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사람치수줄기세포 조건배지와 법랑모세포 조건~H지가 

사람치수줄기세포의 상아모세포 분화에 미치는 영향 

1서울대학교 대학원 치의학과 2서울대학교 치과대학 구강조직학 교실 

최 원 준 박주철2，: 

서 론 

줄기세포는 지속적으로 세포 분열하고 

새로운 세포로 분화하여 복잡한 조직이 

나 기관을 만들어낼 수 있는 능력을 가 

지고 있다 구강 조직(예 상아질， 치수 

등)에 손상을 입었을 때 이러한 조직을 

하는 치료 전략을 발전시키는데 치수줄 

기세포의 발견은 큰 역할을 하였다1) 치 

수줄기세포는 상아모세포， 연골세포， 지 

방세포， 신경세포로의 분화 잠재력을 가 

지고 있어 다양한 조직으로 분화될 수 

있고 그 중 상아질-치수외- 유사한 조직 

도 만들어낼 수 있다2 ， 3) 이러한 치수줄 

기세포의 치아 조직으로의 분화능력은 

상아질-치수 복합체의 재생을 위해 임상 

적으로 적용하는데 매우 유용할 수 있 

다 손상된 상아모세포는 치수줄기세포 

로부터 분화된 새로운 상아모세포로 대 

* 교신저자 

체되고 손상된 상아질은 새로운 수복 상 

아질로 대체된다 이 때 치수줄기세포가 

상아모세포로 분화하는데 주위의 성장 

인자 등 싱아질 기질로 분비되는 물질이 

필요하다. 

성장 인자는 세포의 성장， 증식 그리고 

세포의 분화를 자극하는 물질이다. 이 

물질은 단백질이나 스테로이드 호르몬이 

다. 이 물질은 세포 내외의 수용체에 결 

합하여 신호 전달을 시작하게 함으로써 

세포 작용을 조절하는데 중요한 역할을 

한다 따라서 이러한 분자들은 줄기세포가 

어떠한 조직으로 분회-할지 줄기세포의 

운명을 결정하고， 배아가 조직이나 기관 

으로 분화하는 것을 조절하는 역할을 한 

다1. 6) 치수에 답아 있거나 상아질형성에 

영향을 주는 성장 인자에는 vascular 

endothelial growth facto r(VEGF) , 

nerve growth facto r( NGF) , fibro 

blast growth factor , bone morpho-
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genic protein , transforming growth 

factor ß 등이 일려 져 있다4-8) 

최근 조건배지를 이용한 많은 연구가 

진행되었다. 조건배지에는 다양한 효소， 

성장 인자， 호르몬 등 세포가 분비하는 

신호 물질을 함유하고 있다. 이 물질들은 

세포 성장과 분화， 혈관 생성 등과 같은 

역할을 한다9) 이러한 물질들을 치수줄 

기세포에 처리했을 때 상이-질-치수 복합 

체기- 생성될 수 있는지 확인하는 것이 

중요 할 것이다. 이러한 기능성은 dentin 

sia lophosphoprotein (DSPP) mRNA 

와 같은 상이-모세포 분화 표지자로 확인 

할 수 있을 것이다4) 상아질-치수 복합 

체가 생성되기 위해서는 상아모세포가 

매우 중요한 역할을 하기 때문이다 또한 

Bone sialoprotein (BSP) mRNA의 

발현 정도를 확인히-여 골모세포로-의 분화 

정도를 파악한다. 후에 조건배지의 pro 

teomics method를 통해 치수 재생을 

촉진할 수 있는 새로운 물질을 발견할 

수 있는 기회를 얻게 될 것이다 

이 연구는 사람치수줄기세포에 조건배 

지를 in vitro로 처리하여 사람치수줄 

기세포의 상아모세포로의 분화를 촉진하 

는지를 확인해 보고자 한다. 사람치수줄 

기세포에 사람치수줄기세포 조건배지， 법 

랑모세포 조건배지 그리고 사람치수줄기 

세포 조건배지외 법랑모세포 조건배지를 

혼합한 조건배지를 처리했을 때 상아모 

세포로의 촉진 정도를 파악한다 이를 통 

해 사람치수줄기세포 조건배지가 법랑모 
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세포 조건배지를 처리한 사람치수줄기세 

