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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

APin APin APin APin protein protein protein protein interactions interactions interactions interactions using using using using protein protein protein protein microarraymicroarraymicroarraymicroarray

PPPaaarrrkkk,,,SSSuuunnn---HHHwwwaaa
AAAdddvvviiisssooorrr:::KKKiiimmm,,,HHHeeeuuunnnggg---JJJoooooonnnggg,,,DDD...DDD...SSS...,,,MMM...SSS...DDD...,,,PPPhhh...DDD...
DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttaaalllEEEnnngggiiinnneeeeeerrriiinnnggg,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

Proteinmicroarrayorproteinchipsispotentiallypowerfultoolsforanalysis
ofprotein-proteininteractions.APincDNA waspreviouslyidentifiedandcloned
from a ratodontoblastcDNA library.The purpose ofthis study was to
investigatetheAPinproteininteractionsduringameloblastdifferentiation.
Proteinmicroarray wascarriedwith recombinantAPinprotein andMEF2,

AurorakinaseA,BMPR-IBandEF-handcalcium bindingproteinwereselected
among 74 interacting proteins.Immortalized ameloblast cells(ALCs) were
transfectedwithpCMV-APinconstructandU6-APinsiRNA construct.After
transfection,theexpressionofthemRNAsforfourproteinsselectedbyprotein
micoarrayswereassessedbyRT-PCR.
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Theresultswereasfollows:
1.APinexpressionincreasedanddecreasedmarkedlyafteritsover-expression
andinactivation,respectively.
2.Over-expression oftheAPin in theALCsmarkedly down-regulated the
expressionofMEF2andAurorakinaseA,whereastheirexpressionremained
unchangedbyitsinactivation.
3.Over-expression ofthe APin in the ALCs markedly up-regulated the
expressionofMEF2andAurorakinaseA,whereasexpressionofBMPR-IB
remainedunchangedandexpressionofEF-handcalcium bindingproteinwas
markedlydown-regulatedbyitsinactivation.

These results suggestthatAPin plays an importantrole in ameloblast
differentiationandmineralizationbyregulatingtheexpressionofMEF2,Aurora
kinaseA,BMPR-IBandEF-handcalcium bindingprotein.
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III...서서서 론론론

치아의 형성은 치성상피와 외배엽성 간엽세포 사이의 상피-간엽간의 상호작용을
통해 조절되어지는 복잡한 발생과정을 통해 이루어진다20).치성상피는 치아기
(dentalorgan)를 형성하여 법랑모세포(ameloblast)로 분화하여 법랑질을 형성하고,
외배엽성 간엽세포는 치유두(dentalpapilla)를 형성하여 상아모세포(odontoblast)와
치수세포(pulpcell)로 분화하여 상아질과 치수를 형성한다13).
Dey등12)은 상아모세포의 분화와 상아질 형성과정에 관여하는 유전자로 OD314

를 보고하였는데,이는 흰쥐의 상아모세포(odontoblast)에서 특이하게 발현되고 두
개골의 골모세포(calvarialosteoblast)와 치유두 세포(dentalpapillacell)에서는 발
현되지 않는다고 하였다.김 등1)은 OD314가 154아미노산을 합성하는 그 기능이
알려져 있지 않은 새로운 유전자로 주로 세포질에 존재하며,mRNA와 그 합성 단
백질이 상아모세포에서 선택적으로 발현된다고 하였다.또 사람 치수세포의 분화
과정에서 OD314는 치수세포가 상아모세포로 분화하는 초기 과정에 발현되어 그
발현이 유지되다가 석회화과정에서 더욱 증가한다고 보고하였는데,이러한 사실은
OD314가 상아질의 석회화과정에 관여함을 시사하였다.
최근에 박 등4)은 상아모세포 분화과정에서 OD314의 역할에 대한 연구 과정에

