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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

EEEffffffeeeccctttsssooofffMMMeeelllaaatttooonnniiinnnooonnnMMMDDDPPPCCC---222333ccceeellllllsss
DDDiiiffffffeeerrreeennntttiiiaaatttiiiooonnn

SSShhhiiinnn,,,IIInnn---CCChhheeeooolll
AAAdddvvviiisssooorrr:::KKKiiimmm,,,HHHeeeuuunnnggg---JJJoooooonnnggg,,,DDD...DDD...SSS...,,,MMM...SSS...DDD...,,,PPPhhh...DDD...
DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttiiissstttrrryyy,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

Melatoninisthemajorhormonereleasedfrom thepinealglandandregulates
avarietyofphysiologicalandpathophysiologicalprocesses.Accordingtothe
recentstudiesthemelatonin playsan importantrolein regulation ofbone
growth.The purpose ofthis study was to determine whether melatonin
promotes the cell differentiation and nodules formation in MDPC-23
pre-odontoblastcellline.
MDPC-23cellswereculturedforupto15daysingrowthmediacontaining

differentiation medium with melatonin orwithoutmelatonin.Cultures were
stainedwithAlizarin-S.TheexpressionofthemRNAsforDSPP,OC,ALP
andNFI-CwereanalyzedbyRT-PCR.

Theresultswereasfollows:
1.Culturescontainingmelatoninatday15showedextensivemineralizationas
comparedwithcontrolcultures.
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2.MelatoninincreasedtheexpressionofDSPPandOC mRNAsinMDPC-23
cells in a concentration-dependentmanner.Howevermelatonin notchanged
ALPexpression.
3.MelatoninmarkedlydecreasedmRNA expressionofNFI-C inearlystage
culturesascomparedwithcontrolcultures.

TheseresultsdemonstratedthatmelatoniniscapableofpromotingMDPC-23
cellsdifferentiationandmineralizationandsuggestedthatmelatoninmayplay
animportantroleindentinformation.
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III...서서서 론론론

Melatonin은 송과선(pinealgland)에서 분비되는 주요 호르몬으로 지금까지
melatonin에 대한 대사와 기능적 연구에 의하면 신체의 여러 생리학적 및 병태생
리학적 조절에 중요한 역할을 수행한다2,6,9,17,21,23,26).Melatonin은 밤에 그 분비가 증
가하여 시상하부에 의한 일간리듬(diurnalrhythms)의 조절6,17),계절에 따라 출산
을 하는 계체들에 있어서 생식의 조절2,17),melatonin의 농도에 따라 여러 세포들의
분화에 영향9,26),연령증가에 따른 감소23) 등을 주요한 특징으로 한다.또한
melatonin은 유방암세포의 증식을 억제하는데 이는 밤에 일하는 여성의 경우 유방
암 발생율이 더 높다9).또한 Pierpaoli와 Reglelson23)는 melatonin이 노화억제제
(anti-agingagent)로 작용하여 melatonin을 투여한 흰쥐에서 수명이 20% 연장되
었다고 보고하였다.
Melatonin은 세 개의 transmembranereceptor(MelR1a,-1b,-1c)를 가지고 있

는데 이들 모두는 G protein과 결합하여 cAMP의 형성을 조절한다11,24,30). 여성의
경우 폐경기 이후에 melatonin의 분비가 감소하여 골다공증을 일으키는데 관여하
고,골모세포와 파골세포의 호르몬 조절에 있어서 중요한 인자로 작용한다5).
Melatonin은 골모세포의 증식과 typeIcollagen의 합성을 촉진하고19),골모세포전
구세포인 MC3T3세포에서 골모세포로의 분화와 골바탕질의 석회화를 촉진시키
며,골성장 조절에 있어 중요한 역할을 한다25).
치아의 형성은 치성상피와 외배엽성 간엽세포 사이의 상피-간엽간의 상호작용을

