중요한 역할을 하는 치주인대섬유모세포의 분화

와 증식과정에서 아미노산 수송계 L의 발현을 관찰하여 치주인대섬유모세포의 분화․성
숙과정에서 아미노산 수송계 L의 역할을 밝히고자 하였다.
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IIIIII...실실실험험험재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...실실실험험험재재재료료료 및및및 실실실험험험동동동물물물

[14C]L-leucine은 PerkinElmerLifeScienceInc.(Boston,MA,USA)로부터 구입하
여 사용하였으며,아미노산 및 기타 시약들은 analyticalgrade를 구입하여 사용하였다.
실험동물로는 동일조건 하에서 일정기간 사육한 체중 50gm 내외의 실험용 생쥐(ICR
mouse)를 암수 구별없이 사용하였으며,먹이와 물은 제한하지 않았다.

222...치치치주주주인인인대대대섬섬섬유유유모모모세세세포포포의의의 배배배양양양과과과 분분분화화화

본 실험에서 사용한 치주인대섬유모세포는 실험용 생쥐의 대구치에서 분리하여 사
용하였다.발치한 치아의 치근 중간 1/3에서 절제한 치주인대조직을 40% FBS(fetal
bonineserm)와 20% 항생제를 가한 α-MEM으로 3회 세척한 후,60mm 배양접시로
옮겨 약 1mm2로 세절하였다.세절한 조직을 37℃의 5% CO2배양기에서 배양접시에
고르게 부착이 되도록 20분간 배양시킨 후,각 배양접시 당 2ml의 10% FBS와 1% 항
생제를 포함한 α-MEM을 가하고 단일 세포층이 형성될 때까지 3일 간격으로 배양액
을 교환하였다.세포 분화와 석회화 유도를 위하여,배양된 치주인대섬유모세포에 10%
FBS와 항생제(penicillin 100IU/ml,streptomycin 100mg/ml)가 함유된 DMEM에
ascrobicacid(50㎕/ml)와 β-glycerophosphate(10mM)를 첨가하여 배양하면서 실험에
이용하였다13).

333...역역역전전전사사사 중중중합합합효효효소소소연연연쇄쇄쇄반반반응응응(((rrreeevvveeerrrssseee tttrrraaannnssscccrrriiippptttaaassseee---pppooolllyyymmmeeerrraaassseee ccchhhaaaiiinnn rrreeeaaaccctttiiiooonnn,,,
RRRTTT---PPPCCCRRR)))분분분석석석

분화가 진행되는 각각의 치주인대섬유모세포를 TRIREAGENT kit(Molecular
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ResearchCenter,Inc.,Ohio,USA)를 이용하여 totalRNA를 추출한 후,자외선 분광
기(UV spectrometer)를 이용하여 260㎚에서 흡광도를 측정,추출된 RNA의 농도를 계
산하였다. cDNA를 합성하기 위하여 5㎍의 total RNA를 reverse-transcriptase
(InvitrogenLifeTechnologies,Carlsbad,CA,USA)와 oligo(dT)primer를 이용하여
42℃에서 60분간 역전사 반응을 시행하였다.합성된 cDNA를 LAT1,LAT2,4F2hc,
alkalinephosphatase(ALP)및 typeIcollagen(ColⅠ)등의 primer(Table1)을 이용하여
중합효소연쇄반응(PCR) 시행하였다. PCR 반응 조건은 94℃에서 12분, 변성
(denaturation)반응을 94℃에서 1분,결합(annealing)반응을 50～55℃에서 1분,중합
(extension)반응을 72℃에서 1분간 40주기를 반복하고,마지막 중합반응은 72℃에서 10
분간 연장하여 반응시켰다.각 primer의 Tm 값을 고려하여 LAT1과 4F2hc의 결합반응
온도는 54℃,LAT2의 결합반응 온도는 50℃,ALP와 ColⅠ의 결합반응 온도는 55℃로
시행하였다.RT-PCR 후 1.5% agarosegel에서 전기영동하여 각각의 PCR product를
확인하였다.

444...AAAllliiizzzaaallliiinnneeerrreeeddd염염염색색색

치주인대섬유모세포의 석회화 정도를 확인하기 위하여 Alizalinered염색을 시행하
였다.분화를 유도한 치주인대섬유모세포를 PBS로 3회 세척한 후,70% ethanole로 20
분 동안 고정한 다음 0.1% NH4OH가 함유된 1% Alizalinred-S(Sigma-Aldrich,St.
Louis,MO,USA)용액으로 5분간 염색하여 관찰하였다.