서 상아모세포-특이 인자로 보고된 OD314가 치아 발생과정에서 상아모세포 뿐 아
니라 법랑모세포에도 발현된다고 하여 OD314의 법랑질 형성에서의 역할을 시사하
였다.OD314cDNA는 Solomon등29)에 의해 상피성치성종양(calcifyingepithelial
odontogenictumor)에서 amyloid침전물의 분비성분으로 분리된 APin단백질의
염기서열과 거의 유사함이 밝혀졌다.최근에 Aung등6)은 위암 특이유전자를 검색
하여 APin이 위암세포에서 강하게 발현된다고 보고하였고,흥미롭게도 Moffatt등
21)은 박 등4)의 결과와 유사하게 APin이 성숙기 법랑모세포에서 뿐 아니라 치아기
에서도 발현된다고 하였다.
한편 단백질은 그 특성상 또다른 단백질과 상호작용을 통해 그 기능을 수행한
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다.단백질칩(proteinchip)을 이용한 proteinmicroarry는 단백질의 연구에 중요하
게 사용되는 핵심기술로 질병의 진단 및 biomarker발굴,단백질의 발현 및 기능
연구,단백질의 상호작용연구,신약개발 등 다양한 응용분야를 가지고 있어 의학,
약학,생명과학 분야에서 광범위하게 이용되고 있다17,18).단백질칩을 이용한 APin
의 proteinmicroarry는 APin과 상호작용하는 단백질들을 분석하는데 가장 적합한
방법 중의 하나이다.
본 연구에서는 proteinmicroarry를 이용하여 APin단백질과 높은 친화성을 보

이며,APin의 기능과 관련이 있는 단백질들인 MADSboxtranscriptionenhancer
factor2(MEF2),AurorakinaseA,bonemorphogeneticprotein receptorIB
(BMPR-IB)와 EF-hand calcium binding protein을 분석하였다.MEF215,33)와
AurorakinaseA8,9,16)는 종양의 생성(tumorigenesis)과 증식(tumorproliferation)에
관계가 있고,BMPR-IB5,23)는 여러 기관의 발생과,EF-hand calcium binding
protein10,11)은 석회화(mineralization)과정에 연관이 있다.
RNAi(RNA interference)는 특정 유전자의 발현을 억제(inactivation)함으로써 나

타나는 효과를 분석하여 역으로 그 기능을 추정하는 연구 방법으로,siRNA (small
interferingRNA)를 이용하여 서열 특이적으로 mRNA의 분해를 유도함으로써 단
백질 합성을 차단하고 그 결과 유전자의 발현을 간섭 작용하는 최신 기법이다30).
본 실험에서는 김 등3)의 방법과 동일하게 APin유전자의 발현을 억제할 수 있는
U6-APinsiRNA construct와 APin유전자를 과발현(over-expression)시킬 수 있
는 CMV-APinconstruct를 제작 후 법랑모세포주에 transfection하였다.
최근에 새롭게 알려진 APin단백질의 기능분석을 위해 본 연구에서는 법랑모세

포주25)에 APin의 과발현과 발현억제를 시킨 다음에 proteinmicroarry를 시행하여
APin과 결합한 4개의 단백질들이 실제로 APin과 상호작용하는지를 유전자 발현을
통해서 비교,분석하였다.
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IIIIII...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...AAAPPPiiinnn재재재조조조합합합 단단단백백백질질질(((rrreeecccooommmbbbiiinnnaaannntttPPPrrrooottteeeiiinnn)))의의의 합합합성성성

APin재조합 단백질의 합성은 김2)이 시행한 과정과 동일한 방법으로 합성하였
다.과정을 요약하면 다음과 같다.
사용된 균주 및 배양은 E.coliBL21(DE3)와 pLysS(pRSET-APin)을 사용하여,

주배양은 1LLB배지에 100㎖ 배양액을 접종하여 OD600이 0.4～0.6사이 도달
시 최종농도가 1mM이 되도록 isoprophyl-β-D-thiogalactopyranoside(IPTG)를 첨
가하여 3～6시간 배양하였다.Celllysate준비는 발현이 유도된 균체를 원심분리한
후,lysisbuffer(50mM NaH2PO4,300mM NaCl,pH 8.0)의 초기 배양액 부피 대
비 25～50배로 농축,현탁 후,최종 농도가 1mg/ml이 되도록 lysozyme을 처리한
후 원심분리하여 상층액을 회수하였다.
Fast protein liquid chromatography(FPLC)를 이용한 정제과정은 Ni-NTA

cloumn에 10ml의 샘플을 주입하고,binding buffer로 0.5ml/min,3CV동안
His-Tag단백질을 resin에 결합시켰다.Washingbuffer로 0.5ml/min,3CV동안
흘려 non-specificbindingprotein을 씻어냈다.Washingbuffer와 elutionbuffer로
gradient를 주어 imidazole농도를 서서히 증가시키면서 His-Tag단백질을 분리해
내었다.회수된 정제 단백질의 분리는 50mM NaH2PO4(pH 8.0)buffer를 이용하
여 4℃에서 24시간 dialysis하였다.Dialysis후,정제 단백질 확인하여 많은 양을
차지하는 작은 size의 band는 sizecut-offfiltration을 통해 추가제거를 하였다.