포를 상아모세포로 분화시키는 능력을 상 

승시킬 수 있는지 파악하여 사람치수줄기 

세포가 상아모세포로 분회-하기 위한 좋은 

조건을 찾아내는데 도움을 주고자 한다 

1. 세포 배앙 

AI등4 닙}며내 
E르 I그〈그 t=j 

1.1 사람치수줄기서|포(human dental pulp 

stem ce lls , hDPSCs) 

사람의 매복된 제3대구치에서 사람치 

수줄기세포를 분리한다. 멸균된 fissure 

bur로 백악볍랑갱계 주위를 절단하여 

근관과 치수강에서 치수 조직을 겸자로 

조심스럽게 제거한디- 이 추출물을 1mm3 

부피로 분쇄하고 100mm 배양 접시에 

위치시킨다. 그리고 5% C02를 함유한 

습윤 흰경 , 37 0C 상태에서 100IU/ ml 

penicill in , 100 μ g/ml s treptomycin , 

10% FBS(fet al bovine serum , Gibco 

BRL , Carlsbad , CA , USA)를 첨가한 

DMEM(Dulbecco’s modified Eagle' s 

medium , Gibco BRL)에서 배양한다10) 

1.2 법랑모세포 

법랑모세포는 Dr. Toshihiro Sugiyama 

(Department of Biochemistry , Akita 

University of Medicine , J apan )가 

제공한 ALCs (ameloblast-lineage cells) 

를 이용한다11) ALCs는 5% C02를 함 
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유한 습윤 흰경， 370C 상태에서 100IU/ml 

penicillin , 100 μ g/ml streptomycin , 

5% FBS가 첨가된 MEM(medium 

essential medium , Gibco BRL) 배 

지에 10ng/ ml EGF(epithelial growth 

factor , R&D systems , Minneapolis , 

MN , USA)를 첨가하여 콜라겐이 코팅 

된 접시에서 배양한다 

2, 조건배지 

2.1 시람치수줄기세포 조건배지 
(hDPSC-CM) 

사람치수줄기세포를 100mm의 콜라 

겐으로 코팅된 배양 접시에 접종하고 접 

시에 세포가 90%가 찰 때까지 DMEM 

성장배지에서 배양한다. 1일 동안 배양 

한 후 모은 배지를 구멍 직경이 0 . 2μm언 

필터 (Nalgene. USA)로 여과한다. 여 

과한 배지를 사람치수줄기세포 조건배지 

로사용한다 

2.2 법랑모세포 조건배지(AM-CM) 

ALCs를 100mm의 콜라겐으로 코팅 

된 배양 접시에 접종하고 접시에 세포가 

90%가 찰 때까지 50μg/ml L-ascorbic 

acid(vitamin C). 10mM β-glycero-
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phosphate를 포함한 DMEM 분화배 

지에서 배양한다. 분화 시작 일을 0일로 

하고 분화 3일째에 PBS(Phosphate 

buffered saline)로 2회 세척하고 FBS 

외 EGF가 제거된 분화배지를 첨가하여 

4시간 간격으로 3회 상청액을 모은다 

이를 구멍의 직경이 0.2μm인 필터 (Nal

gene. USA)로 여과한 후 획득한 조건 

배지 200ml를 80g의 ammoni um sul

fate를 저온에서 빈-응시켜 단백질을 첨 

전시키고， 첨전된 조건배지는 PBS에 

녹인 후， 저온에서 PBS로 투식하여 ， 염을 

제거한다. 