통해 조절되는 복잡한 발생과정을 통해 이루어진다18).치성상피는 치아기(dental
organ)를 형성하여 법랑모세포를 분화시켜 법랑질을 형성하고,외배엽성 간엽세포
는 치유두(dentalpapilla)를 형성하여 상아모세포와 치수세포를 분화시켜 상아질
과 치수를 형성한다20).
상아모세포는 외배엽성 간엽세포로부터 상아모세포 전구세포(preodontoblast)를

거쳐 상아모세포로 분화하는 과정에 주로 typeIcollagen과 같은 유기바탕질과 일
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부 지질 및 dentin sialophosphoprotein (DSPP),dentin matrix protein(DMP),
osteonectin(ON),osteocalcin(OC),osteopontin(OP)등과 같은 비아교성 바탕질을
합성하고 분비한다3,10,22).그러나 melatonin이 상아모세포로의 분화과정에 끼치는
영향에 대해서는 아직까지 잘 알려져 있지 않다.
NuclearfactorI(NFI)family는 전사-복제 인자들로 NFI-A,NFI-B,NFI-C,

NFI-X의 네 가지 유전자들로 이루어져 있으며7),많은 세포성 유전자들의 발현에
중요한 역할을 한다13).최근에 Steele-Perkins등28)은 NFI-C를 knockout하면 생
쥐에서 치관부는 정상이지만 치근이 짧거나 비정상적으로 형성된다고 하여,
NFI-C가 치근 상아질 형성을 위한 상아모세포의 분화과정에서 중요한 역할을 함
을 시사하였다.
위의 여러 연구들에 기초하여 본 논문에서는 Hanks등16)이 CD1생쥐 대구치의

치유두에서 분리한 상아모세포 전구세포인 MDPC-23세포를 이용하여 melatonin
이 상아모세포에서 석회화 결절의 형성을 촉진하는지를 확인하였다.또 melatonin
이 상아질-특이 단백인 DSPP와 석회화 표지 인자인 OC와 ALP및 최근의 연구
에서 상아모세포의 분화와 관련이 것으로 알려진 NFI-C의 발현에 끼치는 영향에
대하여 비교,분석하였다.
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IIIIII...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...세세세포포포배배배양양양 및및및 분분분화화화

생쥐 대구치 치유두세포(dentalpapilla cell)유래의 상아모세포 전구세포인
MDPC-23세포(5x105cells/60mm dish)16)를 10% fetalbovineserum (FBS,
GibcoBRL,Rockville,USA)과 항생제(Penicillin100U/ml,Streptomycin100㎍
/ml및 fungizone2.5㎍/ml,GibcoBRL,Rockville,USA)가 함유된 Dulbecco's
modifiedEagle's배양액(DMEM,GibcoBRL,Rockville,USA)에서 confluency가
될 때까지 배양하였다.MDPC-23 세포의 상아모세포로의 분화는 5% FBS,
ascorbicacid(AA;50㎍/ml)및 β-glycerophosphate(GP;10mM)가 포함된
DMEM 배양액에서 15일간 배양 하였다. 실험군은 Me2SO에
melatonin(Sigma-Aldrich,St,Louis,Mo,USA)을 50nM과 100nM씩 녹여 첨가하
였고,대조군은 같은 양의 Me2SO만 첨가하였다.

222...석석석회회회화화화 결결결절절절의의의 확확확인인인

MDPC-23세포(2.7x105cells/35-mm dish)에 melatonin(50nM과 100nM)을
첨가한 실험군과 첨가하지 않은 대조군을 5일,10일,15일 후에 1xPBS로 3회 세척
하고 70% ethanol로 20분간 고정한 다음,0.1% NH4OH가 함유된 1% Alizarin
Red-S(Sigma-Aldrich,St,Louis,Mo,USA)용액으로 염색하여 석회화 결절을 3
회 반복하여 확인하고 위상차 현미경으로 관찰하였다.