555...UUUppptttaaakkkeee실실실험험험

분화를 유도한 치주인대섬유모세포들에서 아미노산 수송계 L의 특성을 조사하기
위하여 Kim 등(2002)14)의 방법을 이용하여 아미노산 uptake실험을 시행하였다.
37℃의 성장배지가 함유된 6wellplate에서 배양된 각 분화시기별 치주인대섬유모

세포를 uptake실험에 이용하였다.성장배지를 흡수기를 이용하여 제거한 뒤 세포를
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TTTaaabbbllleee111...PPPrrriiimmmeeerrrssseeeqqquuueeennnccceeesssfffooorrrPPPCCCRRR

ALP:alkalinephosphatase
ColⅠ:typeIcollagen

PPPrrriiimmmeeerrrNNNaaammmeee SSSeeeqqquuueeennnccceee(((555'''→→→333'''))) PPPCCCRRRPPPrrroooddduuucccttt(((bbbppp)))

LAT1(sense) CAGCTCCCTGAGTATGAAAG
499

LAT1(antisense) ATCCTCAGGACATCACAAAC

LAT2(sense) TCAGCTGGAGAGACTCAGAT
500

LAT2(antisense) ATCCTTCATACCTGGTCCTT

4F2hc(sense) AAGGAGGAGCTACTGAAGGT
497

4F2hc(antisense) ATTTTGGTGGCTACAATGTG

ALP(sense) TGGCCAAGAAGACAGTAAGT
321

ALP(antisense) GCCTTATTTCATTTTCGATG

ColⅠ (sense) CTCCATGGTAGATTACGCTC
422

ColⅠ (antisense) GATACAGGCAAGGCAGATAG

GAPDH (sense) TGCATCCTGCACCACCAACT
349

GAPDH (antisense) CGCCTGCTTCACCACCTTC
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Na+-freeuptake용액(125mM choline-Cl,4.8mM KCl,1.3mM CaCl2,1.2mM
MgSO4,25mM HEPES,1.2mM KH2PO4,5.6mM glucose,pH 7.4)을 사용하여 3회
세척한 후 10분간 전배양 하였다.그 후,[14C]L-leucine30μM이 존재하는 동일 uptake
용액으로 교체하여 2분 배양시켰으며,반응의 정지를 위해 4℃의 같은 용액으로 3회
세척하였다.세척 후 세포를 0.1N NaOH에 녹여 세포 안으로 uptake되어진 방사능
을 liquid scintillation spectrometry로 측정하였으며,측정된 방사능을 pmol/mg
protein/min으로 산출하였다.본 논문의 uptake실험에서 각각의 결과를 위해 각 군은
4개의 well을 이용하였으며,각각의 결과를 mean±SEM으로 표시하였다.각 결과의
재현성을 확인하기 위하여 3회 이상 반복 실험을 수행하여 결과를 산출하였다.본 논
문의 실험대상이 되는 아미노산 수송계 L에 의한 중성 아미노산들의 수송은 Na+-비의
존적으로 이루어짐으로,본 논문의 모든 uptake실험은 Na+-freeuptake용액에서 시
행하여 비교하였다3-5,9-12).

666...통통통계계계학학학적적적 검검검정정정

모든 실험성적은 mean±SEM으로 나타내었고,각 실험군 간의 유의성 검정은
ANOVA 후에 Student'st-test를 하였으며,pvalue가 0.05미만(p<0.05)의 경우에서
통계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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ⅢⅢⅢ...실실실 험험험 결결결 과과과

111...치치치주주주인인인대대대섬섬섬유유유모모모세세세포포포 분분분화화화과과과정정정에에에서서서 아아아미미미노노노산산산 수수수송송송계계계 LLL의의의 발발발현현현

