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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

TTThhheeeeeeffffffeeeccctttooofff dddeeennntttiiinnnnnnooonnn---cccooollllllaaagggeeennnooouuusssppprrrooottteeeiiinnn
aaannndddooodddooonnntttooobbblllaaassstttcccooonnndddiiitttiiiooonnneeedddmmmeeedddiiiuuummm ooonnnttthhheee

dddiiiffffffeeerrreeennntttiiiaaatttiiiooonnnaaannndddmmmiiinnneeerrraaallliiizzzaaatttiiiooonnnooofffccceeemmmeeennntttooobbblllaaasssttt

LLLeeeeee,,,KKKooouuunnnggg---YYYooouuunnn
AAAdddvvviiisssooorrr:::KKKiiimmm,,,HHHeeeuuunnnggg---JJJoooooonnnggg,,,DDD...DDD...SSS...,,,MMM...SSS...DDD...,,,PPPhhh...DDD...
DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttiiissstttrrryyy,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

Cementum isanimportantmineralizedtissueinrootformation.However,the
precisemechanism ofcementum formationisundefined.Thepurposeofthis
studywastoevaluatetheeffectofdentinnon-collagenousproteins(dNCPs)
and odontoblast conditioned media (CM) on the differentiation and
mineralizationofcementoblasticOCCM-30cells.TheCM ofameloblasticALCs,
odontoblastic MDPC-23 and OD-11,osteoblastic MG-63,and fibroblastic
NIH3T3 cells were transferred to OCCM-30 cells.dNCPs were extracted
directlyfrom porcineandhumandentinandalsoappliedtoOCCM-30cells.
The results were evaluated by the morphologic appearance,expression of
cementum matrix genes,and theformation ofmineralized nodulesin vitro.
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dNCPshardlyinfluencedonproliferation,cellcyclemodification,andchemotaxis
ofcementoblasts.Alizarinred-S staining detectedthemineralizednodulesin
thecontrolgroupfrom day 14,whilemineralized nodulesweredetected in
dNCPstreatedgroupfrom day7,whichbecamegraduallybiggeranddarker
with time.Mineralization of cementoblasts was accelerated by CM from
odontoblasts,MDPC-23andOD-11.RT-PCR analysisrevealedtheearlierand
strongerexpression ofBSP,ALP,and OC mRNAs in the MDPC23- and
OD11-CM treatedOCCM-30cellsthanthoseofthecontrolOCCM-30cells.
The levelofgene expression was also significantly higherin the dNCPs
treatedgroupthaninthecontrolgroup.Theseresultssuggestedthatdentin
matrixproteinorthesecretedproductsofodontoblastsinducedcementoblast
differentiation and mineralization. These findings may contribute to the
developmentofaperiodontaltreatmentincludingcementum regeneration.

Keywords:
cementoblast,mineralization,differentiation,dNCPs,odontoblast
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III...서서서 론론론

백악질은 치근형성 과정에서 백악모세포에 의해 생성되며 백악질은 치주인대가
치근에 부착될 수 있게 한다.치주조직의 재생 과정에서 백악질과 치주인대의 부
착은 중요하다.백악모세포는 치낭의 외배엽성 간엽세포에서 유래하는 것으로 알
려져 있으며 백악질 기질 단백질을 분비한다1).백악질 형성 과정은 크게 두 가지
이론이 알려져 있다.첫째는 Hertwig’s상피근초 (HERS)사이로 침투해 들어온
치낭의 세포들이 주위의 HERS와 상아질로부터 유도작용을 받아 백악모세포로 분
화하여 백악질을 형성한다는 것이다.상아모세포가 풋상아질을 형성한 직후 HERS
에 구멍이 나면 치낭의 안쪽 부분에 있던 외배엽성간엽세포가 구멍이 난 사이로
들어와 풋상아질과 접촉하고 치근표면에 백악질을 형성하기 시작한다2).두 번째는
HERS가 상피-간엽 형질전환과정을 통해 백악모세포로 변화하여 유지된다는 것이
다3,4). 그러나 현재까지 이와 같은 백악질 형성기전에 대한 다양한 연구에도 불구
하고 백악모세포의 분화와 석회화 기전은 명확히 알려져 있지 않다.
본 연구에서는 다양한 요인들 중 상아질과 백악질 사이의 관계에 주목하였다.

