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Characterization of Differentiation of the Supernumerary Dental Pulp Stem Cells toward 
the Odontoblast by Application Period of Additives

Jongsoo Kim

Department of Pediatric Dentistry, School of Dentistry, Dankook University

The aim of this study was to investigate the possibility of the supernumerary teeth for the stem cell source in

dentistry. The Real Time Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Real Time qRT-PCR)

method was used to evaluate the differentiation toward the odontoblast of the supernumerary dental pulp stem

cells (sDPSCs).

Supernumerary dental pulp stem cells were obtained from 3 children (2 males and 1 female, age 7 to 9) diag-

nosed that the eruption of permanent teeth was disturbed by supernumerary teeth. 

The common genes for odontoblasts are alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin (OC), osteonectin (ON),

dentin matrix acidic phosphoprotein 1 (DMP-1), dentin sialophosphoprotein (DSPP). The sDPSCs were treated

for 0 days, 8 days and 14 days with additives and then Real Time qRT-PCR was performed in intervals of 0

days, 8 days and 14 days. 

The alizarin-red solution staining was performed to visualize the stained color for the degree of calcification at

7 days, 14 days, 21 days and 28 days after treating additives to the sDPSCs.

From the result of the Real Time qRT-PCR, the manifestation exhibit maximum value at 8 days after additive

treatment and shifted to a decrease trend at 14 days.

Alizarin-red solution staining exhibit light results at 7 days after staining and generalized dark result at 14

days.

Consequently, in studies with sDPSCs, appropriate treatment time of additives for Real Time qRT-PCR is 8

days. Also, a suitable period of Alizarin-red solution staining is 14 days.
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Abstract

Ⅰ. 서 론

재생 상아질의 형성은 치수조직 세포의 중요한 기능이다. 치

아우식증의 발생으로 손상된 상아질의 재생은 치수보호에 꼭

필요한 기전이며 이를 담당하는 것이 상아모세포이다1). 상아모

세포는 세포외 기질을 포함한 여러 물질을 형성한다1,2). 줄기세

포란 분화되지 않은 단일세포로서 자가재생능력, 성숙된 전구

세포 생산 능력 및 최종 목적세포로의 분화 능력을 가진 세포이

다3). 치수조직에 존재하는 세포는 다양한 조직으로 분화할 수

있는 분화능력(multi-lineage differentiation capacity)을 가

지는 줄기세포의 성질을 가지며4), 이러한 세포가 상아모세포로

분화할 수 있는 능력이 있다는 것은 여러 학자들에 의해 소개되

었다5-9). 

치아조직 유래 줄기세포는 매복된 사랑니10), 탈락 시기에 발
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치한 유치11), 매복된 과잉치12) 등에서 얻을 수 있다. 과잉치의

90%는 상악에 위치하며, 발거 시기는 인접 치아의 치근 형성

에 기초로 하여 결정되나13), 매복된 과잉치는 인접치아의 맹출

장애와 같은 문제를 유발하므로 비교적 이른 시기에 제거하게

된다14). 또한 다른 치아조직 공여부에 비해 버려지는 조직을 이

용한다는 측면에서 윤리적으로 조금은 자유로울 수 있다.

치수조직 내의 세포가 상아모세포로 분화되었다는 것을 알아

보는 방법에는 상아모세포로 분화되어 생성하는 특이 유전자의

존재를 확인하는 방법이 널리 이용되고 있다15-17). 이들은 분화 시

기에 따라 발현되는 특성이 조금씩 다르다고 알려져 있다1,18-21).

이로 인해 연구를 진행하는 연구자에게는 적정한 시기를 결정

하는 데 어려움이 있는 것이 현실이다. 

이에, 본 연구의 목적은 과잉치 치수세포에서 추출한 세포의

석회질 결절이 형성되는 최적의 시기를 알아보고, 분화제를 처

리한 기간에 따른 상아모세포 특이 인자의 발현양상을 Real

Time Quantitative Reverse Transcription Polymerase

Chain Reaction (Real Time qRT -PCR)법을 이용하여 확인

해 보는 것이었다.

Ⅱ. 연구 대상 및 방법

1. 과잉치로부터 일차배양(Primary Culture from

Deciduous Teeth)

과잉치로부터 줄기세포의 일차배양은 환아 및 보호자의 서면

동의를 받고서 이루어졌으며, 만 7 - 9세의 건강한 남녀 3명(남

자 2명, 여자 1명)으로부터 조직을 얻었다. 

