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ABSTRACT

ExpressionofaminoacidtransporterLAT1

duringameloblastdifferentiation

Kim,Sang-Bong

Advisor:Prof.Kim,Heung-Joong,D.D.S.,M.S.D.,Ph.D.

DepartmentofDentistry,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Enamel is a mineralized tissue formed by ameloblasts and ameloblast

differentiationiscontrolledbysequentialepithelial-mesemchymalinteractions.The

molecularmechanism ofdifferentiationinameloblastsremainsunclear.Aminoacid

transportersplayanimportantroleinsupplying nutritiontonormalandcancer

cellsincludingameloblasts,andforcellproliferation.Aminoacidtransportsystem

L is a major nutrienttransportsystem responsible for the Na
+
-independent

transportofneutralamino acids including severalessentialamino acids.The

system Lisdividedintotwomajorsubgroups,theL-typeaminoacidtransporter1

(LAT1)and the L-type amino acid transporter2 (LAT2).In this study,the
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expression pattern and roleofamino acid transportsystem L were,therefore,

investigatedintheameloblastcultures.

To determine the expression level of amino acid transport system L

participatinginintracellulartransportofaminoacidsintheameloblastcultures,it

wasexaminedbyRT-PCR,observationofcellmorphology,Alizalinered-Sstaining

anduptakeanalysisafterinducing experimentaldifferentiationinameloblastcell

line.Theresultsareasfollows.

1.TheLAT1mRNA wasexpressedinameloblastculturesandtheexpressionlevel

wasgraduallyincreasedbytimecourse.

2.TheLAT2mRNA wasnotobservedinameloblastcultures.

3.The 4F2hc mRNA,the cofactor ofLAT1 and LAT2,was expressed in

ameloblastculturesandtheexpressionlevelwasgraduallyincreasedbytime

course.

4.TheamelogeninmRNA wasexpressedintheearlystageofameloblastcultures.

Theexpressionlevelwassuddenlydecreasedbytimecourse.

5.TheL-leucineuptakewasincreasedbytimecoursefrom theearlystagetothe

14daysinameloblastcultures.

Astheresults,itisconsideredthatamongneutralaminoacidtransportsystem

Lintheameloblastcultures,theLAT1hasakeyroleincelldifferentiationand

mineralization for providing cells with neutralamino acids including several

essentialaminoacids.
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I.서 론

치아는 치성상피와 외배엽성 간엽세포 사이의 상피-간엽간 상호작용을 통해 조절

되고 형성된다
1)
.치성상피는 치아기를 형성하여 법랑질모세포를 분화시키는 반면에,

외배엽성 간엽세포는 치유두를 형성하여 상아질모세포와 치수세포가 분화하고 이들이

치관 상아질과 치수를 형성한다.또한 외배엽성 간엽세포는 치낭을 형성하며 이 세포

들이 백악질,치주인대 및 치조골을 형성한다
2,3)
.치관이 완성된 후에 내치상피와 외치

상피가 치관 아래쪽으로 증식하여 Hertwig상피 근초를 형성하며,Hertwig상피 근초

가 치근의 형태를 결정하고 치근 상아질을 형성하는 상아질모세포의 분화를 유도한다

4)
.

법랑질 형성은 두 단계에 걸쳐 일어나며,그 첫 번째 단계에서 전체 성분 중 30%

정도의 무기질이 침착된 법랑질이 형성된다.두 번째 단계에서 유기 바탕질과 물이 제

거되고 무기질의 추가 유입이 일어나서,법랑질은 96% 이상의 무기질을 갖게 된다.법

랑질모세포는 바탕질 단백질을 분비하여 세포외 바탕질 환경을 조성하고 유지하여 무

기질 침착이 일어날 수 있게 한다.최근 들어 다양한 세포들의 분화유도 인자에 대한

연구들이 진행되고 있으나
5-8)
,법랑질모세포의 분화과정이나 법랑질 형성과정에 관한

분자생물학적 기전은 아직까지 잘 알려져 있지 않다.