치주인대섬유모세포의 증식과 분화과정에서 아미노산 수송계 L의 아형인 LAT1과
LAT2 및 그들의 보조인자 4F2hc mRNA의 발현을 확인하기 위해, 각각의
primer(Table1)을 이용하여 RT-PCR을 시행하였다.치주인대섬유모세포에서 아미노
산 수송체 LAT1의 발현을 분화시간별로 관찰하면,분화유도 0일째인 대조군의 세포들
에서 LAT1의 발현이 관찰되었고,분화유도 2일째에서는 분화 0일째의 발현양인
GAPDH 대비 47%에서 LAT1의 발현이 30%로 감소하는 것을 볼 수 있었다(Fig.1).
분화유도 4일째에서도 LAT1의 발현양이 감소하여 GAPDH 대비 12%까지 감소하였으
며,분화유도 7일째부터는 LAT1의 발현을 관찰할 수 없었다(Fig.1).아미노산 수송체
LAT2의 발현은 분화유도 0일째인 대조군에서는 관찰되지 않았으나,분화유도 2일째부
터 관찰되었다(Fig.2).분화유도 2일째에는 GAPDH 대비 12%의 발현을 관찰할 수 있
었고 4일째에는 20%까지 발현이 증가하였으며 분화유도 7일째에는 GAPDH 대비
58%로 최대의 발현을 보였다(Fig.2).LAT2의 발현은 분화유도 14일째와 21일째로 진
행하면서 점차 감소하였다(Fig.2).LAT1과 LAT2의 기능에 필수적 보조인자인 4F2hc
의 발현은 분화유도 0일부터 21일째까지 비슷한 경향을 보였다(Fig.3).

222...치치치주주주인인인대대대섬섬섬유유유모모모세세세포포포 분분분화화화과과과정정정에에에서서서 분분분화화화 특특특이이이유유유전전전자자자의의의 발발발현현현

치주인대섬유모세포에서 분화를 유도한 후,실험적으로 분화가 유도되는지 확인하
기 위해,치주인대섬유모세포의 분화에 의해 특이적으로 발현이 증가 및 감소되는 유
전자인 ALP및 ColⅠ의 primer(Table1)을 이용하여 RT-PCR을 시행하였다.본 연구
에서 치주인대섬유모세포에서 분화를 유도한 후 시간이 경과함에 따라 ALP의 발현이
증가하는 것을 관찰할 수 있었다(Fig.4).분화유도 0일,2일 및 4일째까지는 ALP의



- 8 -

발현을 관찰할 수 없었으나,7일째부터 GAPDH 대비 82%의 발현을 보이기 시작하여
14일째에서는 190%,21일째에서는 213%의 발현을 관찰할 수 있었다(Fig.4).ColⅠ의
발현은 치주인대섬유모세포의 분화유도과정에서 감소하였다(Fig.5).ColⅠ은 분화유도
0일째인 대조군에서 GAPDH 대비 123%의 발현을 보였으며,분화유도 2일째에서
130%,4일째에서는 127%,7일째에서는 113%,14일째에서는 97%,21일째에서는 56%
로 발현이 점차 감소함을 알 수 있었다(Fig.5).이 실험의 결과로 본 실험에서 분화유
도 배지에 의한 치주인대섬유모세포의 분화를 확인할 수 있었다.

333...치치치주주주인인인대대대섬섬섬유유유모모모세세세포포포 분분분화화화과과과정정정에에에서서서 세세세포포포형형형태태태의의의 변변변화화화

치주인대섬유모세포의 분화과정에서 세포형태의 변화를 관찰하였다.분화유도 4일
째부터 세포의 증식과 팽창이 관찰되었으며 세포형태의 변화가 관찰되었다(Fig.6B,
Fig.6C).분화유도 7일째에는 여러 층의 결절과 세포가 관찰되었으며,특히 분화유도
4일과 7일 사이에 세포의 증식이 급격히 증가하여 여러 층의 세포와 흰 결절들이 관찰
되기 시작하였다(Fig.6C,Fig.6D).분화유도 7일에서 14일까지의 기간에서 흰 결절들
이 육안으로도 확인되었으며,이 시기의 세포형태는 분화유도 초기의 세포형태와 많은
차이가 있었다(Fig.6D,Fig.6E).분화유도 14일과 21일에서 흰 결절들이 더욱 결집하
여 크기의 증가를 보였다(Fig.6E,Fig.6F).