과잉치 치수 조직은 매복된 과잉치로 인해 인접 영구치의 맹

출에 장애를 줄 것으로 판단하고 무균상태에서 발거한 과잉치

로부터 얻었다(n=3). 과잉치 치수로부터 얻은 줄기세포는 과

잉치 치수유래 줄기세포(supernumerary dental pulp stem

cells, sDPSCs) 라고 명명하였다. 얻어진 조직으로부터의 일차

배양은 Enzymatic digestion 법을 이용하였다. 얻어진 조직은

세포의 손실을 최소화하기 위해 발치 즉시 100 U/ml of peni-

cillin and 100 μg/ml of streptomycin (Gibco BRL), 2 mM

L-glutamine (Gibco BRL), 10 mM L-ascorbic acid

(Sigma, St. Louis, MO, USA)와 fetal bovine serum 20%

(FBS; Gibco, Life Technologies Corporation, Carlsbad,

Calif., USA)를 함유한 α-minimum essential medium (α-

MEM; Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)에 보관하여

치수 세포 채취를 위해 실험실로 옮겼고, 당일 치수조직으로부

터 세포를 채취하였다. 

세포 추출은 멸균된 공간에서 행하였으며 과잉치에서 법랑상

아경계 하방을 생리식염수를 주수하면서 치수가 노출되지 않을

정도까지 멸균된 고속 절삭기구로 자른 후, 부러뜨려서 치수를

노출 시키고, 치수를 꺼내어 1 mm3 이내로 잘게 자른 후 3

mg/mL의 Type I collagenase (Sigma-Aldrich Co., St.

Louis, M.O., USA) 와 4 mg/mL 의 Dispase (Sigma-

Aldrich Co., St. Louis, M.O., USA)를 넣고 반응이 잘 일어

나도록 37℃, Shaking incubator에 1시간 동안 두어 세포를

분리하는 Enzymatic digestion 방법을 적용하였다.

이후 단일 세포를 얻기 위해 70 ㎛ Falcon strainer

(CORNING Inc., N.Y., USA)로 거른 후 필터를 빠져나온 세

포를 α-MEM (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA) 배지

에 20% FBS (Gibco, Life Technologies Corporation,

Carlsbad, Calif., USA), 100 U/ml penicillin , 100 ㎍g/ml

streptomycin (Gibco BRL), 2 mM L-glutamine (Gibco

BRL) 그리고 10 mM L-ascorbic acid (Sigma, St. Louis,

MO, USA)를 첨가한 배지를 이용하여 37℃, 5% CO2 습윤 항

온기에서 7일간 배양하였다. 배지는 48시간 후부터 교체하기

시작하여 2 - 3일에 한 번씩 바꾸었으며 배양용기에 부착되지

않는 부유물들은 배지 교체 시 함께 씻어내었다. 용기의 바닥에

부착된 세포가 80%를 차지할 정도로 포화상태에 도달했을 때

Trypsin-EDTA (CORNING Inc., N.Y., USA)로 세포를 분

리시킨 후 1/4씩 나누어 동일한 방법으로 2계대까지 배양하며

연구준비를 하였다.

2. 경조직 형성 세포로의 분화능력 관찰(Osteogenic

Differentiation)

과잉치 치수유래 줄기세포의 골모세포로의 분화유도를 평가

하기 위해 골분화 배지에 배양하여 2계대의 세포를 관찰하였

다. 각각의 샘플들은 기의 바닥에 부착된 세포가 80%를 차지

할 정도로 포화상태에 도달했을 때 골분화를 유도하기 위해, α-

MEM (Gibco, LifeTechnologies, Grand Island, N.Y.,

USA)에 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco, Life

Technologies Corporation, Carlsbad, Calif., USA)과 5

mM β-glycerophosphate (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,

M.O., USA), 100 nM Dexamethasone (Sigma-Aldrich

Co., St. Louis, M.O., USA) 그리고 100 μM Ascorbic acid

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, M.O., USA)를 혼합하여 제

작한 골분화 배지에서 배양하였다. 배양액은 3일에 1회씩 교환

해주었다.

분화 정도를 확인하기 위해 Alizarin Red S 염색을 시행하여

세포 밖에 형성된 석회화 결절을 관찰하였다. 세포를 ７0% 에

탄올에 5분간 고정하고 2% Alizarin-red solution (pH=4.5;

Sigma-Aldrich Co., St. Louis, M.O., USA)으로 5분간 염색

한 다음 증류수로 세척한 후 건조하였다. 골분화 유도제를 적용

한 표본은 8일, 14일, 21일 그리고 28일 동안 분화시킨 후 각

각 염색하였다. 