법랑질모세포는 치아 이외의 일반적인 세포들(상피세포,결합세포 등)과는 달리 많

은 유기기질 및 무기질을 생성하고 분비하여야 한다.따라서 이를 위한 다양한 영양물

질들을 세포 내로 이동시킬 수 있는 영양물질 수송체의 발현이 매우 중요하다고 사료

되지만 이에 관한 연구는 없었다.또한 법랑질모세포에서는 분화를 위한 세포 내 화학

적․물리적 신호와 세포의 증식을 위한 단백질 합성에 필수적인 아미노산들의 세포 내

유입이 증가하여야 할 것이다.세포 내로의 아미노산 수송 증가는 아미노산을 수송할
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수 있는 아미노산 수송체의 과발현(overexpression)에 의해 유도될 것으로 생각되나

이와 관련된 보고 또한 없었다.

아미노산은 단백 합성의 기질이 되는 기능 이외에도 포도당,퓨린,피리미딘 등 많

은 생체분자들의 합성을 위한 전구물질이므로 생체 내 필수 영양물질 중의 하나이다
9)
.

생체분자의 생합성 반응은 주로 세포 내에서 이루어지고 아미노산은 세포막을 투과하

기 어려운 친수성 물질이므로,세포는 아미노산을 세포 밖에서 세포 안으로 수송하기

위한 수송 단백질인 아미노산 수송체를 세포막에 보유해야 한다
9)
.세포 내 대사가 특

이적으로 항진되거나 계속적인 증식과 성장이 필수적인 세포들에는 아미노산 수송체의

기능이 상승되어 단백질 합성을 위한 아미노산의 공급이 활발하고,이는 이들 세포 내

아미노산 공급을 위한 아미노산 수송체들의 발현이 특이적으로 과발현 됨에 의해서 이

루어진다고 알려져 있다
9,10)
.

아미노산 수송체는 각기 그들이 수송하는 아미노산 종류가 다르며,그 특성에 따라

중성,염기성 및 산성 아미노산 수송체로 분류된다
9)
.또 아미노산 수송체는 그들이 기

질을 수송할 때의 Na
+
의존적 유무에 따라,Na

+
-의존적과 Na

+
-비의존적 아미노산 수

송체로 분류하기도 한다9,10).

아미노산 수송계 L은 Na
+
-비의존적으로 중성 아미노산을 주로 수송하는 세포막 단

백질로 종양세포를 포함한 대부분의 세포에서 중성 아미노산의 주 경로가 되는 아미노

산 수송체로 알려져 있다
9,10)
.Kanai등(1998)

10)
에 의해 아미노산 수송계 L의 첫 번째

아형인 아미노산 수송체 L-typeaminoacidtransporter1(LAT1)이 gliomacell에서

동정되었다.LAT1은 12회 세포막을 관통하는 막 단백질로서 leucine,isoleucine,

valine,phenylalanine,tyrosine,tryptophan,methionine과 histidine같은 구조가 큰 중

성 아미노산을 수송하는 특징을 가지고 있다10-12).LAT1은 4F2heavychain(4F2hc)이

라는 1회 세포막을 관통하는 막 단백질과 disulfide결합을 하는 heterodimer형 막 단

백질이며,LAT1이 기능을 나타내기 위해서는 보조인자 4F2hc의 존재가 필수적이다
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10-13)
.중성 아미노산 수송체 LAT1은 종양세포와 같이 세포 내 대사가 특이적으로 항

진되거나 계속적인 증식과 성장이 필수적인 세포에서 과발현되어 세포의 계속되는 성

장에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다10,11,14,15).한편,LAT1의 분자적 동정 후에 아미

노산 수송계 L의 두 번째 아형인 L-typeaminoacidtransporter2(LAT2)가 동정되었

다
16-19)
.LAT2는 구조적으로 LAT1과 매우 유사하며,다수의 필수 아미노산을 포함하

는 중성 아미노산을 수송한다
16-19)
.LAT1이 구조가 큰 중성 아미노산 만을 수송하는

특징을 보이는 반면,LAT2는 구조에 관계없이 중성 아미노산을 모두 수송하는 넓은

기질특이성을 지니고 있다
10-12,16-19)

.