첫째,백악질은 치근 상아질 표면 위에 침착되고 상아질과 같은 간엽세포 기원이
다.따라서 둘 사이에 상호작용을 촉진할 것으로 추정할 수 있다.최근 상아질 기
질 단백질을 상아모세포와 같은 기원을 가진 신경상피전구세포에 첨가하였을 때
세포의 형태를 현저히 변화시킨다고 보고되었다5).
둘째,무세포성 백악질과 세포성 백악질 모두 상아질의 무기질 침착 이전에 침

착이 진행된다는 것이다.Takano등6)은 생쥐와 기니아피그에 치근 상아질의 석회
화를 저해하는 HEBP(1-hydroxyethylidene-1,1-bisphosphonate)를 처리했을 때
세포성 백악질이 형성되는 곳에서 세포성 백악질에 영향을 줄 것으로 추정되는 물
질이 외피상아질의 석회화 전에 치주쪽으로 확산된다고 보고하였다.셋째,상아질
형성에서 치주인대와 백악질의 형성이 요구된다는 것이다.최근 Park 등7)은
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nuclearfactorI-C (Nfic)의 결손에 의한 상아모세포 분화의 차단이 비정상적인
치근을 형성한다고 보고하였다.Nfic결손 생쥐에서는 비정상적인 치근 주변의 상
아질 표면 부근에 백악모세포가 거의 관찰되지 않았으나 정상생쥐에서의 치근주위
에서는 BSP를 발현하는 백악모세포가 많이 관찰되었다.이것은 치근 상아질이 정
상적인 백악질 형성에 필수적임을 제시하고 있다.
이러한 사실에 기초하여 상아질 기질이 백악모세포의 분화와 석회화에 영향을

미칠 것으로 보고 상아모세포 조건배지가 백악모세포의 분화와 석회화에 어떤 영
향을 줄 것인지 실험하였다.또한 돼지와 사람의 치아에서 분리한 비아교질성 상
아질 단백질을 이용하여 백악모세포의 분화와 석회화에 미치는 영향을 평가하고자
하였다.
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IIIIII...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...세세세포포포주주주와와와 세세세포포포배배배양양양

치아의 해부학적인 위치에 근거하여 몇 가지의 세포주를 결정하였다.상아모세
포주로서 MDPC-23과 OD-11(providedbyDr.Hanks,UniversityofMichigan,
MI)8),법랑모세포주로서 ameloblast-lineage cells (ALCs,provided by Dr.T.
Sugiyama,AkitaMedicalSchool,Japan)9),섬유모세포로서 NIH3T3,그리고 골모
세포주로 MG63을 사용하였다.백악모세포주로 불멸화된 murinecementoblast인
OCCM-30 세포를 주 배양세포로 사용하였다10).OCCM-30 세포는 10 mM
HEPES(pH 7.2,SigmaChemicalCo.,St.Louis, MO,USA),10% fetalbovine
serum (FBS,Invitrogen Co.) 그리고 100 IU/mlPenicillin – 100 ㎍/ml
Streptomycin (Invitrogen Co.)을 포함한 DMEM 배지에 배양하였다.NIH3T3,
MDPC-23은 OCCM-30 세포와 동일한 배지에서 배양하였다.ALCs,MG63은
MEM 배지를 사용하였고,ALCs는 epithelialgrowth factor(EGF,50 ng/ml,
R&D systems,Minneapolis,MN)를 첨가하였다.OCCM-30세포의 분화와 석회화
결절 형성을 유도하기 위하여 2주 동안 50 ㎍/mlascorbic acid,10 mM β

-glycerophosphate,그리고 5mM dexamethasone을 첨가하였다.