444...치치치주주주인인인대대대섬섬섬유유유모모모세세세포포포 분분분화화화과과과정정정에에에서서서 석석석회회회화화화 결결결절절절의의의 형형형성성성

치주인대섬유모세포 분화과정에서 석회화 결절을 확인하기 위하여 분화유도 후,
Alizalin-redS염색을 시행하였다.분화유도 후 7일째부터 세포증식이 관찰 되었으며,
분화유도 14일째부터는 여러 층의 결절을 관찰할 수 있었다(Fig.7A).분화유도 21일
째에는 더 많은 층의 결절이 관찰되었으며,이 결절들을 Alizalin-redS염색을 통하여
확인한 결과 석회화 결절이 형성되었음을 확인할 수 있었다(Fig.7B).
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555...치치치주주주인인인대대대섬섬섬유유유모모모세세세포포포 분분분화화화과과과정정정에에에서서서 [[[111444CCC]]]LLL---LLLeeeuuuccciiinnneee의의의 수수수송송송특특특성성성

치주인대섬유모세포 분화과정에서 아미노산 수송특성을 조사하기 위하여,중성아미
노산 중 실험적으로 가장 많이 이용되는 [14C]가 표지된 L-leucine을 이용하여 uptake
실험을 시행하였다.분화유도 0일째인 대조군에서 L-leucine의 uptake양은 1875±
175pmol/mg protein/min이었고, 분화유도 2일째에서는 1768 ± 165pmol/mg
protein/min이었으며,분화유도 4,7,14및 21일째에는 1524±107,984±106,935±
127및 896±84pmol/mgprotein/min로 L-leucine의 uptake양이 점차 감소함을 알
수 있었다(Fig.8).
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

본 연구에서는 치주인대섬유모세포의 분화와 성숙과정 시 필수적인 생체 영양물질인 아미
노산들의 세포 내 수송에 관여하는 아미노산 수송계 L의 발현양상 및 역할을 밝히기 위해,
실험용 생쥐의 대구치에서 분리한 치주인대섬유모세포에서 실험적 분화를 유도한 후,아미
노산 수송계 L의 발현을 관찰하고 아미노산 수송분석을 시행하였다.
아미노산 수송체들의 발현을 조사하는 RT-PCR 기법을 통해,LAT1mRNA 발현

은 분화유도 2일째에 대조군에 비해 감소하는 것을 볼 수 있었고,분화유도 7일째부터
는 그 발현을 관찰 할 수 없었다(Fig.1).LAT2mRNA 발현은 분화유도 2일 및 4일
째부터 대조군에 비해 증가하였으며,분화유도 7일째에 가장 많은 증가를 보이고 14일
째부터 점점 감소하는 것을 볼 수 있었다(Fig.2).아미노산 수송계 L의 첫 번째 아형
인 LAT1은 정상 조직에서는 뇌,태반,정소 등 그 발현하는 부위가 매우 제한되어 있
다3,4).또 LAT1은 종양세포에서 과발현되며,세포의 계속되는 성장에 중요한 역할을
한다고 알려져 있다3,4,7,8).아미노산 수송계 L의 두 번째 아형인 LAT2는 대부분의 사
람 장기에서 발현하고 있으며,특히 심장,뇌,태반,신장,비장,전립선,정소,난소,림
프절 및 태아의 간 등에서 많은 발현을 하고 있다9-12).사람의 신장암 세포인 T24세
포14)와 사람의 구강편평세포암종 KB세포15)에서도 LAT1의 발현을 확인할 수 있었으
나 LAT2의 발현은 관찰할 수 없었다.본 연구에서도 치주인대섬유모세포의 분화과정
중 아미노산 수송계 L의 두아형인 LAT1과 LAT2는 그 발현시기 및 발현양이 많은
차이가 있었다.Shibuya등(2005)13)과 Foster등(2006)16)은 치주인대섬유모세포에서 실
험적인 분화를 유도하여 석회화 결절을 형성시킨 실험에서 분화과정 중 ALP,bone
sialoprotein(Bsp), ColⅠ,dentin matrix protein-1(Dmp-1),osterocalcin(Ocn)및
osteropontin(Opn)등의 유전자들이 발현을 증가 또는 감소하게 되어 석회화 결절의
형성에 기여한다고 보고하였다.이 같은 선행연구자들의 보고들13,16)은 분화시기별로 중
요한 역할을 하는 유전자와 단백질들이 서로 다르다는 것을 시사한다.따라서 LAT1과
LAT2가 치주인대섬유모세포의 분화과정 중 시기별로 발현양상과 발현양이 서로 다르
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다는 것을 확인한 본 연구결과와 분화시기별로 중요한 역할을 하는 유전자와 단백질들
이 서로 다르다는 것을 시사한 선행연구자들의 보고13,16)를 같이 고찰하여 볼 때,치주
인대섬유모세포의 분화유도 후 석회화 결절을 형성하는 과정에서 중성아미노산 수송체
LAT1은 분화유도 초기에서 세포의 증식을 조절하며,중성아미노산 수송체 LAT2는
분화기간 동안 석회화 결절 형성에 중요한 역할을 한다는 것을 시사한다.
아미노산 수송계 L의 두 아형인 LAT1과 LAT2의 기능을 위한 필수적인 보조인자