333...총총총 RRRNNNAAA 추추추출출출 및및및 RRRTTT---PPPCCCRRR분분분석석석
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총 RNA는 0,5,10,15일 후에 Trizolreagent(GibcoBRL,Gaithersberg,MD,
USA)를 이용하여 추출하였다. Superscript one-step reverse transcriptase
polymerasechainreaction(RT-PCR)(Invitrogene,MD,USA)을 이용하여 cDNA을
합성하였고, dentin sialophosphoprotein(DSPP), osteocalcin(OC), alkaline
phosphatase(ALP),nuclearfactorI-C(NFI-C)및 GAPDH 특이적 primer를 이용
하여 PCR을 수행하였다(Table1).PCR 생성물은 1.2% agarosegel에 전기영동
하여 유전자 발현을 확인하였다.

TTTaaabbbllleee111...NNNuuucccllleeeoootttiiidddeeessseeeqqquuueeennnccceeesssooofffttthhheeeppprrriiimmmeeerrrsssuuussseeedddfffooorrrRRRTTT---PPPCCCRRR

DSPP:dentinsialophosphoprotein,OC:osteocalcin,ALP:alkalinephosphatase
NFI-C:nuclearfactorI-C

NamesNamesNamesNames Primer Primer Primer Primer sequence(5'sequence(5'sequence(5'sequence(5'→→→→3')3')3')3') Size(bp)Size(bp)Size(bp)Size(bp) TTTTmmmm((((°°°°CCCC))))

DSPP S AATGGGACTAAGGAAGCTG

714 55

AS AAGAAGCATCTCCTCGGC

OC S CCACAGCCTTCATGTCCAAG

489 63.5

AS GGCAGAGAGAGAGGACAGGG

ALP S CTCTCCGAGATGGTGGAGGT

450 62

AS GTCTTCTCCACCGTGGGTCT

NFI-C S GACCTGTACCTGGCCTACTTTG

914 55

AS TTTCCACCAAAAATGCAGGCTGG

GAPDH S ACCACAGTCCATGCCATCAC

452 60

AS TCCACCACCCTGTTGCTGT
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444...DDDeeennnsssiiitttooommmeeetttrrryyy분분분석석석

RT-PCR을 수행한 각 유전자의 densitometry분석은 Gel-Docsystem(Bio-rad
laboratories,Inc.CA,USA)의 differentialanalysis프로그램을 이용하여 분석하였
고 GAPDH로 표준화하였다.

555...통통통계계계적적적 분분분석석석

각각의 실험군과 대조군의 densitometry분석의 통계처리는 Students't-test를
이용하여 통계적 유의성을 검정하였고,p-value가 0.05미만일 경우 유의한 것으로
판정하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

111...DDDSSSPPPPPP유유유전전전자자자 발발발현현현

DSPP의 발현은 대조군과 비교하여 실험군에서 melatonin의 농도가 증가할수록
발현양이 증가하였다.Melatonin100nM을 처리한 군에서 5일째부터 강하게 발현
하여 15일까지 일정하게 유지되었으며,50nM을 처리한 군에서는 초기에는 대조군
에 비해 증가를 보이지 않다가 15일째 100nM을 처리한 군과 발현양이 유사하게
증가하였다(Fig.1과 2).

222...OOOCCC유유유전전전자자자 발발발현현현

OC의 발현은 DSPP와 유사한 양상을 보였다.대조군에서 15일까지 일정하게 발
현이 증가 하였으며,melatonin50nM을 처리한 군에서는 대조군과 비슷하게 증가
하다가 15일째에 크게 증가하여 대조군보다 2배 정도 높은 발현을 보였다.100nM
을 처리한 군에서는 5일째부터 대조군과 melatonin50nM을 처리한 군에 비교하여
발현량이 증가하여,10일째부터 크게 증가하였다.15일째 melatonin을 50nM과
100nM을 처리한 두 실험군의 발현양이 유사하였다(Fig.1과 3).

333...AAALLLPPP유유유전전전자자자 발발발현현현

ALP의 발현은 실험군과 대조군 모두에서 분화가 진행되는 동안 미약한 발현양
의 증가를 보였으나,각 군에서의 발현양의 차이는 보이지 않았다(Fig.1과 4).