222...조조조건건건배배배지지지와와와 cccooo---cccuuullltttuuurrreeesssyyysssttteeemmm

ALCs,MDPC-23,OD-11,MG63,NIH3T3세포를 배양하여 각각의 세포가 분비
한 물질을 포함하고 있는 배양액(조건배지)을 다시 OCCM-30세포에 첨가하였다.
ALCs-OCCM30, MDPC23-OCCM30, OD11-OCCM30, MG63-OCCM30,
NIH3T3-OCCM30을 실험군으로 하고 조건배지를 넣지 않은 OCCM-30세포를 대
조군으로 실험하였다.ALCs,MDPC-23,OD-11,MG63,그리고 NIH3T3세포의
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배지는 6시간 간격으로 교환하였다.6시간 후 각 세포의 조건배지는 하루에 한 번
씩 새 배지와 1:1로 섞어 OCCM-30세포에 넣어주었다.대조군의 배지는 하루에
한 번 교환해주었다.

333...비비비아아아교교교질질질성성성 상상상아아아질질질 단단단백백백질질질의의의 분분분리리리와와와 정정정제제제

조선대학교 치과대학에서 교정목적으로 발치한 사람의 치아와 실험용 돼지의 치
아를 포화 sodium chloride용액에 보관하였다가 증류수로 세척하여 건조하였다.
100% 알코올에 20시간 두었다가 다시 건조하고 치수와 표면은 제거하였다.치아
는 attritionmills(SK-30-SS,Munson,Utica,NY)를 이용하여 200-meshparticle
의 가루로 만들었다.단백질은 이전에 보고된 것과 같은 방법을 이용하여 분리하
였다11).분리한 단백질은 0.2㎛ poresizefilter를 이용하여 정제한 후 세포배양에
사용되었다.단백질의 적정농도를 결정하기 위해서 다양한 농도의 단백질(10,25,
그리고 50㎍/ml)을 OCCM-30세포에 첨가하고 세포 생존율을 측정하였다.

444...단단단백백백질질질 전전전기기기영영영동동동과과과 wwweeesssttteeerrrnnn분분분석석석

10% acrylamidegel을 이용하여 30㎍의 단백질을 전기영동 (Sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)) 하였다. Gel은
nitrocellulosemembrane(Schleicher& Schuell,Dassel,Germany)에 transfer하여
0.1% tween-20을 포함한 PBS(PBS-T)에 skim milk가 5%가 되도록 녹인
blockingbuffer로 blocking하고 PBS-T로 세척 후 1:2500으로 희석한 anti-rabbit
-DSPimmunoglobulin(1:2500,Peptron,Korea)을 4℃에서 overnight반응 시켰
다.Membrane세척 후 horseradishperoxidaseconjugatedantirabbit-IgG(Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)를 1시간 반응 후 enhanced
chemiluminescencesystem (Amersham Biosciences,Buckinghamshire,UK)으로
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확인하였다.

555...MMMTTTTTT 와와와 ccchhheeemmmoootttaaaxxxiiisssaaassssssaaayyy

OCCM-30세포의 분화는 MTT｛3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5
- diphenyltetrazolium bromide,a tetrazole｝assay를 이용하여 측정하였다.
OCCM-30세포를 48wellplate에 한 well당 세포가 1⨉ 103cells/ml이 되도록
깔고 배양하였다.24시간 후 비아교질성 상아질 단백질(10,25,50㎍/ml)을 각 농
도 별로 첨가하였다.비아교질성 상아질 단백질 첨가 후 1일,2일,그리고 3일 후
에 MTT assay를 수행하였다.PBS로 세척 후 50㎕의 MTT를 각 well에 첨가하
고 37℃에서 4시간 반응시켰다.MTT solution을 제거하고 DMSO 150㎕를 첨가
한 뒤 540nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.각 실험은 두 번 반복하여 수행하
였다.
서로 다른 세 가지 농도의 비아교질성 상아질 단백질이 OCCM-30세포에 미치