3. RNA 추출 및 realtime PCR 

배양한 사람치수줄기세포에 디-음과 같 

이 4기-지 군으로 나누어 분화배지(대조 

군) . 사람치수줄기세포 조건배지， 법랑 

모세포 조건배지 , 사람치수줄기세포 조 

건배지외- 법랑모세포 조건배지를 혼합한 

조건배지를 첨가한다 

그룹 1 ~ 4 모두 분화 시작 0일. 3일， 

7일. 10일 후에 총 RNA를 추출한다. 

총 RNA는 제조사의 지시에 따라 TRlzol 

reagent (Invitrogen. Carlsbad. CA. 
USA)를 이용하여 세포로부터 추출한다. 

그룹 1 I 사람치수줄기세포 + DMEM (1 0% FBS , 100IU/ml penicillin , 100μg/ml 

(대조군) I streptomycin 포함) 

그룬 2 I 사람치수줄기세포 + 사람치수줄기세포 조건떼지 
그룹 3 I 사람치수줄기세포 + 법랑모세포 조건배지 
그룹 4 I 사람치수줄기세포 + 법랑모새포 조건배지 + 사람치수줄기새포 조건배지 

19 



대한구강해부학회지 

2μg의 총 RNA를 50 0C 에서 1시간 동안 
20μ8 반응혼합물에서 0.5μg oligo d(T) 

와 1μ.e (50IU) Superscript III 효소 

(Invitrogen. Carlsbad. CA USA)를 

이용하여 역전사하여 cDNA를 합성한다. 

합성한 cDNA를 이용하여 그룹 1 ~4 모두 

상아모세포 표지자인 DSPP primer외

BSP primer 그리고 헝존유전자인 GAPDH 

pnmer를 첨가한 후 real time PCR 

을실시한다 

Real time PCR은 제조사의 지첨에 

따라 SYBR GREEN PCR Master 

Mix (Takara Bio Inc . Otsu. Shiga. 

Japan)를 이용한 ABI PRISM 7500 

sequence detection system (Applied 

Biosystems. Carlsbad. CA. USA) 

으로 수행한다 PCR은 940C 상태에서 
1분 . 95 0C 성태에서 15초. 60 0C 성태에 
서 34초 순서로 40회 만복한다 결과를 

항존유전자인 GAPDH로 표준화한다. 

PCR 결과의 상대적 인 차이는 compara

ti ve cycle threshold (CT) method 
로 계신힌다 1 2.13) 

4. 면역형광염색 

면역형굉염색을 위해 사람치수줍기세포 

를 4 0C 에서 30분간 4% paraforma

ldehyde에 고정한다 세포는 1차 anti

CD44 항체(BD Pharmigen. San Jose. 

CA. USA)와 1차 anti- STRO- 1 항체 

(R&D Systems. Minneapolis. MN. 

USA)를 첨가하여 4 0C 에서 하루 동안 
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처리한다 1차 항체를 처리한 후 세포는 

PBS로 세척하고 형광 표지된 2차 

anti- mouse 항체 CInvitrogen)를 첨 

가하여 40C에서 2시간 동안 어둠 속에서 

배%택}다. 세포의 핵을 확인하기 위해 

DAPI(4' ’ 6 diamidino-2-phenylindole. 

Sigma-Aldrich)를 이용한다 세척 후에 

세포는 공초점 레이저 현미경 (Olympus. 

Tokyo. Japan)을 이용하여 확인한다. 

실험결과 

1. 줄기세포성 확인 

줄기세포 표지자인 CD-44와 STRO- 1 

이 발현되는 것을 면역 형광염색을 통해 

확인하여 실험에 사용된 사람치수줄기세 

포의 줄기세포성을 확인하였다(Figure 1) 