222...PPPrrrooottteeeiiinnnMMMiiicccrrroooaaarrrrrryyy

ProtoArrayTM (InvitrogenLifetechnologies,California,USA)kit를 사용하여
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proteinmicroarry를 시행하였다.

111)))BBBllloooccckkkiiinnnggg
정제된 단백질(50 ㎍/㎖) 120 ㎕를 vortexing 없이 잘 섞어준 후 protein

microarray포함한 mailer를 4℃에 15분간 유지하였다.Chamber안에 microarray
를 위로 향하게 장착 후 25㎖ blockingbuffer를 벽면을 따라 넣어 coldroom에서
1시간 배양하였다.Mailer제거 후 wipe위에서 array의 끝을 서서히 쳐서 완충액
만 건조하였다.

222)))PPPrrrooobbbiiinnnggg과과과 wwwaaassshhhiiinnnggg
Protein(50 ㎍/㎖)120 ㎕를 array membrane에 전체적으로 골고루 뿌린 후

hybrislipcoverslip를 arraymembranearea를 덮었다.50㎖ 튜브에 array가 위를
향하도록 하고 넣어 뚜껑을 닫고 tapping한 후 어떠한 충격 없이 4℃에 1시간 30
분간 두었다.50㎖ 튜브에서 array를 꺼내 얼음위에서 배양된 chamber안에 사선
방향으로 넣은 후 25㎖ probingbuffer를 넣어 array를 서서히 흔들어 hybrislip
제거한 후 chamberrail에 array를 장착한다.25㎖ probingbuffer를 chamber벽
면에 넣어 얼음위에서 1분간 배양한 후 천천히 3회 따라내기를 하였다.

333)))AAAnnntttiiibbbooodddyyy처처처리리리
Probingbuffer와 Anti-His-AlexaFluor647Antibody를 0.3㎍ 농도로 25㎖를

chamber벽면을 따라 넣어 암실 얼음위에서 30분간 배양하였다.

444)))WWWaaassshhhiiinnnggg과과과 dddrrryyyiiinnnggg
25㎖ probingbuffer를 chamber벽면에 넣어 얼음위에서 1분간 배양한 후 천천

히 3회 따라내기를 하였다.멸균된 50㎖ 튜브에 array를 두고 800xg로 원심분리
시킨 다음 암실에서 1시간 동안 배양한 후 scan을 하였다.
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333...AAAPPPiiinnn의의의 과과과발발발현현현과과과 발발발현현현억억억제제제 cccooonnnssstttrrruuucccttt의의의 제제제작작작 및및및 tttrrraaannnsssfffeeeccctttiiiooonnn

111)))CCCooonnnssstttrrruuucccttt제제제작작작
APin과발현 construct의 제작은 APin의 openreadingframe(ORF)를 포함하는

cDNA를 진핵 세포 발현 vector인 pcDNA3의 EcoRI절단 부위에 정상 단백 합성
방향으로 위치시킨 후 potentcytomegalovirus promoter (pCMV)를 부착시켜
construct를 제작하였다.
APin 발현억제 construct의 제작은 김 등2)의 방법으로 제작한 APin siRNA

construct를 제작하여 실험에 이용하였다.

222)))법법법랑랑랑모모모세세세포포포주주주 배배배양양양 및및및 tttrrraaannnsssfffeeeccctttiiiooonnn
Dr.Sugiyama로부터 받은 법랑모세포주25)를 5% fetalbovine serum (FBS,

GibcoBRL,Rockville,USA)과 항생제 (Penicillin100U/㎖,Streptomysin100㎍
/㎖,Gentamycin 50㎍/㎖ 및 fungizone2.5㎍/㎖)가 함유된 ModifiedEagles
Medium (MEM,GibcoBRL,Rockville,USA)에 epidermalgrowthfactor(EGF,
Sigma-Aldrich,St,Louis,Mo,USA)를 첨가하여 type1collagen이 처리된 배양
접시에서 하루 동안 배양하였다.
다음날 세포가 배양접시의 70～80%의 면적까지 증식한 것을 확인한 후