는 chemotactic효과를 Heit와 Kubes실험법12)에 따라 조사하였다.DMEM,10%
FBS을 포함한 0.5% ultra-pureagarosesolution3ml을 35mm tissueculture
dish에 넣은 뒤 gel이 굳은 후 2mm 간격으로 직경 3mm로 구멍을 뚫어 well을
만들었다.well의 agarose를 제거하고 5% CO2,37℃ 에서 한 시간 반응시켰다.3
mm well에 1⨉ 104cells/ml의 OCCM-30세포를 25㎕ 넣고 또 다른 well에는
비아교질성 상아질 단백질을 처리한 후 (25㎕ ofa10,25,50㎍/mlsolution)3
7℃,5% CO2에서 48시간 동안 키운 후 well을 광학현미경으로 관찰하였다.

666...FFFlllooowww cccyyytttooommmeeetttrrryyy분분분석석석을을을 통통통한한한 세세세포포포주주주기기기의의의 확확확인인인

Propidium iodide(PI)염색후 DNA의 양을 flow cytometricquantification을 이
용하여 세포주기를 분석하였다. 2일간 비아교질성 상아질 단백질을 처리한



- 6 -

OCCM-30세포에 trypsin을 처리한 후 4℃에서 70% ethanol로 고정하여 RNase
A (2㎍/ml)와 propidium iodide(10㎍/ml)를 포함한 PBS에 녹여 4℃에서 30분
동안 반응시켰다.반응 후 FACScaliburflow cytometry (BD Bioscience,San
Jose,CA)로 분석하였다.

777... TTToootttaaalll RRRNNNAAA 분분분리리리와와와 rrreeevvveeerrrssseee tttrrraaannnssscccrrriiippptttaaassseee pppooolllyyymmmeeerrraaassseee ccchhhaaaiiinnn
rrreeeaaaccctttiiiooonnn(((RRRTTT---PPPCCCRRR)))

TRIzolreagent(InvitrogenCo.)를 이용하여 OCCM-30세포에서 totalRNA를
분리하고 RT Premixkit(Bioneer,Daejeon,Korea)를 이용하여 cDNA를 합성하
였다.Bonesialoprotein(BSP),alkalinephosphatase(ALP),그리고 osteocalcin
(OC)의 mRNA 발현을 RT-PCR로 확인하였다.Primersequence는 다음과 같다.
(F/R)BSP:(AAGAAAATGGAGACGGCGAT / CACCTGCTTCAGTGACGCTT),
ALP:(CTCTCCGAGATGGTGGAGGT /GTCTTCTCCACCGTGGGTCT),OC
:(CCACAGCCTTCATGTCCAAG/GGCAGAGAGAGAGGACAGGG).
RT-PCR은 BSP (94℃:12min;94℃:30s;49.1℃:1min;72℃:30s35

cycle),ALP(94℃:5min;94℃:45s;62℃:1min;72℃:45s35cycle),OC(9
4℃:5min;94℃:30s;63.5℃:1min;72℃:30s35cycle)의 조건으로 PCR하였
다.PCR후 전기 영동하여 확인된 band는 densitometry(PharmaciaUltrascanXL,
PharmaciaLKB)로 정량하였고 GAPDH (housekeepinggene)를 control로 사용하
였다.

888...형형형태태태학학학적적적 관관관찰찰찰과과과 AAAllliiizzzaaarrriiinnnrrreeeddd---SSS염염염색색색

세포의 형태학적인 특징,배열 그리고 분화는 0,4,7,14일 마다 invertedtissue
culture microscopy (IMT2-21, Olympus, Japan)를 이용하여 관찰하였다.
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OCCM-30세포의 석회화를 확인하기 위하여 alizarinred-S염색을 하였다.배양
후 각 시기별로 phosphate-bufferedsaline(PBS,pH 7.4)으로 세 번 세척 후 70%
ethanol로 20분 동안 고정하였다.고정 후 증류수로 세 번 세척하고 1% alizarin
red-S (Sigma-Aldrich,St.Louis,Mo,USA)solution(in0.1% NH4OH atpH
4.2~4.4)으로 염색한 후 광학현미경을 이용하여 관찰하였다.실험군은 조건배지로
배양한 군과 비아교질성 상아질 단백질을 첨가하여 배양한 것으로 하여 0,4,7,
14일에 각각 염색하여 관찰하였다.