아미노산 중 필수 아미노산은 세포 내에서 합성되지 않으므로 세포 외로부터 수송

되어져야 한다9).생체 내 아미노산 수송체들의 역할은 모두 중요하지만,그 중에서 특

히 아미노산 수송계 L은 그 수송기질이 필수 아미노산을 포함한 대부분의 중성 아미

노산이므로 매우 중요하게 인식되고 있다
10,11,14,15)

.법랑질모세포의 증식과 분화과정에서

도 아미노산 수송계 L을 포함한 아미노산 수송체들의 과발현 현상이 나타나리라 사료

되지만 이와 같은 아미노산 수송체들의 발현에 관한 실험적 증거 및 분자생물학적인

기전은 아직까지 명확히 밝혀져 있지 않다.

따라서 본 연구에서는 배양 법랑질모세포 세포주의 분화과정에서 아미노산 수송계

L의 발현양상을 분석하여 법랑질모세포의 분화과정에서 아미노산 수송계 L의 역할을

밝히고자 하였다.
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II.실험재료 및 방법

1.실험재료

[
14
C]L-leucine은 PerkinElmerLifeScienceInc.(Boston,MA,USA)로부터 구입하

여 사용하였으며,아미노산 및 기타 시약들은 analyticalgrade를 구입하여 사용하였다.

2.법랑질모세포의 배양과 분화

본 연구에서 이용한 법랑질모세포 세포주는 Nakata등이 C57BL/6J생쥐의 하악대

구치에서 얻은 세포주로서,일정조건에서 배양하면 법랑질모세포의 특성을 나타낸다는

것을 확인한 세포주이다
20)
.법랑질모세포 세포주를 5% fetalbovineserum(FBS,Gibco

BRL, Rockville, USA)과 항생제(penicillin 100IU/ml, streptomycin 100㎍/ml,

gentamycin50㎍/ml,fungizone2.5㎍/ml)가 함유된 ModifiedEaglesMedium(MEM,

GibcoBRL,Rockville,USA)에 배양하였으며,세포분화와 석회화 유도를 위하여 동일

배지에 ascorbicacid(50㎕/ml)와 β-glycerophosphate(10mM)및 EGF(Sigma-Aldrich,

St.Louis,MO,USA)를 첨가하여 typeIcollagen이 처리된 배양접시에서 배양하면서

실험에 이용하였다
20)
.
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3.역전사 중합효소연쇄반응(RT-PCR)분석

세포분화와 석회화가 유도된 각각의 법랑질모세포 세포주에서 TRIREAGENT

kit(MolecularResearchCenter,Inc.,Ohio,USA)를 이용하여 totalRNA를 추출한 후,

자외선 분광기(UV spectrometer)를 이용하여 260㎚에서 흡광도를 측정,추출된 RNA

의 농도를 계산하였다.cDNA를 합성하기 위하여 5㎍의 totalRNA를 reverse-

transcriptase(InvitrogenLifeTechnologies,Carlsbad,CA,USA)와 oligo(dT)primer

를 이용하여 42℃에서 60분간 역전사 반응을 시행하였다.합성된 cDNA를 LAT1,

LAT2,4F2hc,amelogenin및 GAPDH등의 primer(Table1)를 이용하여 중합효소연쇄

반응(PCR)을 시행하였다.PCR 반응 조건은 94℃에서 12분,변성(denaturation)반응을

94℃에서 1분,결합(annealing)반응을 50～55℃에서 30초,중합(extension)반응을 72℃

에서 1분간 30주기를 반복하고,마지막 중합반응은 72℃에서 10분간 연장하여 반응시

켰다.각 primer의 Tm 값을 고려하여 LAT1,4F2hc및 GAPDH의 결합반응 온도는 5

4℃,LAT2의 결합반응 온도는 52℃,amelogenin의 결합반응 온도는 55℃로 시행하였

다.RT-PCR후 1.5% agarosegel에서 전기영동하여 각각의 PCRproduct를 확인하였

다.