2. 사람치수줄기세포 분화에서 사람치수줄 

기세포 조건배지의 효과 

사람치수줄기세포 지신이 분비한 물질이 

사람치수줄기세포의 상아모세포 분화에 

미치는 영향을 확인하기 위해 realtime 

PCR을 이용하여 상아모세포 분화 표지 

자인 DSPP mRNA와 골모세포 분화 

표지자인 BSP mRNA의 발현량을 분 

석해 보았다. DSPP mRNA는 분화 3 

일 후. 10일 후에 대조군보다 발현량이 

증가하였고 분화 10일 후 최대 발현량 

을 보였다. BSP mRNA는 분화 3일 

후. 7일 후. 10일 후 모두 대조군에 비 
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CO-44 OAPI Merge 

STRO-l OAPI Merge 

Figure 1. Immunofluorescence 
Nuclei of hDPSCs were stained with DAPI. To investigate the stemness of hDPSCs. hDPSCs 
were immunostained with anti-CD-44 and anti-STR0-1 antiαx::Jies. both stem cell marker 
Human DPSCs expressed CD-44 and STRü-1. 

해 감소하였다(Figure 2. 3) 

3. 사람치수줄기세포 분화에서 법랑모세포 

조건배지의 효과 

법랑모세포가 분비하는 물질이 사람치 

수줄기세포의 상아모세포 분화에 미치는 

영 향을 확인하기 위 해 realtime PCR 

을 이용하여 성-아모세포 분화 표지자인 

DSPP mRNA와 골모세포 분화 표지 

자인 BSP mRNA의 발현량을 분석해 

보았다. DSPP mRNA는 분화 3일 후， 

7일 후. 10일 후 모두 대조군보다 더 

많이 발현되었고 분화 10일 후 최대 발 

현량을 보였다. BSP mRNA는 분화 3 

일 후. 7일 후에 대조군보다 증가했으니-

10일 후 감소하였다(Figure 2. 3) 
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Figure 2. Effects of hDPSC~M. AM~M and ∞mbination of 
hDPSC~M and AM~M on the DSPP mRNA expression 
Each 01 hDPSC-CM and AM- CM enhanced DSPP mRNA 
expression, The combination 01 hDPSC- CM and AM- CM 
had a synergic effect. 
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Figure 3. Effects of hDPSC- CM, AM-CM and combination of 
hDPSC~M and AM~M on the BSP mRNA expression 
Both hDPSC- CM and AM- CM reduced BSP mRNA 
expresslon, 
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4, 사람치수줄기세포 분화에서 사람치수줄기 

세포 조건배지와 법랑모세포 조건배지를 

혼합한 조건배지의 효과 

사람치수줄기세포 지신이 분비한 물질이 

법랑모세포가 분비한 물질의 효과를 상 

승시키는지를 확인하기 위해 realtime 
PCR을 이용하여 상아모세포 분화 표지 

자인 DSPP mRNA와 골모세포 분화 
표지자인 BSP mRNA의 발현량을 분 
석해 보았다， DSPP mRNA는 분화 3 
일 후， 10일 후 모두 대조군보다 증가하 

였고， 분화 3일 후부터 10일 후까지 증 

가하는 양싱을 보였다. 이 결괴는 사람 

치수줄기세포 조건배지와 법랑모세포 조 

건배지를 각각 따로 처리하였을 때보다 

도 더 증가하였다， BSP mRNA는 분 
화 3일 후에 대조군보다 증가했으나 7 

일 후， 10일 후는 감소하였다(Fi gure 

2, 3) , 

고찰 

상아질 형성은 치아 발생 기간 동안에 

신경 능선 세포에서 기원한 외배엽성중 

간엽 세포라고 불리는 배아의 결합조직 

으로부터 분화된 상아모세포에 의해 조 

절된다. 이러한 성아모세포의 분화는 상 

피-중간엽 상호작용에 의해 이루어진다 

15 ,16) 치아 상피에서 법랑모세포의 유도 

과정은 외배엽성중간엽 세포에서 싱아모 

세포로 분화하는데 필수적이다1 7) 치아 
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발생 중에 치아 상피 근처의 치수 세포 

는 상아모세포로 분화하고 치수 근처의 

상피세포는 법랑모세포로 분화한다18) ’ 