999...통통통계계계분분분석석석

조건배지와 비아교질성 상아질 단백질을 처리한 실험군과 각각의 대조군은
Student test(P=0.05)로 비교하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

111...비비비아아아교교교질질질성성성 상상상아아아질질질 단단단백백백질질질의의의 확확확인인인

분리한 비아교질성 상아질 단백질에 알려져 있는 상아질 기질 단백질 (dentin
matrix protein)이 있는지 확인하기 위해서 단백질 전기영동을 수행하였다.
Westernblot결과 상아질에 특이적인 비아교질성 상아질 단백질인 DSP가 확인되
었다 (Fig.1A).이 단백질을 OCCM-30세포에 처리한 결과 OCCM-30세포의 증
식은 대조군에 비해 저해 되었으나 (Fig.1B),이러한 차이가 통계학적으로 유의하
지는 않았다.세포주기 분석에서 비아교질성 상아질 단백질을 처리한 군 (46.79
%)과 처리하지 않은 군 (43.85%)사이의 G2/S/M 기간의 명확한 차이를 나타내
지 않았다 (Fig.1C).또한 chemotacticactivity분석에서 비아교질성 상아질 단백
질을 처리한 군과 대조군 사이에서 차이를 보이지 않았다(Fig.1D).

222...비비비아아아교교교질질질성성성 상상상아아아질질질 단단단백백백질질질을을을 처처처리리리한한한 백백백악악악모모모세세세포포포의의의 석석석회회회화화화,,,
형형형태태태학학학적적적인인인 변변변화화화와와와 유유유전전전자자자 발발발현현현 변변변화화화 분분분석석석

Alizarinred-S염색 결과 비아교질성 상아질 단백질을 처리한 군은 4일부터 염
색된 결절이 관찰되었다 (Fig.2).반면 대조군은 14일부터 결절이 관찰되었고 결
절의 수가 크게 증가하진 않았다.10㎍/ml농도로 처리한 군에서 결절의 수는 점
차적으로 증가하였고 분화가 진행됨에 따라 크기가 커지고 색이 진해졌다.25㎍
/ml과 50㎍/ml농도로 처리한 군에서는 결절의 증가가 관찰되지 않았다.
현미경 관찰에서 비아교질성 상아질 단백질을 처리한 OCCM-30군은 4일부터
다양한 지점에서 응집되고 유착되기 시작하였으나 대조군에서는 어떠한 변화도 보
이지 않았다.
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10㎍/ml농도로 처리한 군에서 BSP,ALP그리고 OCmRNA는 대조군보다 강
하게 발현되었다(Fig.3).BSP는 실험군과 대조군 모두 4일부터 발현되었다.그러
나 비아교질성 상아질 단백질을 처리한 군에서 더 강하게 발현되었다.ALP와 OC
는 대조군과 실험군 모두 4일부터 발현되기 시작하였고 ALP와 OC의 발현 정도와
패턴은 BSP와 유사하였다.이 결과는 비아교질성 상아질 단백질이 OCCM-30세
포의 분화와 석회화를 촉진하고 있음을 보여준다.

333...조조조건건건배배배지지지를를를 처처처리리리한한한 백백백악악악모모모세세세포포포의의의 석석석회회회화화화,,,형형형태태태학학학적적적인인인 변변변화화화

