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1. 서 론 

치 아의 발생 은 싹시 기 (bud stage), 모자시 기 

(cap stage) 및 종시 기 (bell stage)의 세 단계 로 

진행된다. 싹시기의 치배 (tooth genn)는 상피조 

직 이 외 배 엽 성 간엽 (ectomesenchyme) 쪽으로 돌 

출한 최초의 싹을 말하며， 상피싹 주변에 외배엽 

성간엽세포들이 치밀하게 모여있다. 모자시기는 

상피조직이 외배엽성간엽 쪽으로 증식해가면서 

상피 인접부위 외배엽성간엽세포의 밀도가 높아 

지게 되는 단계이다. 이 시기는 치아기관(dental 

organ), 치 아유두(dent머 papilla), 치 낭(dental 

follicle)으로 구성되어 세포증식이 일어나고 동 

일 상피세포들이 다른 세포들로 분화하는 조직 

분화가 일어난다. 모자시기 후반부터 분화가 시 

작되어 종시기 상피세포는 치아의 특이성을 갖 

는 세포집단으로 변하게 된다. 종시기 후기에는 

치판(dental lamina)이 파괴되고 상아질 (dentin) 

과 법랑질(enamel)이 형성되기 시작한다. 상아 

질과 법랑질은 각각 인접한 세포인 상아모세포 

( odontoblast)와 법랑모세포(ameloblasO에 의해 

서 형성되고， 이 세포들은 외배엽성간엽 (ecto 

mesenchyme)과 구강상피 (oral epithelium)에서 

기원이 된다. 치아의 형성은 외배엽성간엽과 상 

* 교신저자 
.. 공동 제 1 저자. 

피세포 사이의 복잡한 과정을 수반한 상호작용 
을 통해서 이루어진다1 ，2) 

싱-아모세포는 치수(pulp) 주변을 둘러싸는 단 

일 층의 세포집단으로 상아질 내로 연장되는 상 

아질세관(dentinal tubules)이라 불리는 돌기를 

갖는다， 상아모세포는 신경능선(neural crestl세 

포 유래의 외배엽성간엽세포에서 기원하며 ， 상 

아질의 유기기질을 합성， 분비하여 석회화에 관 

여한다3) 상아모세포는 상아질의 석회화를 결정 
하는 일련의 복잡한 과정을 조절하며， 풋싱-아질 

(predentinl에는 제 I형파 III형 교원질과 많은 막 

결 합성 바탕질 소포들(membrane-bound matrix 

vesiclel이 산재되어 았다. 상아모세포에서 분비 

된 이 소포들은 주변 기관으로 이동하면서 상아 

질의 석회화 침착을 진행시킨다41 상아질에는 석 

회화 침착의 촉진이나 억제에 관여하는 단백질 

들이 많이 발현되며， 그 종류로는 dentin sialo­

phosphoprotein(DSPPl , DSPP에 포함되 는 

deintin sialoprotein(DSPl와 dentin phosphopro 

tein(DPPl 그리 고 dentin matrix protein 1, 2, 
3(DMP1, DMP2, DMP3l 등 이 있다5) 
분비 백 혈구단백 분해 효소억 제 제 (secretory le­

ukocyte protease inhibitor, SLPIJ는 11.7- kDa 

크기 의 cystein • rich 단백 질로서 , 침 샘， 정 장， 자 

궁경부， 비강 및 기관지 점액층에 있는 상피세포 
에서 분비되는 것으로 알려져 있다lì，71 ， SLPI의 

단백질 구조는 N말단부터 C말단부위까지 선호 
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렘타이드 부분과 분비웹타이드 부분으로 구성되 

어 있으며， 분비랩타이드의 앞쪽은 항세균 및 항 

염증관련 도메인이 위치하고， 뒤쪽부위에는 단 

백질분해효소억제 도메인이 있다. 