444...NNNFFFIII---CCC유유유전전전자자자 발발발현현현
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NFI-C의 발현은 MDPC-23세포의 분화가 진행함에 따라 발현양이 감소하였으
며,특히 melatonin을 처리한 실험군에서 대조군과 비교하여 초기에 2배 정도 빠르
게 발현양이 감소함을 보였다(Fig.1과 5).

555...석석석회회회화화화결결결절절절의의의 형형형성성성 확확확인인인

MDPC-23세포는 GP/AA가 첨가된 DMEM 배양액(분화 배양액)에서 상아모세
포로 분화하였다.이들 세포는 분화 배양액에서 적어도 15일 동안 배양하였을 때
석회화 결절을 형성하였다.배양 5일째 모든 군에서 석회화 결절이 관찰되지 않았
다(Fig.6).Melatonin의 농도가 증가할수록 석회화 결절 형성을 촉진하였는데,분
화 15일 째 melatonin을 첨가하지 않은 군에 비해 첨가한 군에서 석회화 결절 형
성이 촉진되었다(Fig.7).



- 8 -

ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

송과선에서 분비되는 melatonin은 밤에 분비가 증가하여 인체의 밤과 낮의 주기
조절에 관여하고 연령의 증가에 따라 그 분비량이 감소하여 노화의 진행과 밀접한
관련을 갖는다5,6,9).Cardinali등5)은 골에 대한 melatonin의 임상적 적용에서 여성
의 경우 폐경기이후에 melatonin의 감소가 골다공증을 일으키는데 관여한다고 하
여 골모세포와 파골세포의 호르몬 조절에 있어서 중요한 인자로 melatonin을 보고
하였다.Nakade 등19)은 에서 melatonin이 골모세포의 증식과 type I
collagen의 합성을 촉진시킨다고 하였고,Roth등25)은 melatonin은 골모세포분화와
바탕질의 석회화를 촉진시키며,골성장 조절에 있어 중요한 역할을 한다고 보고하
였다.
본 연구에서는 상아모세포 전구세포인 MDPC-23세포를 이용하여 melatonin이

상아모세포로의 분화와 석회화 결절의 형성에 어떠한 영향을 미치는 지를 확인하
였다.MDPC-23세포는 Hanks등16)이 CD1생쥐 대구치의 치유두에서 분리하여
만든 세포주로 일정한 조건에서 배양하면 분화하여 상아모세포의 특성을 나타낸다
8,15,29).배 등1)의 실험에서도 MDPC-23세포를 배양하여 DSPPmRNA의 발현을
관찰하였다.이는 치유두 세포주인 MDPC-23세포가 상아모세포의 특성을 나타내
며,상아모세포의 분화과정을 연구하는데 MDPC-23세포가 유용하게 사용될 수
있음을 의미한다.
이 실험에서 석회화 결절 형성에 관하여 살펴보면,MDPC-23세포에 GP/AA를

첨가하여 15일 동안 배양하였을 때 석회화가 일어났다.Melatonin의 농도가 증가
할수록 석회화결절 형성을 촉진하여 분화 15일째는 melatonin을 첨가하지 않은 군
에 비해 melatonin을 첨가한 군에서 석회화 결절의 형성이 강하게 관찰되었다.
Roth등25)은 골모세포 전구세포인 MC3T3세포를 이용한 실험에서 melatonin을
첨가하지 않은 군에서는 21일이 되어서야 석회화결절이 형성됨에 반하여
melatonin50nM을 첨가한 군에서는 12일째에 석회화 결절이 형성되었다고 하였
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다.
상아모세포-특이 유전자인 DSPP는 ALP,OC과 같은 석회화 표지 단백과 함께

상아질의 석회화를 유도한다.DSPP는 비아교성 단백질에 속하는 대표적인 상아질
-특이 단백질로 하나의 유전자로부터 dentinsialoprotein과 dentinphosphoprotein
의 두 가지 단백질을 합성하며 상아질의 석회화 과정에서 중요한 역할을 하는 것
으로 알려져 있다12,27).OC는 골모세포,상아모세포,백악모세포에 의해서 합성되는
비아교성 단백질로 석회화 후기에 주로 발현된다4,22).Alkalinephosphatase(ALP)
의 활성은 모든 무기질침착 조직의 형성과 관련이 있다14).
본 연구에서는 MDPC-23세포에 melatonin을 첨가하지 않은 군과 첨가한 군을