Alizarinred-S 염색 결과 MDPC23-OCCM30,OD11-OCCM30군에서는 7일부
터 붉게 염색된 석회화 결절이 관찰되었다 (Fig.4).또한 석회화 결절은 분화와
석회화가 진행됨에 따라 색이 짙어지고 염색된 부분이 많아지는 경향을 보였다.
그러나 MDPC23-OCCM30과 OD11-OCCM30군을 제외한 나머지 군에서는 14일
까지 석회화 결절이 관찰되지 않았다.4개의 실험군 중 MDPC23-OCCM30과
OD11-OCCM30군이 4일째부터 한 지점으로 밀집하였고 5일에서 7일째에 결절이
관찰되었다 (datanotshown).백악질 석회화의 특이적인 마커인 BSP,ALP그리
고 OC의 유전자 발현은 대조군 대조군에 비해 MDPC23-OCCM30과
OD11-OCCM30군에서 더 빨리 발현되었다.
BSP는 MDPC23-OCCM30군과 OD11-OCCM30군은 4일부터 발현되었으나 대조

군에서는 14일부터 발현 되었다.또한 MDPC23-OCCM30군과 OD11-OCCM30군
에서 ALP와 OC는 각각 4일과 7일부터 발현 되었다.반면 대조군의 ALP와 OC는
14일부터 발현되었다.MG63-OCCM30군에서 OC,ALP그리고 BSP는 4일,7일
그리고 14일부터 각각 발현되기 시작하였다 (datanotshown). ALCs-OCCM30
군에서 ALP와 OC는 대조군 보다 빠른 4일과 7일에 발현되었다.그러나 BSP는
대조군과 유사하게 14일까지 발현되지 않았다 (datanotshown).이들 결과는
MDPC23-OCCM30그리고 OD11-OCCM30실험군에서 분화와 석회화가 촉진되었
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음을 보여주고 있다.
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

최근에 상아질이 백악모세포의 분화와 석회화에 영향을 미친다는 연구 결과들이
보고되고 있다.Cho등13)은 초기 상아질 형성 과정 중 분비된 세포외 상아질 기질
또는 안쪽 기저막에서 유래한 chemoattractant물질 모두 상아질 표면쪽으로 백악
모세포 전구세포의 이동과 분화를 유도한다고 주장하였다.MacNeil과 Thomas등
14)은 HERS의 붕괴로 치낭의 외배엽성 간엽세포가 침투하여 상아질과 접촉하게
되고,백악질과 치주조직을 형성할 것이라 주장하였다.또한 noveldentinchamber
model에서 티타늄 임플란트를 이용한 임상시험 결과 상아질이 남아 있는 경우 이
들의 유도를 통하여 백악질을 포함한 치주조직이 임플란트 표면에 부착된다고 하
였다15).본 실험에서도 백악질 형성기전에 관한 다양한 이론 중에서 상아질 기질과
백악질 사이의 관계에 초점을 맞추어 실험을 진행하였다.치아에서 분리한 비아교
질성 상아질 단백질이 백악모세포의 분화와 석회화에 영향을 나타냈으나,백악모
세포의 증식,세포주기,그리고 chemotactic에는 영향을 미치지 않았다.이 결과는
비아교질성 상아질 단백질의 특정 요소가 백악모세포의 분화를 유도하고 석회화를
촉진시킨 결과를 나타낸 것으로 볼 수 있다.
기질소포는 치수주위 상아질과 법랑질을 제외한 뼈,외피상아질,그리고 세포성