Lipofectamine reagent(Gibco BRL,Rockville,USA)와 plus reagent에 각각
CMV-APin 플라스미드와 U6-APin siRNA 플라스미드를 혼합한 다음
OPTI-MEM(GibcoBRL,Rockville,USA)을 넣고 배양기에서 37℃,5% CO2의 조
건으로 5～7시간 배양하였다.배양 후 5% FBS와 ascorbic acid 그리고 β

-glycerophosphate가 포함된 MEM 배양액을 첨가 한 다음 배양기에서 하루 더 배
양한 후 RNA를 추출하였다.
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444...RRRTTT---PPPCCCRRR

RT premixkit(Bioneer,Daejeon,Korea)를 이용하여 friststrandcDNA를 합성
하고 APin,MEF2,Aurora kinase A,BMPR-IB,EF-hand calcium binding
protein과 비교로 glyceradehyde-3-phosphatedehydrogenase(GAPDH)의 특이적
primer를 이용하여 PCR증폭을 시행하였다(Table1).PCR은 95℃에서 30초,55℃
에서 30초,72℃에서 30초의 조건으로 33사이클을 시행하였다.PCR 생성물은
1.5% agarosegel에서 전기영동하여 유전자 발현을 확인하였다.

PPPrrrooottteeeiiinnnsss PPPrrriiimmmeeerrrssseeeqqquuueeennnccceee(((555'''---333'''))) sssiiizzzeee(((bbbppp)))

APin S ccagcaggctagtcctatgtcctatgtgg
608AS cgcgtcgacatgagatcagtg

MEF2 S aatgtcactgcctggcaaca 378AS tcatcccggtctcccgtctcata
AurorakinaseA S gttgaagattgcagacttcgggtg

427
AS ccgtggttcaggattccctaagat

BMPR-IB S gggttggtgtcactggtaggatta 476AS acctgacagatcagatgcttcctc
EF-handcalcium
bindingprotein

S gaaggagacagccaatcagatcca 499AS cgtagatgacgaaggttaggccat
GAPDH S accacagtccatgccatcac

452
AS tccaccaccctgttgctgt

Table1.NucleotidesequencesoftheprimersusedforRT-PCR
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

111...AAAPPPiiinnn재재재조조조합합합 단단단백백백질질질의의의 합합합성성성

정제된 APin 단백질은 약 1 ㎎/㎖의 농도로 얻어졌고,SDS-PAGE 분석과
6X-Histagantibody를 사용하여 western을 시행하여 확인되었다.

222...PPPrrrooottteeeiiinnnMMMiiicccrrroooaaarrrrrryyy

본 연구에서는 글라스위에 nitrocellulose가 coating되어있는 NC slide칩을 사용
하였다.칩상의 모든 단백질은 gatewaysystem으로 fulllengthclone을 만들고
insectcell을 이용하여 발현을 시켰다.생산되는 모든 단백질은 glutathiones-
transferase(GST)tag을 가지고 있기 때문에 GST column을 이용하여 분리하여
pinspot방식으로 spotting하였다.
APin단백질을 probe로 이용하여 protoarray실험을 한 결과이다(Fig.1).APin

과 결합하는 단백질 중에서 Z-score값이 3이상이 되는 74개의 단백질을 친화성이
강한 순서로 나열하였다(Fig.2).그 중에서 APin의 기능과 관련이 있을 것으로 생
각되는 MEF2,AurorakinaseA,BMPR-IB와 EF-handcalcium bindingprotein
을 분석하였다(Table2).
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Fig.1.DetectionoftheAPinproteinusingProteinmicroarray.
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Fig.2.RelativeaffinityrankingwiththeAPinprotein.
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Table2.Fourhigh expression proteinsarerelated tothefunctionalcharacteristics,
suchastumorigenesis,organdevelopmentandmineralization

333...AAAPPPiiinnn의의의 과과과발발발현현현과과과 발발발현현현억억억제제제

pCMV-APinconstruct를 transfection하여 APin의 과발현을 유도한 경우에는
APin의 발현이 뚜렷이 증대되었으나,U6-APinsiRNA construct를 transfection하
여 APin발현을 억제시킨 경우에는 APin는 관찰 되지 않았다(Fig.3).

Fig.3.RT-PCRamplificationoftheAPininameloblastcelllineafter
over-expression with CMV-APin plasmid and inactivation with
U6-APinsiRNA.