4.Alizalinered-S염색

법랑질모세포 세포주의 석회화 결절을 확인하기 위하여 Alizalinered-S염색을 시

행하였다.분화를 유도한 법랑질모세포 세포주를 PBS로 3회 세척한 후,70% ethyl

alcohol로 20분 동안 고정한 다음 0.1% NH4OH가 함유된 1% Alizaline

red-S(Sigma-Aldrich,St.Louis,MO,USA)용액으로 5분간 염색하여 관찰하였다.



- 6 -

PrimerNames Sequence(5'→3') PCRProduct(bp)

LAT1(sense) CAGCTCCCTGAGTATGAAAG

499

LAT1(antisense) ATCCTCAGGACATCACAAAC

LAT2(sense) TCAGCTGGAGAGACTCAGAT

500

LAT2(antisense) ATCCTTCATACCTGGTCCTT

4F2hc(sense)
AAGGAGGAGCTACTGAAGGT

497

4F2hc(antisense) ATTTTGGTGGCTACAATGTG

Amelogenin(sense) CCAGAGCATGATAAGGCAGC

457

Amelogenin(antisense) GAACTGGCATCATTGGTTGC

GAPDH(sense) TGCATCCTGCACCACCAACT

349

GAPDH(antisense) CGCCTGCTTCACCACCTTC

Table1.PrimersequencesforPCR

LAT1:L-typeaminoacidtransporter1

LAT2:L-typeaminoacidtransporter2

4F2hc:4F2heavychain
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5.Uptake실험

분화를 유도한 법랑질모세포 세포주들에서 아미노산 수송계 L의 특성을 조사하기

위하여 Kim 등(2002)21)의 방법을 이용하여 아미노산 uptake실험을 시행하였다.

37℃의 성장배지가 함유된 6wellplate에서 배양된 각 분화시기별 법랑질모세포 세

포주를 uptake실험에 이용하였다.성장배지를 흡수기를 이용하여 제거한 뒤 세포를

Na
+
-free uptake 용액(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 세

척한 후 10분간 전배양하였다.그 후,[
14
C]L-leucine30μM이 존재하는 동일 uptake용

액으로 교체하여 2분 배양시켰으며,반응의 정지를 위해 4℃의 같은 용액으로 3회 세

척하였다.세척 후 세포를 0.1N NaOH에 녹여 세포 안으로 uptake되어진 방사능을

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 4회 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 비교하였다
10-12,16-19)

.

6.통계학적 검정

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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Ⅲ.실 험 결 과

1.배양 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 아미노산 수송계 L의 발현

생쥐 하악대구치 유래의 법랑질모세포 세포주에 ascorbic acid와 β

-glycerophosphate를 첨가하여 석회화 결절의 형성을 유도한 14일간의 배양과정에서

아미노산 수송계 L의 아형인 LAT1과 LAT2및 그들의 보조인자 4F2hcmRNA의 발

현을 확인하기 위해,각각의 primer(Table1)를 이용하여 RT-PCR을 시행하였다.법랑

질모세포 세포주에서 아미노산 수송체 LAT1의 발현을 배양시간별로 관찰하면,배양 0

일째부터 세포들에서 LAT1의 발현이 관찰되었고,배양 4일째에는 0일째의 발현양인

GAPDH 대비 30%와 LAT1의 발현이 거의 유사하였다(Fig.1).배양 7일째에서는

LAT1의 발현양이 증가하여 GAPDH 대비 53%까지 증가하였으며,배양 10일째에는

배양 7일째와 LAT1의 발현이 유사하였다(Fig.1).배양 14일째에는 LAT1의 발현양이

GAPDH 대비 76%까지 증가함을 관찰할 수 있었다(Fig.1).아미노산 수송체 LAT2는

법랑질모세포 세포주 배양 0일째의 대조군,4일,7일,10일 및 14일째까지 관찰되지 않

았다(Fig.2).LAT1과 LAT2의 기능에 필수적 보조인자인 4F2hc는 법랑질모세포 세포

주 배양 0일째부터 발현이 관찰되었고,배양 4일째에는 0일째의 발현양인 GAPDH 대

비 29%와 4F2hc의 발현이 거의 유사하였다(Fig.3).배양 7일째에서는 4F2hc의 발현

양이 증가하여 GAPDH 대비 37%까지 증가하였으며,배양 10일째에는 배양 7일째와

4F2hc의 발현이 유사하였다(Fig.3).배양 14일째에는 4F2hc의 발현양이 GAPDH 대비

52%까지 증가함을 관찰할 수 있었다(Fig.3).이 실험의 결과로 LAT1과 4F2hc의 발

현양상이 유사함을 확인할 수 있었다.
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2.배양 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 분화 특이유전자 amelogenin의 발현