3. Total RNA의 추출 및 cDNA 합성

Total RNA를 Easy-spin total RNA extraction Kit

(iNtRON Biotechnology, Gyeonggi-do, Korea)를 사용하여

시행하였다. 이후 Total RNA의 정량을 위해 Nanodrop ND-
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2000� (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) 분광광도

계를 사용하였다. cDNA의 합성을 위해 각각의 total RNA 1

㎍을 oligo (dT) 15 primer를 함유한 qPCR RT Master Mix

kit (TOYOBO Co., Osaka, Japan)에 넣고 Nuclenase-free

water를 섞어 총 20 ㎕을 만들고, 65℃에서 5분, 4℃에서 5분

그리고, 95℃에서 5분간 반응시켰다.

3. 실시간 정량적 역전사 중합효소 연쇄반응(Real Time

Quantitative Reverse Transcription Polymerase

Chain Reaction, Real Time qRT-PCR)

분석을 위해 사용된 인자는 각각 ALP, OC, ON, DMP-1,

DSPP이며, 분화 전후의 각 mRNA의 상대적 발현 양의 비교

는 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

를 기준으로 분석하였다. cDNA가 25 ng이 되도록 멸균증류수

를 이용하여 희석하고 반응액은 forward 및 reverse primer

(10 pmol/㎕) 각각 0.5 ㎕, 와 2x SYBR Premix Ex TaqTM

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, C.A., USA) 5 μl를 넣어

총 10 μl를 만들었으며, StepOnePlusTM Real Time PCR

(AB Applied Biosystems by life Technology, Waltham,

M.A., USA)으로 증폭 및 형광을 검출하였다. 증폭과정은 초

기 denaturation을 95℃에서 20초, annealing은 각 전처리제

의 적정 온도에서 1분, 총 40 cycle 진행하고, 이후 65℃에서

95℃까지 dissociation 과정을 통해 melting curve 분석도 함

께 시행하였다. Melting curve가 하나의 peak로 나와서, 단 하

나의 PCR product가 만들어 지는 지를 검증하였다. 사용한

primer의 조건은 Table 1와 같다. 자료는 StepOnePlusTM

(AB Applied Biosystems by life Technology, Waltham,

M.A., USA)를 이용 분석하였다.

4. 통계분석(Statistical Analysis)

Real Time qRT-PCR 분석은 각 표본마다 각각 3회씩 시행

하여 평균값과 표준편차로 산출하였다. 각 mRNA의 상대적 발

현양의 비교는 GAPDH를 기준으로 하여 2-△△CT법을 이용하

였다22). 분화제 처리 기간에 따른 상대적인 mRNA 발현량의 차

이는 SPSS (Version 17.0; Chicago, IL, USA) 프로그램을

이용하여 Kruskal-Wallis 분석을 시행하였고, Mann-

Whitney U test로 배양 기간 간의 통계적 유의차를 검증하였

다(p < 0.05). 

Ⅲ. 결 과

1. 과잉치로부터 일차배양(Primary Culture from Super-

numerary Teeth)

배양 후 3 - 4일이 지나면 과잉치 치수조직에서부터 얻은 조

직에서 세포가 자라나오기 시작하였으며, 자라나온 세포는 광

학현미경 상에서 방추형이거나 혹은 섬유모세포와 유사한 형태

를 보였고 방향성을 가지고 증식하는 양상이 관찰되었다(Fig.

1).

2. 경조직 형성 세포로의 분화(Osteogenic Differentiation)

Alizarin Red S로 형성된 석회화 결절을 염색한 결과, 과잉

치 치수유래 줄기세포에서 경조직 형성 세포로의 분화가 8일째

에는 희미하게 염색되기 시작하여서, 14일에는 확연한 염색 소

견을 보였다. 이후 21일 및 28일째까지 관찰한 결과 더욱 짙게

염색이 되는 양상이 관찰되었다(Fig. 2). 

Table 1. Real Time qantitative RT-PCR primer sequences used in this study
Gene Sequence of Primer (5'- 3') Annealing Temp (℃)
GAPDH forward GGAGTCCACTGGCGTCTTCAC 57

reverse GCTGATGATCTTGAG GCTGTTGTC
ALP forward CTTGACCTCCTCG GAAGACACTC 60

reverse CGCCCACCAC CTTGTAGCC
OC forward CCTCA CACTCCTCGCCCTATTG 57

reverse CGCTG CCCTCCTGCTTGG
ON forward AGGAG GTGGTGGCGGAAAATC 55

reverse GTGG CAAAGAAGTGGCAGGAAG
DMP-1 forward CA GGAAGAGGTGGTGAGTGAGTC 63

reverse CTG GATTCGCTGTCTGCTTGC
DSPP forward CAG TACAGGATGAGTTAAATGCCAGTG 64

reverse CCATTCCCTTCTCCCTTGTGACC
(GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, ALP: alkaline phosphatase, OC: Osteocalcin, ON: Osteonectin, DMP-1: dentin matrix acidic phos-
phoprotein 1, DSPP: dentin sialophosphoprotein)
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3. 실시간 정량적 역전사 중합효소 연쇄반응(Real Time