백악질 같은 경조직의 석회화 과정에서 중요한 역할을 한다16,17).따라서 상아모세
포나 골모세포의 조건배지에 포함된 기질소포가 백악모세포의 석회화에 영향을 미
칠 것으로 예상할 수 있다.그러나 본 실험에서 석회화 결절은 골모세포 조건배지
를 처리한 군에서는 14일까지 나타나지 않았다.이것은 골모세포 조건배지가 백악
모세포의 석회화를 촉진하지는 않음을 보여주고 있다.따라서 백악모세포의 석회
화가 기질소포가 아닌 상아모세포가 분비한 신호전달 물질 또는 특정 수용성 요인
에 의해 촉진된 것이다.이는 상아모세포의 특정 메커니즘에 의해 백악모세포의
분화와 석회화가 유도됨을 나타낸다.
BSP는 백악모세포의 분화에 주요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.BSP는
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치근표면세포의 부착과 초기 석회화에 관여 하는데,백악질 형성 과정 중 치근표
면에 위치하여 백악모세포 전구세포를 끌어들이고 이들을 잘 부착하고 분화할 수
있도록 한다18).ALP는 세포에서 기질에 인산기를 전달하고 석회화를 억제하는 요
인을 제거하며 백악모세포의 초기 표지자로 여겨지고 있다19).OC는 골모세포와 백
악모세포 분화의 후기에 나타나는 표지자로 석회화 결절의 양을 조절한다고 알려
져 있다20).본 실험에서 MDPC23-OCCM30군과 OD11-OCCM30군에서의 BSP
발현은 4일째부터 나타났으나 대조군은 14일부터 나타났다.ALP와 OC의 발현은
MDPC-23와 OD-11세포에 의해 촉진되었다.이것은 백악모세포의 분화와 석회
화는 상아모세포 계통 세포인 MDPC-23와 OD-11에 의해 촉진됨을 시사한다.즉
상아모세포가 분비한 물질이 백악모세포의 분화와 석회화를 촉진하는 것을 증명하
고 있다.
상아질 기질을 이용한 연구는 최근까지 상아질에서 BMP를 추출21)하여 연골형

성을 촉진22)하거나 발치후의 치유를 촉진23)할 목적으로 이루어져 왔다.본 실험에
서는 비아교질성 상아질 단백질을 사람과 돼지의 치아에서 분리하여 이들이 백악
모세포에 미치는 영향을 확인하기 위해 OCCM-30세포에 처리하였다.석회화 결
절은 대조군에 비해 비아교질성 상아질 단백질을 처리한 군에서 더 일찍 형성되었
고 더 많은 결절을 형성하였다.또한 BSP,ALP그리고 OC의 발현도 더 강하게
나타났다.이 결과는 비아교질성 상아질 단백질이 백악모세포의 분화와 석회화를
유도하고,조건배지를 사용한 실험보다 상아질의 효과를 확인하는데 있어서 좀 더
효과적인 방법임을 보여주고 있다.
본 실험에서는 비아교질성 상아질 단백질을 25㎍/ml,50㎍/ml농도로 처리한

군보다 10㎍/ml을 처리한 군에서 더 많은 석회화 결절이 관찰되었고 25㎍/ml,
50㎍/ml을 처리 했을 때 석회화 결절이 증가하는 경향이 나타나지는 않았다.
Foster등24)은 inorganicphosphate(Pi)에 의한 백악모세포의 유전자 발현조절에
관한 실험에서 투여량의 중요성을 강조하였다.예를 들어 5mM Pi가 세포의 반응
을 보이는데 가장 효과적이었고 7mM,10mM은 세포에 스트레스를 주는 조건이
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되는 것으로 보고하였다.이와 유사하게 10㎍/ml농도로 처리한 것이 백악모세포
의 실험에서는 가장 적절한 농도로 보인다.그러나 향후 백악질 형성에서 가장 최
적화된 효과를 보이는 농도에 관해서는 보완 연구가 필요할 것이다.
법랑질을 형성하는 세포들에서 기원한 HERS가 상피-간엽 상호작용을 통해 백

악질 형성의 조절에 관여할 것이라는 논리를 바탕으로 백악질을 포함한 치주재생
에서 법랑기질의 역할에 관한 많은 연구들이 이루어져 왔다25-28).그러나 치주조직
재생에서 법랑질 기질의 역할에 관하여는 서로 상반된 연구결과들이 도출되고 있
다29-31).따라서 아직까지 법랑질 기질이 백악질의 형성에 미치는 영향에 관해서는
논란이 많다.본 실험에서는 백악모세포에 법랑모세포 조건배지를 처리한 실험군
에서는 백악모세포의 석회화가 촉진되지 않았다.유전자 발현 분석 또한 법랑모세
포 조건배지를 처리한 군에서 백악모세포의 분화는 촉진되지 않았다.법랑모세포
조건배지에 의하여 ALP와 OC의 발현은 다소 증가하였으나,BSP의 발현과 석회
화는 촉진되지 않았다.이 결과는 법랑질 단백질이 백악모세포에 영향을 미치지만,
이들이 백악모세포를 분화시키거나 석회화를 촉진하는 것과는 관련이 적음을 나타
낸다.
결론적으로 본 실험에서 상아질 기질 단백질 또는 상아모세포의 분비물질은 백

