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인간치수세포에 Mineral Trioxide Aggregate와

수산화칼슘 제재 적용 시 유전자 발현 양상 비교

김용범∙손원준∙이우철∙금기연∙백승호∙배광식*
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Comparison of gene expression profiles of human dental pulp cells treated with 
mineral trioxide aggregate and calcium hydroxide

Yong-Beom Kim1, Won-Jun Shon2, Woocheol Lee2, Kee-Yeon Kum2, Seung-Ho Baek2, Kwang-Shik Bae2*
1Program in Conservative Dentistry, Seoul National University Graduate School,

2Department of Conservative Dentistry, Seoul National University School of Dentistry and Dental Research Institute, Seoul, Korea 

Objectives: This study investigated changes in gene expressions concerning of differentiation, proliferation,

mineralization and inflammation using Human-8 expression bead arrays when white Mineral Trioxide

Aggregate and calcium hydroxide-containing cement were applied in vitro to human dental pulp cells

(HDPCs).

Materials and Methods: wMTA (white ProRoot MTA, Dentsply) and Dycal (Dentsply Caulk) in a Teflon

tube (inner diameter 10 mm, height 1 mm) were applied to HDPCs. Empty tube-applied HDPCs were

used as negative control. Total RNA was extracted at 3, 6, 9 and 24 hr after wMTA and Dycal application.

The results of microarray were confirmed by reverse transcriptase polymerase chain reaction. 

Results: Out of the 24,546 genes, 43 genes (e.g., BMP2, FOSB, THBS1, EDN1, IL11, COL10A1, TUFT1,

HMOX1) were up-regulated greater than two-fold and 25 genes (e.g., SMAD6, TIMP2, DCN, SOCS2,

CEBPD, KIAA1199) were down-regulated below 50% by wMTA. Two hundred thirty nine genes (e.g.,

BMP2, BMP6, SMAD6, IL11, FOS, VEGFA, PlGF, HMOX1, SOCS2, CEBPD, KIAA1199) were up-regu-

lated greater than two-fold and 358 genes (e.g., EDN1, FGF) were down-regulated below 50% by Dycal. 

Conclusions: Both wMTA and Dycal induced changes in gene expressions related with differentiation and

proliferation of pulp cells. wMTA induced changes in gene expressions related with mineralization, and

Dycal induced those related with angiogenesis. The genes related with inflammation were more expressed

by Dycal than by wMTA. It was confirmed that both wMTA and Dycal were able to induce gene expression

changes concerned with the pulp repair in different ways. [J Kor Acad Cons Dent 2011;36(5):397-408.]
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서 론

직접치수복조는 우식증이나 기계적인 요인에 의하여 생활

치수가 노출된 경우 치수 조직에 한 외부자극을 차단하고

수복상아질의 형성을 촉진하여 치수의 생활력을 유지하기

위해 시행된다.1 수산화칼슘이 수 십 년 동안 직접치수복조

술에 가장 널리 사용되었다. 그러나 수산화칼슘에 의해 형

성된 수복상아질은 균일하지 않고 내부에 터널 구조를 가지

는 경우가 있으며 남은 치수에 과도한 석회화가 일어나기도

하고 수산화칼슘 자체가 치수액에 한 높은 용해도를 가지

며 산 부식 후 분해(degradation)되는 단점을 가지고 있

다.2-4

1990년 부터 사용되기 시작한 mineral trioxide

aggregate (MTA)를 치수복조술에 사용하려는 다양한 시

도가 진행되어 원숭이나 개의 치아에 MTA와 수산화칼슘을

이용한 치수복조술을 시행한 실험에서 MTA가 경조직 형성

에 더 좋은 결과를 보여 주었다.5-8 또 수산화칼슘을 사용한

경우보다 MTA가 치수의 integrity를 유지하는 면에 있어

서 우수한 것으로 보고되었으며9 노출된 치수에 MTA를 적

용한 경우 더 많은 경조직이 형성되며 염증반응이 더 적게

발생하는 것으로 알려져 있다.10,11 그러나 또 다른 연구들에

서는 수산화칼슘에 비하여 MTA를 적용한 경우 치수조직의

초기 치유가 빠르게 일어나는 현상을 제외하고 이후에 발생

하는 조직의 치유양상은 비슷하며 임상적인 결과도 큰 차이

가 없음을 보고 하 다.12,13

이전 연구에서는 조직학적 소견에 의해 치수복조제재의

경조직 형성 능력을 평가했던 반면에 최근에는 석회화 표지

자(mineralization marker) 들의 유전자 발현을 평가하는

연구들이 보고되고 있다.14-17 이들 실험에서는 bone mor-

phogenetic protein, dentin sialoprotein, nestin, osteo-

pontin, bone sialoprotein, osteonectin등의 발현을 평가

하여 치수복조제재가 치수세포에 미치는 향을 분석하

다. 치수복조제재에 한 치수조직의 반응에 한 많은 연

구에도 불구하고 치수복조제재의 상아질 형성 능력이 치수

복조제재에 의해 유도되는 고유한 능력인지 외상을 입은 치

수자체의 치유과정인지에 하여 아직 명확하게 규명되지

못하고 있다. 더욱이 치수조직에 적용된 MTA와 수산화칼

슘에 해서 치수세포가 어떤 초기 반응과 치유양상을 보이

는 지에 해서는 자세히 알려진 바가 없다.