OOOrrrdddeeerrrZZZ---SSScccooorrreee PPPrrrooottteeeiiinnnsss FFFuuunnnccctttiiiooonnn
14 7.92155 MEF2 -coregulatorformyogeniccellproliferation

-tumorproliferationandtumorigenesis.
29 5.39477 AurorakinaseA -overexpressionandamplificationof

humantumor
51 3.57965 BMPR-IB -organdevelopment

13 8.17742 EF-handcalcium
bindingprotein

-regulatecellularactivityandmineralization
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444...AAAPPPiiinnn의의의 과과과발발발현현현과과과 발발발현현현억억억제제제에에에 따따따른른른 상상상호호호작작작용용용하하하는는는 유유유전전전자자자의의의 변변변화화화

상호작용하는 단백질 중에서 종양생성과 증식에 관계가 있는 MEF2와 Aurora
kinaseA는 CMV-APinconstruct를 transfection하여 APin의 과발현을 유도한 경
우에는 MEF2와 Aurora kinase A 둘 모두에서 발현이 현저히 감소하였다.
U6-APinsiRNA construct를 transfection하여 APin의 발현억제를 유도한 경우에
는 둘 모두 변화가 없었다.
여러 기관의 발생과 관련이 있는 BMPR-IB와 석회화 과정에 연관된 EF-hand

calcium binding protein은 APin의 과발현을 유도한 경우에는 BMPR-IB와
EF-handcalcium bindingprotein모두에서 발현이 많이 증가되었으나,APin을 발
현억제 시킨 경우에는 BMPR-IB는 변화가 없었고,EF-hand calcium binding
protein은 현저히 감소하여 관찰이 어려웠다(Fig.4와 5).

Fig.4.RT-PCR amplification ofMEF2,AurorakinaseA,BMPR-IB
and EF-hand calcium binding protein ameloblast cell line after
over-expressionwithCMV-Apinproteinplasmidandinactivationwith
U6-ApinproteinsiRNA.
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Fig.5.TheamplificationfortheAPinreactionsincontrol,over-expression,inactivation
andmockgroups.TherelativeamountsofMEF2(A),AurorakinaseA (B),BMP
R-IB (C)and EF-hand calcium binding (D)mRNA,afternormalization with the
amountsoftheGAPDH mRNA.Theresultswererepresentedasmeans±SD ofthree
independenttransfections.Control,normalALC;Over,APin over-expression;inact,
APininactivation;Mock,ALCexpressingemptyvector.



- 13 -

ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

치아의 발생은 상피기원의 법랑모세포와 중간엽기원의 상아모세포에 의해서 상
호 조절된다20).최근 들어 치아형성에 관여하는 이들 세포들의 분화유도인자와 독
특한 세포-특이적 유전자들에 대한 관심이 높아지고 있으나,법랑모세포의 분화과
정이나 법랑질의 형성과정의 분자생물학적 기전에 대하여 명확히 밝혀져 있지 않
다7,19,32).
상피기원인 법랑모세포는 법랑질형성 각 시기의 주요활성이 반영된 표현형의 변

화를 점진적으로 보이는 독특한 생활주기를 갖는다.법랑질 형성은 기능적으로 분
비전기(presecretorystage),분비기(secretorystage),성숙기(maturationstage)의
세 시기로 일반적으로 구별된다14,24).분비전기에는 내치아상피가 법랑모세포로 분
화하여 단백질 합성기구를 발달시켜 유기바탕질 분비를 준비한다.분비기 법랑모
세포는 Tome's돌기를 특징으로 하며 왕성한 합성 및 분비활동을 반영한다.성숙
기의 법랑모세포에는 주름세포끝(ruffleended)과 평탄세포끝(smoothended)이 주
기적으로 교대로 나타나면서 무기질 침착에 필요한 이온을 조성하고 운반한다
22,26,27,28,31).
최근에 박 등4)은 상아모세포-특이 인자로 보고된 OD314가 치아 발생과정에서

상아모세포 뿐 아니라 법랑모세포에도 발현된다고 하여 OD314의 법랑질형성에서
의 역할을 시사하였다.Solomon등29)에 의해 OD314가 APin단백질의 염기서열과
거의 유사함이 밝혀졌으며,Moffatt등21)은 APin이 성숙기 법랑모세포에서 뿐 아
니라 치아기에서도 발현된다고 하였다.
본 연구에 사용한 법랑모세포 세포주는 Nakata등25)이 C57BL/6Jmouse의 하악