SLPI의 단백질분해억제 기능은 염증질환과 

퇴화되는 조직부위에서 중요한 방어분자로서 작 

용한다8) 또한 lipopolysaccharide(LPS)에 의 해 
자극된 대식세포에서 분비되고 LPS에 의해 활 

성화된 염증반응 관련 신호인자들에 대한 길항 
작용을 한다고 밝혀 졌다6，9，]0)， SLPI는 시 험 관(띠 

vitro)과 생체 (in vivo)에서 상처 치유와 세포의 

증식을 촉진하고， 1묘V 바이러스와 박테리아 감 

염을 억제하는 기능도 있는 것으로 알려져 있다 

]]) 그리고 최근에는 SLPI가 암세포 전이 원인 
인자중의 하나라는 연구결과도 보고되었다12) 

현재까지 알려진 SLPI의 여러 가지 기능과 특 

정으로 미루어보아， SLPI가 치아 발생과정 중 

기질을 구성하는 단백질의 형성과 분해과정을 

조절하는 조절 단백질로서의 가능성이 있을 것 

으로 생각된다. 따라서， 본 연구에서 치아발생과 

정 중 상아질 형성에 관여하는 상아모세포에서 

SLPI의 역할을 알아보기 위해， 치아발생 단계별 

SLPI의 발현 정도와 교원질의 분비를 비교 관찰 

하였다. 

IL 실험재료 및 방법 

1 . 조직표본 저|작 

발생 18일， 생후 1일， 4일， 10일， 15일 ， 20일의 

생 쥐 (D때001， KOR)를 4% paraformaldehyde 용 

액을 이용하여 관류 고정시킨 후， 하악과두를 포 

함한 악골을 적출하여 4
0

C paraformaldehyde 용 

액에서 16시간 재고정하였다， Phosphate Bu 

ffered saline(PBS, pH7.4)용액으로 2시간 세척 

하고， 10% disodium dihydrogen ethylene­

diarninetetraacetate dihydrateCEDT A, pH 7.4) 

용액에서 4주간 탈회하였다. 탈수를 위하여 

70%, 80%, 90%, 100% 1, 100% II, 100% III 및 

100% IV 에탄올 처리를 각각 12시간씩 처리하 
였고， chloroform으로 투명 화 과정 을 거 친 후， 파 

라핀을 침투시켜 포매 하였다 조직을 51lm의 절 
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편으로 만든 후 ethoxysi!ane(Sigma, USA)으로 

코팅된 유리 슬라이드에 올려서 관찰하였다. 

2. In-sítu hybridization 

676bp의 SLPI cDNA를 제한효소로 절단 한 

후， 1.5% agarose gel에서 선형화를 확인하였다 

선형화된 DNA 단편을 sodium acetate와 에탄올 

용액에서 70
0

C에 40분 동안 방치하여 침전시켰 

다 침전액을 14에Orpm으로 20분 동안 원심분리 

하여 pellet을 얻었고 이를 DIG RNA labeling 

kit(Roche molecular biochemical, GER)와 T3, 
T7 RNA polymerase(Roche molecular bioche­

mical, GER)를 이 용하여 sense와 antisense 

cRNA probe를 제작하였다. 

절편들을 면역조직화학염색과 같은 방법으로 

탈파라핀과 함수과정을 거친 후 고정액(4% 

formaldehyde)에서 10분간 고정하였다. PBS로 2 

회 세척하고 0.2N HCI을 20분간 처리한 후 PBS 

로 세척하였다， O.1M triethanolarnine- HCl에서 

3분간 빈·응 후， acetylation 용액 (0‘25% acetic 

anhydrate in O.1M Triethanolarnine-HCI, pH 

8，0)에 10분간 처리하였다， PBS로 세척한 후 탈 

수 및 탈파라핀 과정을 거쳐 공기 중에 건조시켰 

다. 절편에 probe를 올라고 50
0

C에서 16시간 동 

안 hybridization 시켰다， Hybridization 후 2X 

SSC, 0,2X SSC 1, 0.2X SSC II로 각각 세 척 한 다 

음， 1.5% Blocking Reagent(Roch molecular 

biochemicals, GER)가 함유된 Dig buffer 

(l00mM Tris- HCI, 150rnM NaCD로 다시 세 척 
하고 anti-Dig antibody를 1:500으로 Dig buffer 

I에 희석하여 1시간 통안 처리하였다， Dig buffer 

II(100mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 500mM 

MgC!z)로 세 척 하고 nitroblue tetrazolium salt와 

5- bromo-4 • chloro • 3-indolyphosphate (NBT / 

BCIP)로 발색하였다， Dig buffer IV( lOmM 

Tris • HCl, 1mM EDT A)로 세척 후， 메틸그린 

(methyl green)으로 대조염색하여 관찰하였다. 