악모세포의 분화와 석회화를 촉진하였다.이는 상아질 기질을 이용한 백악질의 재
생에 대한 새로운 가능성을 시사하였다.그러나 이 결과를 임상적으로 응용하기
위해서는 백악질의 형성에 영향을 미치는 특정 인자를 비아교질성 상아질 단백질
에서 동정하는 등의 보완 실험이 필요할 것이다.
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사사사진진진부부부도도도 설설설명명명

Fig.1.SDS-PAGE andwesternblot,proliferation,andchemotaxisassay of
dNCPs.(A)SDS-PAGE gelswerestainedwithCoomassiebluereagent(left
panel):lane1,marker;lane2,dNCPslane3,MDPC-23conditioned media
(CM);lane4,OD11-CM.Western blot(rightpanel)showing dentin marker
gene,DSP,inextracteddNCPs(lane1),MDPC23-CM (lane2),andOD11-CM
(lane3).(B)Growth curvesofcontrol,dNCP-treatedOCCM-30(leftpanel)
and MDPC-23 cells (right panel) by MTT assay.The proliferation of
dNCP-treatedOCCM-30cellswasslightlydiminishedcomparedtothecontrol
(p < 0.05).(C)Representative cellcycle distribution by flow cytometry.
dNCP-treatedOCCM-30cellsdemonstratednocellcyclemodifications(upper
panel).75.57% ofthe cells were arrested in G0/G1 phase,indicating the
inhibitoryeffectindNCP-treatedMDPC-23cells(lowerpanel).(D)Chemotaxis
assay.dNCPtreatmentdidnotstimulatethechemotacticactivityofOCCM-30
cells.Thedatawereexpressedasthenumberofmigratingcells±SEM from
threeseparateexperiments.

Fig.2.EffectofdNCPsonthemineralizationbehaviorofOCCM-30cellsafter
4-,7-,and14-day cultures.Mineralizednoduleformationin35-mm culture
dishes (A)and theirmagnified photographs (B)Positively stained nodules
appearedinthedNCP-treatedgroupstartingonday4,whereastheydidnot
appearincontrolgroupatthattime.Thenumberofstainednodulesinthe
dNCP-treated group increased more markedly than in the controlgroup.
Control,normalOCCM-30(a,b,c,d)dNCPs,10㎍/mldNCP-treatedOCCM-30
(a′,b′,c′,d′).AlizarinredSstain.B:magnification:×40.
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Fig.3.EffectofdNCPsongeneexpressionofOCCM-30cellsanalyzedby
real-timePCR.ExpressionofBSP (A),ALP(B),andOC (C)mRNAs.Bars
represented the mean ±SEM from three separateexperiments,with similar
results.Asterisks(*)denoteavalueassignificantlydifferent(P< 0.05)from
the controls.Control,normal OCCM-30; dNCPs,10㎍/mldNCP- treated
OCCM-30.

Fig.4.Effectofconditioned media(CM)on themineralization behaviorof
OCCM-30cellsafter7-day culture.Mineralized noduleformation in 35-mm
culturedishes(A)andtheirmagnifiedphotographs(B).(a)Control,normal
OCCM-30; (b) ALCs-OCCM30, ALCs-CM treated OCCM-30; (c)
MDPC23-OCCM30, MDPC23-CM treated OCCM-30; (d) OD11-OCCM30,
OD11-CM treatedOCCM-30;(e)MG63-OCCM30,MG63-CM treatedOCCM-30
and (f)NIH3T3-OCCM30,NIH3T3-CM treated OCCM-30.Note mineralized
nodulesin(c)and(d),asindicatedbyalizarinred-S stain.B:magnification:
×40.
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