인 4F2hc발현은 치주인대섬유모세포의 분화와 성숙과정 동안 발현의 변화를 관찰할 수
없었다(Fig.3).이는 LAT1과 LAT2는 분화과정 동안 그 발현양이 조절되지만,4F2hc
는 그들의 보조인자로 필수적이기 때문에 발현양의 변화가 관찰되지 않은 것으로 사료
된다.
본 연구에서 ALPmRNA의 발현은 분화유도 초기에서는 그 발현을 관찰할 수 없

었으나,분화유도 7일째부터 발현되어 분화유도 14일과 21일에 발현이 최대로 증가함
을 볼 수 있었다(Fig.4).ColⅠ mRNA의 발현은 분화가 진행함에 따라 점점 감소하는
것을 관찰 할 수 있었다(Fig.5).이 결과는 Foster등(2006)16)의 연구결과와 유사한 것
으로서,본 연구에서 치주인대섬유모세포의 실험적인 분화가 정상적으로 이루어졌음을
의미한다.또한 분화 중인 치주인대섬유모세포의 형태학적인 관찰(Fig.6)과 석회화 결
절 형성을 확인하기 위한 Alizalinred-S염색(Fig.7)을 통해서도 석회화 결절 및 분
화중인 세포와 기질들을 관찰할 수 있었다.
치주인대섬유모세포 분화과정에서 아미노산 수송특성을 조사하기 위하여,중성아미

노산 L-leucine을 이용하여 uptake실험을 시행한 결과,분화유도 후 4일까지 완만한
감소를 보였으며,분화유도 7일 이후에 급격한 감소를 보였다(Fig.8).Yoon등(2005)17)

은 사람의 정상 구강편평상피세포와 사람의 구강편평세포암종에서 아미노산 수송계 L
의 발현 및 역할을 밝힌 연구에서,정상세포주인 구강편평상피세포에서는 LAT2만 발
현하고 암세포주인 구강편평세포암종에서는 LAT1만 발현하여 각각의 세포에서 중성
아미노산의 세포 내 유입역할을 담당한다고 보고하였으며,구강편평상피세포에서
LAT1에 의해 유도되는 L-leucineuptake양이 구강편평세포암종에서 LAT2에 의해
유도되는 L-leucineuptake양보다 동일한 조건에서 많다는 것을 보고하였다.본 연구
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의 치주인대섬유모세포 분화과정에서는 시기에 따라 발현하는 아미노산 수송계 L의
아형이 서로 달랐으며,LAT1이 발현하는 분화유도 초기에는 L-leucineuptake양이
상대적으로 높았으나 LAT2가 발현하는 분화유도 중기이후에는 L-leucineuptake양
이 점차 감소함을 확인할 수 있었다.본 연구에서의 L-leucineuptake결과와 Yoon등
(2005)17)의 연구결과를 같이 고찰하여 볼 때,본 연구에서 치주인대섬유모세포의 분화
유도 후 석회화 결절을 형성하는 과정에서 중성아미노산 수송체 LAT1은 분화유도 초
기의 세포증식에 요구되는 중성아미노산을 세포 내로 유입시키는 역할을 하며,아미노
산 수송체 LAT2는 분화기간 동안 분화 및 석회화 결절형성에 요구되는 중성아미노산
을 세포 내로 유입시키는 역할을 한다고 사료된다.
세포 내 대사가 특이적으로 항진되거나 계속적인 성장,증식 및 분화가 일어나는