3 ‘ 교원질 염색 

조직절편을 탈파라핀， 함수， 수세처리를 한 후 



Je-Q Jeong, Soon-Jeong Jeong, Myung-Hwa Lee, Joo-Cheol Park. 
Heung-Joong Kim. Moon-Jj’'n Jeong 

Vol. 31 No , 1 2007 

Boüin 용액에 옮겨 56.C에서 1시간동안 후고정 

을 하였다. 고정한 다음 5-10분간 식히고， 흐르는 

물로 절편이 무색으로 변할 때까지 수세를 한 후， 

Weigert’s iron hematoxylin 용액 에 서 10분간 대 
조 염색 후 흐르는 물에서 10분간 수세하였다. 

Biebrich scarlet acid fuchin 용액 으로 15분간 
염색한 후 증류수로 수세하였고， phosphomol­
ybdic-phosphotungstic acid 용액 에 서 10-15분 

간 탈색하였다. 탈색한 후 수세하지 않고 직접 

aniline blue 용액 에 옮겨 10-20분간 염 색 한 후 
증류수로 수세하였다， Acid water에서 3-5분간 

처리하고 탈수， 투명， 봉입과정을 거친 후 광학현 

미경으로 관찰하였다. 

III. 실험결과 

1 . 모자시기 및 종상기 초기(Cap Stage & 
Early 8ell Stage) 

발생 18일과 생후 1일의 조직표본에서는 구강 

점 막(or머 mucosa)을 비 롯한 특이 성 을 갖는 세 

포집 단인 외 치 상피 (outer dental epithelium), 치 
아기 관(dental organ), 내 치 상피 (inner dental 

epithelium) 및 치 아유두(dent머 papil1a)7} 관찰 

되었다(Fig . 1b), 발생 18일과 생후 1일의 표본에 

서 는 SLPI mRNA의 발현을 관찰할 수 없었다 
(Fig, 1a, C), 교원질 침착은 구강점막 부분에서 

나타났고， 내치상피와 외치상피에서도 연하게 

보이 나 뚜렷하지 는 않았다(Fig ， 1d), 

2 . 종상기 후기(Advanoed 8ell Stage) 

생후 4일의 조직표본에서는 내치상피에 의해 

서 만들어지는 법랑질의 형성이 관찰되었다. 

SLPI mRNA의 발현은 치수에서는 강하게， 상아 
모세포와 풋상아질에서는 약하게 관찰되었고 

(Fig. 1e), 이시기에 풋상아질과 치조골에서 교원 
질이 염색되었다(Fig ， lf), 

3. 치관기(Crown Stage) 

치관기에 해당하는 생후 10일과 15일의 조직표 

본에서는 상아질이 상아모세포에 의해 많이 형 

성되었으며， 표본 제작 시 탈회과정으로 인하여 

법랑질의 대부분이 소실되고 하양게 비어있었 

다. 생후 10일의 표본에서 SLPI mRNA는 상아 
모세포 아래충과 Tomes 돌기를 포함하는 상아 
모세포의 첨단부분에서 발현되었으며 (Fig ， 2a) , 

교원질의 경우， 상아모세포의 첨단부위와 인접 

한 풋상아질과 상아세관에서 강하게 염색되었다 

(Fig , 2b) , 

생후 15일에서 SLPI mRNA의 발현은 생후 10 
일과 통일한 패턴을 나타냈지만 상아모세포에서 

는 더 욱 강하게 발현되 었고(Fig ， 2C), 교원질 침 

착은 생후 10일과 비교했을 때， 풋상아질에서 상 

아질까지 전체적으로 관찰되었다(Fig ， 2d). 