법랑질모세포 세포주를 분화유도 후,실험적으로 분화가 유도되었는지 확인하기 위

해, 법랑질모세포 세포주의 분화에 의해 특이적으로 발현이 감소되는 유전자

amelogenin의 primer(Table1)를 이용하여 RT-PCR을 시행하였다.본 연구의 법랑질

모세포 세포주에서 배양 0일째의 대조군에서는 amelogenin의 발현이 매우 미약하였다

(Fig.4).그러나 법랑질모세포 세포주의 분화를 유도한 후 4일째에서 GAPDH 대비

84%로 amelogenin의 발현이 크게 증가하였으며,그 발현이 7일째에서는 60%,10일째

에서는 20%,14일째에서는 18%로 발현이 점차 감소함을 알 수 있었다(Fig.4).이 실

험의 결과로,본 실험에서 분화유도 시킨 법랑질모세포 세포주는 분화배지에 의해 정

상적인 분화가 유도되었음을 확인할 수 있었다.

3.배양 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 세포형태의 변화와 석회화 결절의 형성

법랑질모세포 세포주의 분화과정에서 세포형태의 변화를 관찰하였다.배양 4일째에

세포가 증식하여 세포밀도의 증가와 함께 세포형태의 변화가 관찰되었고(Fig.5B),배

양 7일째에는 여러 층의 세포와 결절들이 관찰되었으며(Fig.5C),특히 배양 4일과 7일

사이에 세포의 증식이 급격히 증가하여 고밀도의 세포와 결절들이 관찰되기 시작하였

다.배양 10일째에는 배양 7일째부터 관찰되던 결절들의 크기가 증가하는 것이 보였으

며(Fig.5D),배양 14일째에는 결절들의 밀도가 증가하는 것을 관찰할 수 있었다(Fig.

5E).배양 7일에서 14일까지의 기간에서 결절들이 육안으로 확인되었으며,이 시기의

세포형태는 배양 초기의 세포형태와 많은 차이가 있었다.

법랑질모세포 세포주 분화과정에서 석회화 결절의 형성을 확인하기 위하여
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Alizalinered-S염색을 시행하였다.배양 7일째부터 결절들이 육안으로 관찰되었으며

(Fig.5C),배양 14일째는 크기가 증가하고 결집된 여러 층의 결절을 관찰할 수 있었다

(Fig.5E).흰색의 결절들을 Alizalinered-S염색을 통하여 확인한 결과,석회화 결절

임을 확인할 수 있었다(Fig.5).

4.배양 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 [
14
C]L-leucine의 수송특성

법랑질모세포 세포주 분화과정에서 아미노산 수송특성을 조사하기 위하여,중성 아

미노산 중 실험적으로 가장 많이 이용되는 [
14
C]가 표지된 L-leucine을 이용하여

uptake실험을 시행하였다.배양 0일째인 대조군에서 L-leucineuptake양은 1720±

127pmol/mgprotein/min이었으며,배양 4일째와 7일째에서는 각각 1675±49pmol/mg

protein/min과 1662±35pmol/mgprotein/min으로 별다른 변화를 보이지 않았다(Fig.

6).그러나 배양 10일째에서 1780±108pmol/mgprotein/min으로 L-leucineuptake양

이 증가하기 시작하여,배양 14일째에서는 L-leucineuptake양이 2259±69pmol/mg

protein/min으로 급격한 증가를 보였다(Fig.6).
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Ⅳ.총괄 및 고안

최근 들어 치아발생에 대한 연구는 세포 및 분자 수준까지 많이 진행되고 있다.초

기 치아발생에는 BMP,FGF,MSX1,PAX9및 CBFA1등의 유전자들이 관여한다고

보고되고 있으며,그들의 신호전달경로에 관한 연구들도 활발히 진행되고 있다
22)
.그러

나 치아 초기발생과는 달리 상아질모세포와 법랑질모세포 및 백악질모세포의 분화를

조절하는 인자에 관해서는 잘 알려져 있지 않다.