Quantitative Reverse Transcription Polymerase

Chain Reaction, Real Time qRT-PCR)

Real Time qRT-PCR 분석 결과, 분화를 진행시킨 표본에서

ALP, OC, ON, DMP-1 및 DSSP 발현 변화가 관찰되었는데,

ALP, OC, ON, DMP-1의 경우 두 표본은 분화 8일까지 증가

하다가 14일째부터 감소하는 양상을 보였다. 이에 반해, DSPP

는 시간이 흐름에 따라 발현양상이 점차적으로 증가하는 소견

을 보였다(Fig. 3).

Ⅳ. 총괄 및 고찰

본 연구 목적은 인접 영구치의 맹출에 방해가 확실시되어 발

거한 과잉치로부터 치수조직을 분리하여, 줄기세포로서의 활용

가능성 여부를 평가하기 위한 기초 연구로써 분화제를 처리하는

기간에 따른 세포의 석회질 결절 형성 능력과 상아모세포의 특

성을 나타내는 유전 인자의 발현 양상을 조사해 보는 것이었다.

치아의 발생과정에서 교두 경사면을 따라 아래쪽으로 진행된

내치 상피세포의 성숙과 이에 대응한 치아유두 유래 미분화 외

배엽성 중간엽세포들이 커지면서 상아모세포가 분화되게 된다

Fig. 1. Morphology of stem cells obtained from supernumerary teeth:
supernumerary dental pulp stem cells (sDPSCs). Original magnification:
×100, Scale bar: 100 ㎛.

Fig. 2. Osteogenic differentiation of the sPDLSCs and BMMSCs.
Alizarin Red S staining after 5 weeks of culture in osteogenic differentia-
tion medium and control medium.

Fig. 3. Osteogenic differentiation of the sDPSCs. Real Time Quantitative RT-PCR analysis revealed the changes in alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin
(OC), osteonectin (ON), dentin matrix acidic phosphoprotein 1 (DMP-1), dentin sialophosphoprotein (DSPP) relative gene expression at 0, 8, and 14 days
of culture under osteogenic stimuli (*: p<0.05).
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23). 상아모세포는 상아질의 형성과 유지를 담당하는 세포이며,

상아질의 유기질은 Type I collagenase와 비교원질성 단백질

로 구성된다24).

상아모세포는 비교원성 단백질인 Alkaline Phosphatase

(ALP), Osteocalcin (OC), Osteonectin (ON), Dentin ma-

trix acidic phosphoprotein 1 (DMP-1), Dentin Sialo-

phosphoprotein (DSPP) 등의 유전자 발현에 관여한다17,25-28).

본 연구에서 이들 인자들이 분화제 처리 8일째에 가장 많이 발

현되다가 대체로 14일째에는 감소하는 양상을 보여 상아모세포

로 분화가 이루어 졌음을 확인할 수 있었다. 

ALP는 대부분의 무기질침착 조직의 형성과 관련이 있으며29),

OC는 골모세포, 상아모세포 그리고 백악모세포 등에서 합성되

는 비아교성 단백질이며 주로 석회화 후기에 발현된다30). 또한

ON은 골기질에서 광범위하게 발현되며, 골의 생성과정인 기질

이 분비되는 증식, 기질의 성숙 그리고 기질의 석회화 단계 중

두 번째 단계에서 ALP와 함께 ON의 발현이 증가한다31). ALP

와 ON은 그 발현이 8일째에 가장 높게 나타나다가 14일째부터

감소하는 소견을 보여 위의 연구와 유사한 결과를 보였으며, 이

는 또한 박 등32)이 과잉치 치주인대로부터 유래한 세포에서의

연구 결과와도 합치한다. 그러나 송 등5)이 유치 치수조직으로부

터 유래한 세포에 대한 연구에서는 ALP의 활성이 분화 28일까

지 지속적으로 증가하는 양상을 보였다는 것과는 대치되는 결

과를 보였다. OC와 DMP-1 또한 그 정도는 약하지만 대체로 8

일째 증가하다가 14일째는 감소하는 경향을 나타내었다.