4 , 치아 맹출기 CFunotional Stage) 

생후 20일의 조직표본에서는 치아의 맹출이 

관찰되었으며， SLPI mRNA는 상아질모세포 아 
래층과 상아모세포에서 발현되었고， 치수에서는 

발현이 약하였으며 (Fig ， 2e), 음성대조군에서는 

반웅하지 않았다(Fig ， 2f), 교원질 침착은 상아질 

과 시멘트질과 접하는 치주인대에서 관찰되었다 

(Fig , 2g) , 

IV , 고찰 

치 아발생 과정 중 상피 -간엽 조직 (epithelial­

mesenchyme)의 상호작용 결과 상피세포의 세 

포분화가 일어남으로서 법랑모세포가 형성되고 

외배엽성간엽조직 세포로부터 상아모세포가 형 

성된다1 ，13 ) 이들 중 분화된 상아모세포는 상아질 

의 기질을 만들어낸다14) 상아모세포는 상아질에 

서 발견되는 대부분의 세포외기질성분을 생산하 

며 상아질의 광화에 관여한다. 상아질에서 관찰 

되는 단백질은 교원질성 외에 비교원질성 단백 

질들로 광화된 조직에서 주로 관찰되는 분자들 

과 조직 에 광범 위 하게 분포하는 분자들로 나눌 

수 있다. 상아질 세포외기질의 90%를 차지하는 

교원질의 경우 1(98%)형과 ill(2%)형이 대부분 

을 차지하고， 세포외기질의 10%정도를 차지하는 

비교원질성 단백질의 경우는 dentin sialophos-
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phoprotein(DSPP), bone sialoproteinmSp), os­

teopontin(OPN), dentin matrix protein- l (DMP 

-1), metalloproteinases(MMP- 1,• 2,-9) 및 ame­
logenin(Aml) 등이 있다15) 

교원질이 III형에서 I형으로 전환되는 과정은 

이전 교원질의 융해와 새로운 교원질의 합성이 

연관된 상호작용에 의해서 조절되는데， 이들의 

중섬 에 있는 분자가 metalloproteinase와 collag 
enase으로 알려져 있다16) 기질붕괴효소인 

matrix- degrading metalloproteinase(MMP)는 

전구효소(pro-enzyme)로 휠성화가 되어야하며， 

이 분자는 기질붕괴의 생리학적 중개자로서 작 

용한다. Prototype MMP는 interstitial collage­

nase이지만 zymogen으로서 분비되는 효소는 적 

어도 10개 정도가 존재한다.MMP는 크게 3가지 

로 나뉘는데， collagenase (I\α@-1 ， -8, - 13, -18) 

인 hα1P- 1은 1, 11, III, VII, X형 아교질에 작용 
하고， gelatinase는 A형 (MMP-2)과 B형 (MMP 

9)으로 나뉘며 A형은 IV형 교원질과 엘라스틴， 

젤라틴을 붕괴하며， B형은 대식세포， 중성구 및 

각질세포 등에서 분비되는 것으로 알려져 있다. 

Stromelysins 1(MMP-3)과 2(MMP-1O)는 프로 

테 오글리 칸(proteoglycan) , 피 브로넥 틴 (fibrone 

ctin) , 라미닌Oamin) , 젤라틴(gelatin) ， III, IV, IX 

형 교원절에 작용하고 stromelysin 계띨인 

matri lysin (1\α@-7)은 주로 피브로넥틴， 젤라틴， 

엘라스틴(ealstin)의 붕괴에 관련되어 있는 것으 

로 알려 져 있다. 최 근에 알려 진 MMP-20은 아멜 

로제닌(뻐elogenin)의 붕괴에 관련하기 때문에 

에나멜라이신(enamelysin)으로 불리고 있다. 이 

들 MMP들은 성 장인자들 뿐만 아니 라 세포외 기 

질의 자극에 의해서 활성화된다17) 
SLPI는 chymotrypsin, trypsin, neutrophil 

elastase 및 cathepsin G 등의 억 제 능력 을 가지 
고 있으며， SLPI 잔기의 단백질분해효소 억제부 

분은 카르복실기 말단에 위치한 72번째 루신으 

로 얄려져 있다. SLPI의 항단백분해효소기 능은 

퇴화 또는 염증부위의 분비액 조성을 보호하는 

데 중요한 역할을 한다18) 실제로 SLPI는 중성구 

엘라스타제에 의한 사람호흡기 상피표면 손상에 

대한 벙어인자로서 보고되었으며， 타액에 존재 

함으로서 많은 세군에 노출되어 있는 구강의 염 
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증조절과 붕괴된 효소의 합성을 유도하는 중요 