15일 동안 배양하여,상아질의 분화와 석회화를 판단 할 수 있는 지표가 되는 인
자인 DSPP,OC,ALP의 발현 정도를 RT-PCR을 수행하여 분석하였다.DSPP의
발현은 대조군과 비교하여 실험군에서 melatonin의 농도가 증가 할수록 발현양이
증가하였으며,특히 melatonin100nM에서 5일째부터 강하게 발현하여 15일까지
일정하게 유지되었다.OC는 DSPP와 유사한 결과를 보여 주었는데 100nM을 처리
한 군에서는 5일째부터 대조군과 melatonin50nM을 처리한 군에 비해서 2배정도
발현량이 증가 하였다.ALP는 melatonin대조군과 실험군 모두에서 분화가 진행
되는 동안 발현양이 증가 하였으며,각 군에서 큰 차이를 보이지 않았다.
Roth등25)은 MC3T3세포에 melatonin을 첨가한 경우에는 첨가하지 않은 군에

비해 골모세포-특이 유전자인 BSP와 ALP,OP,OC와 같은 다른 석회화 표지자들
의 유전자 발현이 증가하였다고 보고하였다.또한 melatonin은 세 개의 막투과 수
용체를 가지고 있는데 골모세포 분화가 이들 수용체에 의해 조절되는지를 규명하
기 위하여 막투과 수용체에 경쟁적 억제제(competitiveinhibitor)인 luzindole과 함
께 처리한 실험에서 luzindole은 melatonin에 의해 유도된 BSP와 ALP의 발현을
감소시킨다고 보고하였다.앞으로 상아모세포에서도 막투과 수용체의 억제제에 의
해서 melatonin의 효과가 감소되는지 연구가 필요하다고 생각된다.위의 두 연구에
의하면 melatonin은 골모세포에서와 비슷하게 상아모세포의 분화와 석회화를 촉진



- 10 -

함을 알 수 있다.
NFI-C는 치아 발생과정에서 외배엽성 간엽세포에는 발현되지 않으나,상아모세

포 전구세포에서 발현되기 시작하여 상아모세포의 분화가 진행되어 감에 따라 발
현이 증가한다28).NFI-C가 상아모세포 뿐만 아니라 골모세포에도 발현되지만
NFI-C(-/-)생쥐에서 치근 상아질 형성에만 이상이 초래된 것은,NFI-C가 상아
모세포에만 선택적으로 작용함을 의미한다28).배 등1)의 연구에 의하면 NFI-C
(-/-)생쥐의 상아모세포는 키가 작고 타원형 모양으로 세포 극성이 상실되는 등
매우 불규칙한 양상을 보였다.이 결과는 NFI-C유전자의 결손이 일어나면 세포
사이 결합장치의 형성이 방해되어 상아모세포가 비정상적으로 분화하고,이에 따
라 비정상적인 상아질이 형성되는 것으로 생각할 수 있다.
배 등1)은 MDPC-23세포에서 NFI-C를 과발현 시킨 3일 후에 DSPPmRNA의

발현이 증가함을 확인하였다.이는 DSPP가 상아모세포의 분화 후기에 발현이 증
가한다는 것을 생각하면,NFI-C에 의해 DSPP의 발현이 촉진되었음을 의미한다.
본 연구에서는 NFI-C는 MDPC-23세포가 분화함에 따라 발현양이 감소하였으며,
특히 melatonin을 처리한 군에서 두 배정도 빠르게 발현량이 감소함을 보여 주었
다.위의 결과들은 NFI-C가 상아모세포의 분화 초기에 작용함을 의미하며,
melatonin에 의해서 상아모세포의 분화가 촉진됨에 따라 NFI-C의 작용도 그와 비
례하여 빨라지는 것으로 생각된다.
위의 결과들을 종합하면 melatonin은 상아모세포 전구세포인 MDPC-23세포의