법랑질의 유기 바탕질은 비아교질 단백질로서 몇 종류의 법랑질 단백질과 효소로

구성된다.법랑질 단백질 중에서 90%는 amelogenin이며,나머지 10%는 enamelin과

ameloblastin같은 nonamelogenin단백질이다
22)
.Nonamelogenin단백질 등은 결정 형

성을 촉진하고 인도하며,amelogenin은 결정의 두께와 폭 성장을 억제하는 것으로 여

겨진다.이와 같은 다양한 연구에도 불구하고 법랑질모세포의 분화과정이나 법랑질 형

성과정과 관련된 분자생물학적 기전은 아직까지 명확히 밝혀져 있지 않다.따라서 본

연구에서는 법랑질모세포의 분화과정 시 필수적인 생체 영양물질인 아미노산들의 세포

내 수송에 관여하는 아미노산 수송계 L의 발현양상 및 역할을 밝히기 위해,생쥐 하악

대구치 유래의 법랑질모세포 세포주를 실험적으로 분화유도 후,아미노산 수송계 L의

발현을 관찰하고 아미노산 수송분석을 시행하였다.

아미노산 수송체들의 발현을 조사하는 RT-PCR분석을 통해,법랑질모세포 세포주

에서 아미노산 수송체 LAT1mRNA 발현은 배양시간이 경과하면서 점차 증가하였으

며,배양 14일째 가장 높은 발현을 보였다(Fig.1).아미노산 수송체 LAT2의 발현은

배양 0일째의 대조군,4일,7일,10일 및 14일째까지 관찰되지 않았다(Fig.2).아미노산

수송계 L의 첫 번째 아형인 LAT1은 정상 조직에서는 뇌,태반,정소 등 그 발현하는

부위가 매우 제한되어 있다10,11).또한 LAT1은 종양세포에서 과발현되며,세포의 계속
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되는 성장에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다
10,11,14,15)

.아미노산 수송계 L의 두 번째

아형인 LAT2는 대부분의 사람 장기에서 발현하고 있으며,특히 심장,뇌,태반,신장,

비장,전립선,정소,난소,림프절 및 태아의 간 등에서 많은 발현을 하고 있다16-19).사

람의 신장암 세포인 T24세포
21)
와 사람의 구강편평세포암종 KB세포

23)
에서도 LAT1

의 발현을 확인할 수 있었으나 LAT2의 발현은 관찰할 수 없었다.본 연구에서도 법랑

질모세포 세포주의 분화과정 중에서 아미노산 수송계 L의 두아형 중 LAT1의 발현은

배양시간이 경과하면서 점차 증가하였으나,LAT2는 발현하지 않았다.따라서 본 연구

결과와 LAT1이 세포의 계속되는 성장에 중요한 역할을 한다는 것을 시사한 선행연구

자들의 보고
10,11,14,15)

를 같이 고찰하여 볼 때,세포의 계속되는 성장에 중요한 역할을 수

행하는 중성 아미노산 수송체 LAT1은 법랑질모세포의 분화유도 후 석회화 결절을 형

성하는 과정에서 발현이 증가하여 중요한 역할을 한다는 것을 시사한다.

아미노산 수송계 L의 두 아형인 LAT1과 LAT2의 기능을 위한 필수적인 보조인자

인 4F2hcmRNA 발현은 법랑질모세포 세포주 배양시간이 경과하면서 점차 증가하였

으며,배양 14일째 가장 높은 발현을 보였다(Fig.3).이 결과는 LAT1의 발현이 법랑

질모세포 세포주의 분화과정 중에서 배양시간이 경과하면서 점차 증가한다는 결과와

매우 유사하였다.본 연구의 결과는 법랑질모세포 석회화 결절과정에서 LAT1의 보조

인자인 4F2hc의 발현증가가 수송체 본체인 LAT1의 발현증가와 기능의 증가를 위해

필수적인 과정임을 시사하고 있다.