한 역 할을 한다ln) 비 록 SLPI의 기 능이 단백 질분 

해효소의 직접적인 억제에 의한 염증조절에 관 

여한다고 하지만， 발표된 다른 보고에 의하면 단 

핵구에 의해 생산되는 hα1P- 1과 -9의 분비에 

관여하는 신호전달과정을 막읍으로서 결합조직 

의 붕괴를 악제하는 기능을 나타낸다고 하였다 

20) 또한， SLPI 유전자가 결손된 생쥐의 구강점 

막 상처치유과정에서 MMP-2와 9의 발현이 증 

가한다고 하였다21l. SLPI 외에 단백질분해효소 
억 제 제 로 알려 진 것 중 tissue inhibitor of 

metalloproteinase一 l(TIMP-l)과 -2(TIMP-2)는 

단백질분해효소를 직접적으로 억제하기보다는 

세포반응을 조절하는 기전을 통하여 억제하는 

것으로 알려져 있다. 상아모세포에서는 MMP-1， 

• 2, -3, • 9 등이 발현되고， 아직 명병되지 않은 

collagenase와 MMP-2가 핑화된 사람의 상아기 
질에서 동정되었으며22，경)， hα@-2， -8, - 9 등이 

치아우식 부위에서 확인되었다1 7엔 따라서 
MMP는 상아기질형성과 치아우식 진행을 조절 

할 것으로 생각된다， 

SLPI가 치아에서 발현된다는 보고는 현재까 

지 없었으며， 본 연구를 통하여 처음으로 발생 

중에 있는 생쥐 치아의 상아모세포에서 SLPI 

mRNA와 단백질의 발현이 확인되었다. 본 연구 

의 결과에서 상아질 형성 과정 중 교원질의 합성 

과 더불어 SLPI 발현의 증가는 상아칠의 많은 

부분을 차지하는 교원질의 붕괴를 막기 위해서 

와 간접적인 세포간의 조절을 통하여 hαIIP를 

억제하기 위해서라고 생각되지만， 상아모세포에 

서 SLPI와 MMP의 발현과 조절관계에 대한 연 

구는 앞으로 더 진행되어야 할 것으로 보인다. 

본 연구결과를 종합하면， 치아발생과정 중 SLPI 

는 hα@를 조절하여 상아질 형성 단백질 중 가 

장 많은 비율을 차지하는 교원질의 붕괴를 막기 

위해 증가되는 것으로 생각된다. 

V. 결 론 

분비 백 혈 구단백 분해 효소억 제 제 (secretory le 

ukocyte pr‘otease inhibitor, SLPI)는 엘라스타제 

cathepsin G와 다른 단백 질분해효소를 억 제 함으 
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로서 자가붕괴로부터 조직을 보호하는 기능을 

하는 것으로 알려져 있다. 치아발생과정은 치아 

유두와 법랑질기관의 형태학적， 생화학적 변화 

를 동반함으로서 많은 기질 단백질들의 생성과 

분해가 일어나는 과정으로 SLPI는 단백분해 효 

소들의 조절단백질로 발현 가능성이 있을 것으 

로 생각된다. 그러나 현재까지 치아에서 SLPI의 

발현과 역할에 대한 보고는 거의 없다. 따라서， 

본 연구는 치아발생과정 중 상아모세포에 의한 

상아질형성과 광화에서 SLPI의 역 할을 알아보 

기 위해 치아발생단계별로 SLPI의 발현정도와 

발현위치를 관찰하였다， 

조직 내에서 mRNA를 확인하기 위해서 

mRNA in-situ hybridization을 시행한 결과， 상 
아모세포가 원주형의 세포로 분화하면서 SLPI 
의 발현이 증가하였다. 교원질의 합성을 관찰하 