대구치에서 얻은 세포주로,분화를 유도를 위한 일정한 조건에서 이 세포를 배양
하면 세포들이 법랑모세포의 특성을 보이는 것을 RT-PCR분석을 통하여 확인한
세포주이다.본 실험에서 법랑모세포 세포주에 U6-APin siRNA construct와
CMV-APinconstruct를 이용하여 APin의 과발현과 발현억제를 유도하였다.APin
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의 과발현을 유도하였을 때 APin의 발현이 뚜렷이 증대되었으나,APin의 발현을
억제 시킨 경우에는 APinmRNA의 발현이 관찰되지 않았다.이는 법랑모세포 세
포주에 대하여 APin의 과발현과 발현 억제가 정상적으로 이루어졌음을 나타낸다.
이 실험에서는 지금까지 보고된4,6,21,29) APin 단백질의 상호작용을 연구하고자

proteinmicroarry를 시행하였다.단백질은 그 특성상 또다른 단백질과 상호작용을
통해 그 기능을 수행하는데 단백질칩은 단백질 상호작용을 분석하는데 가장 적합
한 방법 중의 하나이다.단백질칩은 수천개의 단백질을 작은 칩상에 고정해 동시
다발적으로 단백질의 결합을 분석하는 자동화 기기시스템으로 센서칩과 단백질결
합 분석장치로 구성되어 있다.센서칩은 수백개의 단백질이 작은 표면에 일정한
배열로 결합된 것으로 대부분 슬라이드글라스 크기의 유리나 플라스틱이 이용된
다.본 연구에서는 글라스위에 nitrocellulose가 coating되어있는 NCslide칩을 사용
하였다.칩상의 모든 단백질은 gatewaysystem으로 fulllengthclone을 만들고
insectcell을 이용하여 발현을 시켰다.생산되는 모든 단백질은 GST tag을 가지고
있기 때문에 GSTcolumn을 이용하여 분리하여 pinspot방식으로 spotting하였다.
본 실험에서 APin단백질을 probe로 이용하여 protoarray실험을 한 결과,APin

과 결합을 하는 단백질 중에서 Z-score값이 3이상이 되는 74개의 단백질 중에서
친화성이 강하면서 그들의 역할에 관심이 있는 4개의 단백질들(MEF2,Aurora
kinaseA,BMPR-IB와 EF-handcalcium bindingprotein)을 분석하였다.
MEF2는 근육-특이 유전자(muscle-specific genes)의 발현을 조절하는

MADS-box transcriptionfactor를 포함한다15).MEF2는 생쥐 배아의 carcinoma
P19세포의 분화 과정 중에 발현이 증가15)되고,발육중인 근육세포에서도 그 발현
이 증가33)하기 때문에 근육세포의 증식과 종양의 증식의 조절자로 작용하는 것으
로 여겨진다.
Aurorakinase는 세포분열의 핵심조절인자로 확인된 serine/threoninekinase을

나타내며 Aurora-A,Aurora-B와 Aurora-Ckinase의 3종류로 분류된다16).인간의
다양한 암세포에서 그의 발현이 증가되어 암세포와 관련된 많은 세포의 표현형에
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관여한다16).Carvajal등9)과 Brown등8)은 transfection실험에서 Aurorakinase의
과발현이 악성(malignancy)과 관련이 있기 때문에 이들 kinase의 억제를 통한 암
치료에 적용을 암시하였다.
본 실험에서는 종양세포의 증식과 관련이 있는 MEF2와 AurorakinaseA는

CMV-APinconstruct를 transfection하여 APin의 과발현을 유도한 경우에는 둘 모
두에서 발현이 현저히 감소하였다.U6-APinsiRNA construct를 transfection하여
APin의 발현억제를 유도한 경우에는 둘 모두 변화가 없었다.APin 과발현이
MEF2와 AurorakinaseA의 발현을 억제하는 것으로 보아 APin은 법랑모세포의
증식과정에서 MEF2와 AurorakinaseA의 역할을 대신하는 것으로 생각된다.
BMP는 치아발생이나 모낭(hairfollicle)의 발생과 같은 상피-간엽상호작용에 의