세포들에서는 아미노산 수송체들의 기능이 상승되어 단백질 합성을 위한 아미노산 공
급이 활발하게 되며,이는 이들 세포 내 아미노산의 공급을 위한 아미노산 수송체들의
발현이 특이적으로 과발현 됨에 의해서 이루어진다고 알려져 있다3,4,7,8).아미노산 수송
계 중 아미노산 수송계 L은 그 수송 기질이 필수아미노산을 포함한 대부분의 중성아
미노산이므로 매우 중요하게 인식되고 있다2,3).본 연구에서 LAT1은 분화유도 초기에
발현이 나타나 분화가 진행됨에 따라 그 발현이 감소하였고,LAT2는 분화유도 중기에
서부터 발현이 증가하는 것을 알 수 있었으며,이러한 결과는 치주인대섬유모세포의
분화과정에서 아미노산 수송체 LAT1은 분화유도 초기의 세포의 증식에 중요한 역할
을 하며,아미노산 수송체 LAT2는 세포증식 이후의 세포분화 및 석회화 결절형성에
중요한 역할을 한다는 것을 시사한다.
결론적으로,본 연구의 결과로 치주인대섬유모세포의 분화과정에서 중성아미노산

수송계 L중,환경의 변화에 따라 발현 변화가 민감한 LAT1은 분화유도 초기의 세포
증식에서,LAT2는 분화유도 중기이후의 세포분화에서 단백질 생합성을 위한 중성아미
노산의 수송에 중요한 역할을 하는 것으로 사료되며,이들 아미노산 수송체 이론을 응
용한 유전자,단백질 및 약물을 이용하여 치조골 재생에 관한 또 하나의 방향을 제시
할 수 있을 것으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

치주인대섬유모세포의 분화와 성숙과정 시 필수적인 생체 영양물질인 아미노산들의 세포
내 수송에 관여하는 아미노산 수송계 L의 발현양상 및 역할을 밝히기 위해,실험용 생쥐의
대구치에서 분리한 치주인대섬유모세포에서 실험적 분화를 유도한 후,RT-PCR분석,세포
형태 관찰,Alizalin-redS염색 및 uptake분석실험을 시행하여 다음과 같은 결과를
얻었다.

1.치주인대섬유모세포의 분화과정 초기에 LAT1은 발현하였고,그 발현은 분화유도
시간이 경과하면서 점차 감소하였으며 분화유도 중반기 이후에서는 LAT1의 발현을
관찰할 수 없었다.

2.치주인대섬유모세포의 분화과정 초기에서 분화유도 중반기로 시간이 경과함에 의해
LAT2의 발현은 증가하였다.

3.치주인대섬유모세포의 분화과정 동안 LAT1과 LAT2의 보조인자인 4F2hc발현은
변화가 없었다.

4.치주인대섬유모세의 분화과정에서 ALP의 발현은 점차 증가하였으며,ColⅠ의 발현
은 감소하였다.

5.치주인대섬유모세의 분화과정에서 분화유도 초기에서 분화유도 중반기로 시간이 경
과함에 의해 L-leucine의 수송은 감소하였다.

본 연구의 결과로 치주인대섬유모세포의 분화과정에서 중성아미노산 수송계 L중,
LAT1은 분화유도 초기의 세포증식에서,LAT2는 분화유도 중기 이후의 세포분화에서
단백질 생합성을 위한 중성아미노산의 수송에 중요한 역할을 하는 것으로 사료된다.
또한 본 실험의 결과로 치주질환 치료 시 치조골 재생에 관한 또 하나의 방향을 제시
할 수 있을 것이라 사료된다.
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ⅦⅦⅦ...사사사진진진부부부도도도 설설설명명명

Fig.1.DetectionofLAT1mRNA byRT-PCR.ThefirststandcDNAsprepared
from theperiodontalligament(PDL)fibroblastcelltotalRNAswereused
astemplateforPCR amplification.ThePCR productswereelectrophoresis
ona1.5% agarosegelandvisulaizedwithethidium bromide. .Agarose
gelelectrophoresis was performed on theRT-PCR productsfrom PDL
fibroblastcells(LAT1;499bp,GAPDH;349bp)(0;0dayaftertreatment
with differentiation media,2;2daysaftertreatmentwith differentiation
media,4;4daysaftertreatmentwithdifferentiationmedia,7;7daysafter
treatmentwith differentiation media,14;14 days aftertreatmentwith
differentiationmedia,21;21daysaftertreatmentwithdifferentiationmedia)
.ThepercentageofLAT1mRNA expressionwascalculatedasaratioof
GAPDH band.