기 위해 교원질염색염색을 한 결과 SLPI의 발현 

과 통일한 시점인 종시기와 치관기에서 염색되 

었다. 따라서， 본 연구결과로 SLPI가 상아모세포 

에서 발현된다는 것을 처음 증명하였으며， 광화 

과정동안 교원질의 붕괴를 막기 위해 hα!lP를 

조절함으로서 SLPI가 상아모세포에서 교원질의 

발현과 더불어 증가되어 발현되는 것으로 생각 

된다 
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Flg. 1. Cap (b). early bell (E18) (a). bell (PN1) (c. d). and advanced bell stage (PN4) (e. f). Negative results shows 
in /n sltu images at early bell stage (E18) and bell stage (PN1) (a. c). Masson’ s staining shows slightly 
posltive for collagen oral mucosa (om) and outer dental eplthelium (ode)(b. d). Posltive reaotion of the In 
sltu hybrldlzatlon in pulp oells (po) and odontoblast layer (01) was observed at the advanoed bell stage 
(PN4) (e) ‘ Masson’s staining shows posltive reaotlon in predentin (pd) and alveolar bone (ab) (f) . do. dental 
organ: ide. inner dental eplthelim: dp. dental papllla: al. ameloblast layer: ab. alveolar bone ‘ Soale bars of 
a. o. and d indioate 100~m Scale bars of b. e. and f are 20~m 

Flg . 2. Crown 8tage (PN1 이 (a. b) and (P15) (ι d) . Dentlnal tubules (arrows) are shown positive in situ reaotion 
and expression of 8LPI is more strong than postnatal day 4 In subodontoblast layer (sl) (a). At PN15. strong 
expression of the 8LPI is shown in odontoblast layer and dentlnal tubules (0) compared to PN10. Masson’s 
stainlng of PN15 (d) shows strong reactlon more than PN10 in predentln (pd) (b) al. ameloblast layer. 
Arrows indioate dentinal tubules. AII soale bars Indicate 20~m. After eruptlon of the tooth. at funotional 8tage 
(PN20) expresslon of the 8LPI is restrloted to subodontoblast layer in pulp and periodontal Iigament also 
strong (p) (e) Negative oontrol for In situ is shown in f Masson’s staining shows strong reaotlon in dentin 
and alveolar bone (g) Scale bars of e. f. and g are 1 OO~m 
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- ABSTRACT-

Expression of the Secretory Leukocyte Protease Inhibitor (SLPI) 
during Mouse Odontoblast Differentiation 

Je-O Jeong , Soon-Jeong Jeong , Myung-Hwa Lee , Joo-Cheol Park , 

Heung-‘Joong Kim 1, Moon-Jin JeOng 

Department of Oral Histology, 1 Department of Oral Anatomy, α/lege of Dentistry, Chosun University, 
Dong-Gu Seosuk dong, Gwangju, 501 -759, Korea 

The biological function of secretory leukocyte protease inhibitor (SLPD is believed to be the inhibition of elastase, cathepsin G 
and other protease, thereby protecting tissue from self-degradation by these enzyme, Tooth development is associated with 
morphological and biochernical changes of the dental papilla and enamel organ. Among the proteins involved in the development, 
some proteases and inhibitors have important role for reorganization of the each developing cells, The SLPI is thought as a 
regulating protein on the synthesis and degradation of matrix proteins , But there was no report of expression of this molecule on 
the tooth development, es야!Cially on the odontoblast. Therefore, the aim of this study is to verify the role and expression of the 
SLPI during odontogenesis and rnineralization during mouse tooth development. 

From in-situ and immunohistochernical an외ysis， it has firstly described that the SLPI is expressed in odontoblasts during tooth 
development. Expression of the SLPI was increased in differentiated odontoblast than that of young odontoblast and at the same 
time, collagen was also obseπed ， From these results, the expression of SLPI in odontoblast may prevent the degradation of 
collagen through the regulation of MMP, suggesting that the SLPI may play the important roles in odontogenesis and 
rnineralization, 

Key Words: Secretory leukocyte protease inhibitor , mouse tooth development. odontoblast. collagen 
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