본 연구에서 법랑질모세포 세포주의 분화를 유도한 후 amelogeninmRNA의 발현

은 배양 시작 후 7일까지 발현이 유지되다 그 발현이 현저히 감소하였다(Fig.4).이

결과는 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 amelogeninmRNA 발현이 배양초기에 증

가를 보이다 점차 감소한다고 한 보고24)와 amelogenin이 법랑질모세포의 초기 분화과

정이나 법랑질이 석회화되기 전 단계에서 분해효소에 의해서 잘려 저분자 조각이 된다

고 한 보고
22)
와 부합한다.따라서 본 연구의 법랑질모세포 세포주에서 amelogenin
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mRNA 발현 실험결과는 법랑질모세포 세포주의 실험적인 분화가 정상적으로 이루어

졌음을 뒷받침하고 있다.또한 분화 중인 법랑질모세포 세포주의 형태학적인 관찰과

석회화 결절 형성을 확인하기 위한 Alizalinered-S 염색(Fig.5)을 통해서도 석회화

결절 및 분화중인 세포와 기질들을 관찰할 수 있었다.

법랑질모세포 세포주의 분화과정에서 아미노산 수송특성을 조사하기 위하여,중성

아미노산 L-leucine을 이용하여 uptake 실험을 시행한 결과,배양 10일째부터

L-leucineuptake가 증가하기 시작하여 배양 14일째에 최대를 보였다(Fig.6).Yoon등

(2005)
25)
은 사람의 정상 구강편평상피세포와 사람의 구강편평세포암종에서 아미노산

수송계 L의 발현 및 역할을 밝힌 연구에서,정상세포주인 구강편평상피세포에서는

LAT2만 발현하고 암세포주인 구강편평세포암종에서는 LAT1만 발현하여 각각의 세포

에서 중성 아미노산의 세포 내 유입역할을 담당한다고 보고하였다.본 연구의 법랑질

모세포 세포주 분화과정에서는 LAT2는 발현하지 않고 LAT1의 발현이 점차 증가하였

다.이러한 결과는 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 LAT1과 4F2hc의 발현이 배양

시간이 경과하면서 점차 증가함에 의해 L-leucineuptake양이 증가하는 것을 의미한

다.본 연구에서의 L-leucineuptake결과와 Yoon등(2005)25)의 연구결과로 볼 때,이

연구에서 법랑질모세포의 분화유도 후 석회화 결절을 형성하는 과정에서 중성 아미노

산 수송계 L중 LAT1이 중성 아미노산을 세포 내로 유입시키는 중요한 역할을 한다

고 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 있다10,11,14,15).아미노산 수

송계 L은 그 수송 기질이 필수 아미노산을 포함한 대부분의 중성 아미노산이므로 매

우 중요하게 인식되고 있다
9,10)
.본 연구에서 LAT1은 법랑질모세포 세포주의 배양 초
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기에 발현이 나타나 분화가 진행됨에 따라 점차 발현이 증가하였으며,LAT2는 법랑질

모세포 세포주 분화과정에서 발현하지 않았다.결론적으로,본 연구의 결과로 법랑질모

세포 분화과정에서 아미노산 수송계 L중,LAT1이 법랑질모세포의 석회화 결절 과정

에 중요한 역할을 한다고 사료된다.
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Ⅴ.결 론

법랑질모세포의 분화과정 시 필수적인 생체 영양물질인 아미노산들의 세포 내 수송

에 관여하는 아미노산 수송계 L의 발현양상 및 역할을 밝히기 위해,생쥐 하악대구치

유래의 법랑질모세포 세포주에서 실험적 분화를 유도한 후,RT-PCR 분석,세포형태

관찰,Alizalinered-S염색 및 L-leucineuptake분석실험을 시행하여 다음과 같은 결

과를 얻었다.

1.법랑질모세포 세포주의 배양 초기에 LAT1mRNA가 발현되었고,그 발현은 시간이

경과하면서 점차 증가하였다.