한 발생과정에서 세포의 분화와 증식을 조절한다5).발생동안에 BMP들은 세포사
멸,증식과 분화를 유도하는데 이들의 각각 다른 효과는 두 종류의 BMP
receptors에 의해 조절된다.BMPR-IB와 -II는 상아모세포에서 확인이 됨에 반하
여 BMPR-IA와 -II는 법랑모세포에서 확인되었다23).
EF-handcalcium bindingproteinparvalbumin은 지금까지 근육과 신경세포에서

광범위하게 연구되어 왔으나 최근에 immunogoldcytochemistry법에 의해 세포내
발현을 확인함으로써 치아발생 과정동안의 광화(mineralization)에 그의 역할이 제
기되었다10).분화중인 법랑모세포에서 parvalbumin은 Tome's돌기의 형성초기에
는 세포의 근위부에 발현되다가 돌기 형성이 완료되면 세포 전체에 고루 퍼진다
10).주름끝과 평탄끝 법랑모세포에서 parvalbumin의 발현은 다양하게 나타나며,분
화중인 상아모세포에는 법랑모세포에서보다 더 약하게 발현된다.또한 법랑질의
광화에 있어 중요한 역할을 하는 tuftelin은 EF-handcalcium-bindingdomain을
갖는다11).
치아발생과 같은 기관의 발생과 석회화(mineralization)와 관련이 있는

BMPR-IB와 EF-handcalcium bindingprotein은 APin의 과발현을 유도한 경우에
는 모두에서 발현이 많이 증가되었으나, APin을 발현억제 시킨 경우에는
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BMPR-IB는 변화가 없었고,EF-handcalcium bindingprotein은 현저히 감소하였
다.본 연구에서 APin과발현시 BMPR-IB와 EF-handcalcium bindingprotein의
발현이 많이 증가한다는 것은 APin은 BMPR-IB와 EF-hand calcium-binding
protein의 역할을 촉진시켜 치아형성 말기에 법랑질과 상아질의 광화에 관여한다는
것을 암시한다.
본 연구 결과로 보아 APin 단백질은 MEF2,Aurora kinase A,BMPR-IB,

EF-handcalcium bindingprotein과 상호작용하여 법랑모세포의 분화와 석회화 과
정 중에 중요한 역할을 하는 것으로 생각되며,그들 상호간의 신호전달 경로 등에
대한 연구가 필요하리라 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

단백질칩을 이용한 proteinmicroarray는 단백질의 상호작용 연구에 중요하게 사
용되는 핵심기술이다.상아모세포-특이 인자로 보고된 OD314가 최근에 APin단백
질의 염기서열과 거의 유사함이 밝혀졌으며,법랑모세포에도 발현되어 APin의 법
랑질 형성에서의 역할을 시사하였다.이 연구에서는 proteinmicroarray를 이용하
여 법랑모세포 분화과정 중에 APin의 역할을 탐색하고자 하였다.
APinproteinmicroarray를 시행하여 그의 기능에 관심이 있는 MEF2,Aurora

kinaseA,BMPR-IB와 EF-handcalcium bindingprotein을 분석하였다.법랑모세
포주에 APin과발현과 발현억제를 유도하기 위해서 U6-APinsiRNA construct와
CMV-APinconstruct로 transfection하였다.Transfection후에 proteinmicroarray
에 의해서 선택된 4개의 유전자 발현을 RT-PCR로 평가하여 다음과 같은 결과를
얻었다.
1.CMV-APinconstruct를 transfection하여 APin의 과발현을 유도한 경우에는

APin의 발현이 뚜렷이 증대되었으나,U6-APinsiRNA construct를 transfection하
여 APin를 발현을 억제시킨 경우에는 APin는 관찰 되지 않았다.
2.APin의 과발현을 유도한 경우에는 MEF2와 AurorakinaseA 둘 모두에서 발

현이 현저히 감소한 반면에,APin의 발현억제를 유도한 경우에는 둘 모두 변화가
없었다.
3.APin의 과발현을 유도한 경우에는 BMPR-IB와 EF-handcalcium binding

protein 모두에서 발현이 크게 증가한 반면,APin을 발현억제 시킨 경우에는
BMPR-IB는 변화가 없었고,EF-handcalcium bindingprotein은 현저히 감소하였
다.
위의 결과들로 보아 APin 단백질은 MEF2,Aurora kinase A,BMPR-IB,

EF-handcalcium bindingprotein의 상호작용하여 법랑모세포의 분화와 석회화 과
정 중에 중요한 역할을 하는 것으로 생각된다.
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