Fig.2.DetectionofLAT2mRNA byRT-PCR. .Agarosegelelectrophoresiswas
performedontheRT-PCR productsfrom PDLfibroblastcells(LAT2;500
bp,GAPDH;349bp) .ThepercentageofLAT2mRNA expressionwas
calculatedasaratioofGAPDH band.

Fig.3.Detectionof4F2hcmRNA byRT-PCR. .Agarosegelelectrophoresiswas
performedontheRT-PCR productsfrom PDLfibroblastcells(4F2hc;497
bp,GAPDH;349bp) .Thepercentageof4F2hcmRNA expressionwas
calculatedasaratioofGAPDH band.

Fig.4.Detectionofalkalinephosphatase(ALP)mRNA byRT-PCR. .Agarose
gelelectrophoresis was performed on theRT-PCR productsfrom PDL
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fibroblastcells(ALP;321bp,GAPDH;349bp) .ThepercentageofALP
mRNA expressionwascalculatedasaratioofGAPDH band.

Fig.5.DetectionoftypeIcollagen(ColⅠ)mRNA byRT-PCR. .Agarosegel
electrophoresis was performed on the RT-PCR products from PDL
fibroblastcells(ColⅠ;422bp,GAPDH;349bp) .Thepercentageof
ColⅠ mRNA expressionwascalculatedasaratioofGAPDH band.

Fig.6.ChangeofcellmorphologyinPDLfibroblastcells.Thecellmorphologyin
thedifferentiationmediawasexaminedafter2,4,7,14and21daysof
culture.The change ofcellmorphology during differentiation ofPDL
fibroblastcellswasinvestigated to inverted microscope100X. The
differentiatingPDL fibroblastcellson6cm cellculturedish.Ittookthe
photograph from the square zone. Differentiation pattern of PDL
fibroblastcellsat2 daysaftertreatmentwith differentiation media.
Differentiation pattern ofPDL fibroblastcellsat4daysaftertreatment
withdifferentiationmedia. DifferentiationpatternofPDLfibroblastcells
at7 days aftertreatmentwith differentiation media. Differentiation
pattern of PDL fibroblast cells at 14 days after treatment with
differentiationmedia. DifferentiationpatternofPDLfibroblastcellsat21
daysaftertreatmentwithdifferentiationmedia.Allscalebarsindicated20
㎛.

Fig.7.MineralizednoduleformationinPDLfibroblastcells.Themineralizednodule
formationinducedbythedifferentiationmediawasexaminedafter7and14
daysofculture.Thecellsweregrowninthepresenceofascorbicacidand
β-glycerophosphate for inducing the mineralization.The nodules were
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detectedbyAlizalinred-Sstaining. Mineralizednoduleformationpattern
ofPDLfibroblastcellsat7daysaftertreatmentwithdifferentiationmedia.
MineralizednoduleformationpatternofPDLfibroblastcellsat14days

aftertreatmentwithdifferentiationmedia.Allscalebarsindicated10㎛.

Fig.8.[14C]L-LeucineuptakebyPDLfibroblastcells.The[14C]L-Leucine(30 μM)
uptakemeasuredat37℃ for2minintheNa+-freeuptakesolution.Each
datapointrepresentsthemean±SEM ofthreeexperiments.** <0.01vs.0
day(thePDLfibroblastcellsat0dayaftertreatmentwithdifferentiation
media).
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ⅧⅧⅧ...황황황규규규영영영 사사사진진진부부부도도도(((FFFiiiggg...111)))
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ⅧⅧⅧ...황황황규규규영영영 사사사진진진부부부도도도(((FFFiiiggg...222)))
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ⅧⅧⅧ...황황황규규규영영영 사사사진진진부부부도도도(((FFFiiiggg...333)))
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ⅧⅧⅧ...황황황규규규영영영 사사사진진진부부부도도도(((FFFiiiggg...444)))
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ⅧⅧⅧ...황황황규규규영영영 사사사진진진부부부도도도(((FFFiiiggg...555)))
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ⅧⅧⅧ...황황황규규규영영영 사사사진진진부부부도도도(((FFFiiiggg...666)))
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ⅧⅧⅧ...황황황규규규영영영 사사사진진진부부부도도도(((FFFiiiggg...777)))
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ⅧⅧⅧ...황황황규규규영영영 사사사진진진부부부도도도(((FFFiiiggg...888)))
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