2.LAT2mRNA는 법랑질모세포 세포주의 분화과정 동안 발현되지 않았다.

3.법랑질모세포 세포주 분화과정에서 LAT1과 LAT2의 보조인자인 4F2hcmRNA는

배양 초기에 발현되었고,그 발현은 시간이 경과하면서 점차 증가하였다.

4.법랑질모세포 세포주 분화과정에서 amelogeninmRNA는 배양 시작 후 7일까지 발

현이 유지되다 점차 그 발현이 감소하였다.

5.법랑질모세포 세포주 분화과정에서 세포 내 L-leucine양이 배양 10일째부터 증가

하기 시작하여 배양 14일째에 최대를 보였다.

본 연구의 결과로 법랑질모세포 분화과정에서 중성 아미노산 수송계 L중,LAT1

이 법랑질모세포 석회화 결절과정에 중성 아미노산을 세포 내로 유입시키는 중요한 역

할을 한다고 사료된다.
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Ⅶ.사진부도 설명

Fig.1.DetectionofLAT1mRNA byRT-PCR.ThefirststandcDNAsprepared

from theameloblastcelllinetotalRNAswereusedastemplateforPCR

amplification.ThePCR productswereelectrophoresisona1.5% agarose

gelandvisulaizedwithethidium bromide.A.Agarosegelelectrophoresis

wasperformedontheRT-PCR productsfrom ameloblastcellline(LAT1;

499bp,GAPDH;349bp)(0;0day aftertreatmentwith differentiation

media,4;4daysaftertreatmentwithdifferentiationmedia,7;7daysafter

treatmentwith differentiation media,10;10 days aftertreatmentwith

differentiationmedia,14;14daysaftertreatmentwithdifferentiationmedia)

B.ThepercentageofLAT1mRNA expressionwascalculatedasaratioof

GAPDHband.

Fig.2.DetectionofLAT2mRNA byRT-PCR.A.Agarosegelelectrophoresiswas

performedontheRT-PCR productsfrom ameloblastcellline(LAT2;500

bp,GAPDH;349bp)B.ThepercentageofLAT2mRNA expressionwas

calculatedasaratioofGAPDH band.Otherlegendsarethesameasin

Fig.1.

Fig.3.Detectionof4F2hcmRNA byRT-PCR.A.Agarosegelelectrophoresiswas

performedontheRT-PCR productsfrom ameloblastcellline(4F2hc;497
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bp,GAPDH;349bp)B.Thepercentageof4F2hcmRNA expressionwas

calculatedasaratioofGAPDH band.Otherlegendsarethesameasin

Fig.1.

Fig.4.DetectionofamelogeninmRNA byRT-PCR.A.Agarosegelelectrophoresis

was performed on the RT-PCR products from ameloblast cell line

(amelogenin;457bp,GAPDH;349bp)B.Thepercentageofamelogenin

mRNA expression was calculated as a ratio ofGAPDH band.Other

legendsarethesameasinFig.1.

Fig.5.Mineralizednoduleformationinameloblastcellline.Themineralizednodule

formationofameloblastcelllineinducedbythedifferentiationmediawas

examinedafter0(A),4(B),7(C),10(D)and14(E)daysofculture.The

cellsweregrowninthepresenceofascorbicacidandβ-glycerophosphate

forinducing themineralization.Thenodulesweredetected by Alizaline

red-Sstaining.

Fig.6.[
14
C]L-Leucineuptakebyameloblastcellline.The[

14
C]L-leucine(30μM)

uptakemeasuredat37℃ for2minintheNa
+
-freeuptakesolution.Each

datapointrepresentsthemean±SEM offourexperiments.
***
P<0.001vs.

0day(theameloblastcelllineat0dayaftertreatmentwithdifferentiation

media).
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Ⅷ.김상봉 사진부도(Fig.1)
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Ⅷ.김상봉 사진부도(Fig.2)
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Ⅷ.김상봉 사진부도(Fig.3)
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Ⅷ.김상봉 사진부도(Fig.4)
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Ⅷ.김상봉 사진부도(Fig.5)
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Ⅷ.김상봉 사진부도(Fig.6)
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