분화와 석회화를 촉진시키며,상아질 형성에 중요한 역할을 하는 것으로 생각된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

Melatonin은 송과선(pinealgland)에서 분비되는 주요 호르몬으로 신체의 여러
생리학적 및 병태생리학적 조절에 관여한다.최근의 연구들에 따르면 melatonin은
골모세포 분화와 바탕질의 석회화를 촉진시켜 골성장 조절에 있어 중요한 역할을
하는 것으로 알려졌다.
본 연구에서는 상아모세포 전구세포인 MDPC-23세포를 이용하여 melatonin이

상아모세포 분화를 촉진시키는 지를 확인하였다.MDPC-23세포에 분화 배양액과
melatonin을 첨가하여 분화를 유도시킨 후,RT-PCR을 이용하여 DSPP,OC,ALP
와 NFI-C의 발현 변화를 분석하여 다음과 같은 결과들을 얻었다.

1.석회화 결절의 형성은 melatonin의 농도가 증가할수록 촉진되었으며,특히 분
화 15일째에 대조군에 비해 석회화 결절의 형성이 강하게 관찰되었다.
2.DSPP와 OC의 발현은 melatonin의 농도증가에 따라 증가된 반면에,ALP의

발현은 melatonin의 농도에 따라 변화가 없었다.
3.NFI-C의 발현은 melatonin의 농도증가에 따라 배양 초기에 대조군에 비해

크게 감소하였다.

위의 결과들을 종합하면 melatonin은 상아모세포 전구세포인 MDPC-23세포의
분화와 석회화를 촉진시키며,상아질 형성에 중요한 역할을 하는 것으로 생각된다.
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사사사진진진부부부도도도 설설설명명명

Fig.1.DoseresponsesofmelatoninontheexpressionofmRNAsforDSPP,
OC,ALPandNFI-C.ConfluentMDPC-23cellsweregrownfor0,5,10and15
daysindifferentiationmediacontainingvariousconcentrationsofmelatoninas
indicated.TotalRNA wasisolated,andmRNA expressionofDSPP,OC,ALP,
NFI-C and GAPDH was assessed by RT-PCR analysis.DSPP,dentin
sialophosphoproteinOC,osteocalcinALP,alkalinephosphataseNFI-C,nuclear
factorI-C;GAPDH,glyceraldehyde3-phosphatedehydrogenase.

Fig.2.DSPP expression in MDPC-23 cells.A densitometric analysis of
endogenousDSPP expressionsinMDPC-23cellswithorwithoutmelatonin.
Resultsaremeans±SDfrom threeindependentexperiments.p<0.05(*).

Fig. 3.OC expression in MDPC-23 cells.A densitometric analysis of
endogenous OC expressions in MDPC-23 cells with orwithoutmelatonin.
Resultsaremeans±SDfrom threeindependentexperiments.p<0.05(*).

Fig.4.ALP expression in MDPC-23 cells.A densitometric analysis of
endogenousALP expressionsin MDPC-23 cellswith orwithoutmelatonin.
Resultsaremeans±SDfrom threeindependentexperiments.p<0.05(*).

Fig.5.NFI-C expression in MDPC-23 cells.A densitometric analysis of
endogenousNFI-C expressionsinMDPC-23cellswithorwithoutmelatonin.
Resultsaremeans±SDfrom threeindependentexperiments.p<0.05(*).
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Fig.6.Photomicrographs ofAlizarin Red-S stained MDPC-23 controland
melatonin-treated cells.MDPC-23cellswereplated on 35-mm dishesata
densityof2.7x105cells/dish.Cultureswerestainedat5and15daysafter
treatmentwith GP/AA only (A),melatonin 50 nM/GP/AA (B) melatonin
100nM/GP/AA (C).

Fig.7.PhasecontrastmicrographsofAlizarinRed-SstainedMDPC-23control
andmelatonin-treatedcells.MDPC-23cellswereplatedon35-mm dishesata
densityof2.7x105cells/dish.Cultureswerestainedat5(A)and15(B,C)days
aftertreatmentwithGP/AA only(B),melatonin100nM/GP/AA (A,C).
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