DSPP는 대표적인 상아질 특이 단백질이며 상아질의 석회화

과정에서 중요한 역할을 수행한다33). DSPP의 발현 양상은 14

일째까지 점진적으로 증가하는 양상을 보였다는 점에서 다른

것들과 구분되는 양상을 보였다. 이는 sDPSCs가 조상아세포

로 보다 잘 분화될 수 있는 세포임을 유추해 볼 수 있는 결과라

고 사료된다. 

세포의 석회질 결절 형성 정도를 시각적으로 판단하기 위해

Alizarin-red solution (pH 4.5)로 칼슘을 염색하여 세포외 기

질의 석회화를 관찰하여 8일째부터 다소 흐리게 염색되기 시작

하다가 14일째에는 배지 전체에 뚜렷한 염색 소견을 보였다.

분화제를 처리한 기간이 증가함에 따라 강하게 염색되는 소견

을 보였다고 보고한 기존의 연구와도 일치하는 소견이었다7,31).

이것은 ALP발현 양상과도 유사한 결과였으며 ALP가 조골세

포의 전구체에서 발현되며, 세포가 배양되면서 조골세포로 분

화된 것을 표시한다34). 

분화제의 처리 기간이 증가할수록 Alizarin-red solution 의

염색 정도는 증가하였으나, 세포의 입장에서는 생성된 석회화

결절들로 인해 성장할 수 있는 공간이 부족하게 되고 양분의 고

갈로 인한 죽는 세포 또한 증가하게 된다. Real Time qRT-

PCR의 결과를 통해서 분화제 처리 8일째가 가장 높은 발현 양

상을 보이다가 14일째에는 감소하는 양상을 보였다. 따라서 14

일 이상의 분화제 처리 기간은 큰 의미를 찾기 어려우며, 부작

용이 커지는 효과가 있으므로 적절한 기간은 14일 이내일 것이

라 사료된다.

Ⅴ. 결 론

이상의 연구를 종합해 보면, Real Time qRT-PCR법을 통한

상아모세포의 대표 발현 인자에 관한 연구에서 ALP, OC, ON,

DMP-1 그리고 DSPP의 발현이 뚜렷하게 관찰되었기에

sDPSCs가 상아모세포로 분화가 가능한 세포를 포함하고 있다

고 사료된다. 

Alizarin-red solution 의 염색 결과는 sDPSCs가 석회화 결

절을 생성할 수 있는 세포로 분화가 이루어 졌음을 시사한다. 

따라서 향후, sDPSCs를 이용하여 줄기세포로서의 가능성을

확인하기 위한 연구를 수행할 때, 분화제의 처리 기간은 8일정

도로 하여도 충분한 유의성을 갖는 결과를 얻을 수 있으리라 사

료되었다.
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과잉치 치수유래 줄기세포의 분화제 처리 기간에 따른 상아모세포 발현 특성

김종수

단국대학교 치과대학 소아치과학 교실

본 연구의 목적은 치과분야에서 줄기세포 공급원으로써 과잉치의 활용 가능성을 알아보고자 Real Time Quantitative

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (Real Time qRT-PCR)법을 이용하여 발치된 과잉치 치수 유래 줄

기세포 (supernumerary dental pulp stem cells, sDPSCs)로부터 상아모세포로의 분화여부를 관찰해 보는 것이었다. 

이를 위해 상아모세포의 대표적인 발현인자로 알려진 alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin (OC), osteonectin

(ON), dentin matrix acidic phosphoprotein 1 (DMP-1) 그리고 dentin sialophosphoprotein(DSPP)의 발현을 분화제

처리 후 0일, 8일 그리고 14일째에 각각 Real Time qRT-PCR 법을 통해 상대적인 mRNA의 발현 양을 비교하여 변화 양

상을 알아보았다. 또한 Alizarin-red solution 의 염색을 통해 sDPSCs가 분화제 처리 7일, 14일, 21일 그리고 28일째에 석

회화 결절을 형성하는 정도를 시각적으로 확인해 보았다.

Real Time qRT-PCR 결과 분화제 처리 8일째에 가장 높은 발현 양을 보이다가 14일째에 감소하는 추세를 나타내었으

며, Alizarin-red solution 염색 결과는 7일째부터 흐리게 나타나다가 14일째에는 배지 전반에 걸쳐 진하게 염색되는 소견

을 보였다.

따라서, sDPSCs를 이용한 연구에서 Real Time qRT-PCR법을 위한 분화제의 처리 기간은 8일 정도가 적절하며,

Alizarin-red solution 염색은 14일이 적당한 것으로 사료된다.

주요어:상아모세포, 과잉치, 분화제, 줄기 세포
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