싱-아모세포와 법랑모세포가 분화할 때 

그 사이에 앓고 구멍이 뚫린 여과지를 

통해서도 상아모세포외- 상호작용이 가놓 

한 것을 볼 때 상아모세포의 분화 과정 

에서 필요한 물질들이 확산 가능하고， 

잘 녹는 성질을 가지고 있다고 생각된다17) 

조건배지는 secretome이라고도 한 

다. 이는 세포에서 분비하는 신호 물질 

을 포함하는 단백질들을 말하는데 세포 

를 배양하면서 얻어진 조건배지를 이용 

하여 생물학적 표지자를 발견하기 위한 

실험 에 많이 이용되고 있다9) 치배 세포 

의 조건배지도 치수줄기세포의 분화외

증식에 필요한 여러 물질들을 함유하고 

있다는 연구도 있다15) 

우리가 사용한 사람치수줄기세포는 제 

3 대구치의 치수에서 얻은 추출물을 배 

양하여 사용하였다. 그 이유는 치아의 

중간엽 줄기세포의 회복을 가능하게 하 

기 때문이다. 줄기세포의 세포 표면에는 

CD44 , STRO-1을 발현하고 있는데 이 

는 줄기세포의 표지자로 이용된다21) 면 

역형광을 이용하여 이 실험에 사용한 사 

람치수줄기세포가 줄기세포성을 갖고 있 

다는것을 확인하였다. 

Dentin sialophosphoprotein (DSPP) 
는 치아의 발생과 석회화에 관여하는 딘

백질 중에 하나로 상아모세포에서 많이 

발현되고 상아모세포 분화 표지자로 사 
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용될 수 있다4.20) DSPP는 다른 기관에 

서도 발현되지만 적은 수준이다. DSPP 

는 뼈에서보다 상아질에서 400배 이상 

존재한다17 .1 9) Bone sialoprotein (BSP) 

은 뼈， 성-아질， 백악질 등에도 발현되지 

만 상아질에서 보다 뼈에서 10배 이싱 

존재한다17) 

상피세포와 중간엽세포의 상호 작용이 

필수적이라는 것을 생각해 볼 때 사람 

치수줄기세포를 상아모세포로 분화시키 

는데 법랑모세포가 분비한 물질을 첨가 

시키면 분화가 더욱 촉진될 것이다. 이 

런 관점에서 전법랑모세포 조건배지외

apical bud cells (ABCs)로부터 얻은 

조건배지는 in vitro , in vivo에서 모 

두 사람치수줄기세포를 싱아모세포로 분 

화를 유도， 촉진한다는 것이 밝혀졌다 

17) 이 실험에서도 볍랑모세포 조건배지 

를 사람치수줄기세포에 처리했을 경우 

DSPP mRNA의 발현량이 증가하고 

BSP mRNA의 발현량은 억제되는 것 

으로 보아 상아모세포의 분화를 일으킨 

다고 생각된다 법량모세포 조건배지를 

만들 때 사용한 ameloblast-lineage 

cell은 법랑모세포의 특성을 가지고 있 

으며 법랑모세포로서의 실험적 도구로 

유용하다11) 

사람치수줄기세포 조건배지는 자신이 

분화할 때 분비하는 여러 신호 물질을 

함유하는 것으로 사실 사람치수줄기세포 

조건배지 없이 사람치수줄기세포 자신이 

분화(대조군)할 때도 똑같은 신호 물질 
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이 분비되고 세포 분화를 일으킨다. 어 

떻게 보면 사람치수줄기세포가 분화할 

때 자신이 분비한 물질을 추가적으로 첨 

가한 결과와 같다. 하지만 시-람치수줄기 

세포 조건배지는 자가 유도 방식으로 세 

포 성장과 분화에 영향을 주는 잘 녹는 

물질들을 분비하고 이것들은 사람치수줄 

기세포의 상아모세포 분화에 영향을 준 

다22) 볍랑모세포 조건배지외- 사람치수 

줄기세포 조건배지를 동시에 처리해 주 

었을 때는 DSPP mRNA의 발현량이 

증가하였는데 특히 분화 10일 후에 DSPP 

mRNA의 발현량이 상당히 증가하였다. 

이를 통해 사람치수줄기세포 조건배지는 

성아모세포로 분화를 촉진하는 작용을 

한다는 것을 알 수 있다. 세포의 분화는 

증식 과정은 거친 후 분화가 일어나는데 

사람치수줄기세포 조건배지는 증식 과정 

에 법랑모세포 조건배지는 분화 과정에 

영향을 주었을 것으로 생각된다 

치수 재생에 있어서 상아질의 합성은 

중요한 의미를 지닌다. 또한 치수가 자 

극을 받았을 때 3차 상아질을 합성하여 

일종의 치유과정을 거친다. 결론적으로 

법랑모세포 조건배지와 사람치수줄기세 

포 조건배지를 혼합하여 사람치수줄기세 

포에 처리했을 경우 사람치수줄기세포가 

상아모세포로 분화하는데 유용하고 치수 

재생에 도움을줄 것이다 
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- ABSTRACT-

The effects of conditioned media obtained from human dental pulp stem cells 

and ameloblasts on 여ontogen ic differentiation of human dental p내p stem 

cells 

Wonjun Choi1
’ 
Jα←Che이 Park2 

lThe G1'aduate S choo1 and 2Depa1'tment o[ 0 1'a1 J-[jsto1ogy, Schoo1 o[ Den tÍstlY , S eou1 N ationa1 UnjversUy 

The differentiation ability of denta1 pu1p stem cell s(DPSCs) is 

clinically very usefu1 for the regeneration of dentin- pu1p comp1ex . It 

is important to confirm that dentin-pu1p comp1ex is made when 

DPSCs differentiate with conditioned media(CM) inc1uding the signa1 

mo1ecu1es such as various enzymes. growth factors , hormones and so 

on. We can identify the odontogenic differentiation of DPSCs using 

an odontogenic marker such as dentin sia1ophosphoprotein(DSPP) 

mRNA. Because the ro1e of odontob1asts is very important to deve10p 

dentin-pu1p comp1ex. This research is going to confirm whether treat

ments of condi tioned media (CM) facili tate odontob1asts differentiation of 

human DPSCs in vitro. When human denta1 pu1p stem cell CM 

(hDPSC-CM) , ame1ob1ast CM(AM-CM) , the mixture of AM-CM and 

hDPSC- CM are treated to hDPSCs. we examine the capacity of odo

ntogenic differentiation of hDPSCs. 

Human DPSCs was exp1anted from human third mo1ars . We cu1tured 

to differentiate hDPSCs with hDPSC-CM. AM-CM. the mixture of 

hDPSC-CM and AM-CM . Human DPSCs cu1tured without CM were 

contro1. They were divided into 4 groups. We differentiated hDPSCs 

for 0 , 3 , 7 , 10 days and operated rea1 time PCR using DSPP mRNA 

promoter as an odontogenic marker and BSP mRNA promoter as an 

osteogenic marker. Expression of DSPP mRNA on differentiation of 

hDPSCs with the mixture of hDPSC-CM and AM- CM increased than 
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control after 3. 10 days and increased than on differentia tion of 

hDPSCs with hDPSC-CM . AM-CM respectively. Expression of BSP 

mRNA increased than control after 3 days but decreased after 7. 10 

days. 

Dentin formation is important meaning on pulp regen eration . When 

pulp exposes stimuli . pulp develops reparative dentin. which means 

a sort of regeneration . Conclusively. the mixture of hDPSC-CM and 

AM-CM improves the ability of odontogenic differentiation of hDPSCs 

and helpful to regenerate pulp. 

Keywords: Dental pulp stem cell. ameloblast. odontoblast. conditioned 

media. odontogenic differenti ation 
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