최근에 인간 치수의 줄기세포(human dental pulp stem

cell)와 골수 기질의 줄기세포(bone marrow stromal

stem cell)의 유전자 차이를 분석한 실험, 우식증이 있는 치

아와 없는 치아의 치수조직에서 유전자 차이를 분석한 실

험, 레진 계열 봉함제가 조골세포에 미치는 향을 분석한

실험, 염증이 있는 상태와 치유된 상태에서 치근단 조직의

유전자 차이를 비교한 실험들에서 microarray를 사용한 분

석이 시도 되었다.18-21 그러나 지금까지 MTA와 수산화칼슘

으로 치수복조술을 시행하 을 때 치수세포에서 일어나는

전반적 유전자 발현 변화에 해서 조사한 연구는 없었다.

본 연구에서는 표적인 치수복조제재인 MTA와 수산화칼

슘제재를 인간치수세포에 적용한 후 microarray와 역전사

중합효소 연쇄반응(reverse transcriptase polymerase

chain reaction [RT-PCR])을 이용하여 치수세포의 분화

와 증식, 석회화, 신생혈관형성(angiogenesis) 그리고 염증

에 관여하는 유전자들의 변화를 관찰하고자 하 다.

실험 재료 및 방법

1. 인간치수세포의 일차세포배양

서울 학교치과병원 구강악안면외과에서 2009년 12월

교정을 목적으로 발치한 성인의 건전한 제3 구치를 환자의

동의 하에 얻었으며 모든 실험과정은 서울 학교치과병원

연구윤리심의위원회의 승인 하에 진행하 다(CRI09026).

인간치수세포의 분리 및 배양은 다음과 같은 방법을 사용

하 다.22 발치 즉시 치아를 항생제가 들어있는 인산완충식

염수(phosphate-buffered saline)에 넣은 상태로 실험실

로 이동한 후 #330 bur를 사용하여 백악법랑질 경계 하방

1 mm에서 수평으로 절단하 다. 이후 치수조직을 조심스

럽게 꺼내어 blade로 작게 썰어서 4 mg/mL dispase II

(Roche, San Francisco, CA, USA)와 3 mg/mL collagenase

(Sigma, St Louis, MO, USA)가 1 : 1로 혼합된 용액에

넣고 37℃에서 10분간 반응시킨 후, 떨어져 나온 조직 덩어

리와 세포들을 모아서 원심 분리한 뒤 침전물(pellet)을 얻

었다. 이들을 10% 소태아혈청(fetal bovine serum,

Sigma)이 포함된 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

(DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 배지에 재

부유시켜 배양시킨 지 4일 후에 6 well culture plate

(SPL life science, Pocheon, Korea)에 자라나온 세포들

이 확인되었다. 세포수와 생존도는 trypan blue 염색을 통

해 확인하 고, 5번째 계 에서 7번째 계 사이의 세포들

이 본 실험에 사용되었다. 혈구계측(Hemocytometry)의

방법을 이용하여 치수세포를 10% 소태아혈청, 100 U/mL

penicillin과 100 ㎍/mL streptomycin의 항생제가 포함된

DMEM에 1 × 105/well의 도로 분주하고 37℃, 5% CO2,

95% air상태에서 24시간 배양한 후 실험에 사용하 다.

2. 실험 재료

내경 10 mm의 테플론 튜브를 1 mm의 두께로 절단하여

ethylene oxide gas 소독을 시행하 다. 이 후 white

ProRoot MTA (wMTA, Dentsply, Tulsa, OK, USA)와
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수산화칼슘을 포함한 이장재인 Dycal (Dentsply Caulk,

Milford, DE, USA)을 제조사의 지시 로 혼합하여 준비된

테플론 튜브에 삽입하 다. 혼합 4시간 후 시편을 0.4 ㎛의

공극크기(pore size)를 가지는 permeable transwell

insertion (SPL life science)위에 올려서 치수세포에 직접

접촉이 되지 않게 6 well culture plate에 넣었다. 각 well

에 3 mL의 배양액을 담가 주었으며 빈 튜브를 넣은 well을

조군으로 사용하 다. 시편의 적용 후 3시간, 6시간, 9시

간, 24시간에 같은 군(n=3)의 세포를 합쳐서 total RNA

의 추출에 사용하 다.

3. Microarray

Total RNA는 Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA)을 이용하여 추출하 으며 RNeasy column

(Qiagen, Chatsworth, CA, USA)을 이용하여 정제하

다. 추출된 total RNA를 정량화하여 냉동고에서 -80℃로

보관하 다. RNA의 순도와 온전성은 각각 Nano-Drop

UV Spectromter (Thermo Fisher Scientific,

Wilmington, DE, USA)와 Agilent 2100 Bioanalyzer

(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)을 이용하

여 OD260/280와28S/18S 비율을 확인하 다.

Microarray 실험은 Whole-genome gene expression

with IntelliHyb Seal System (Illumina Inc., San

Diego, CA, USA)을 이용하여 제조사가 제시한 방법에 따

라 실시하 다.23

샘플간의 비교로서, Fold-change가 사용되었으며, 유의

한 차이를 지니는 (|Fold|>2) 유전자를 상으로 Panther

database (http://www.pantherdb.org)를 이용하여 해

당 유전자들의 특성(gene ontology)을 분류하 다.

4. RT-PCR 

RT-PCR분석에 사용된 total RNA는 microarray 실험

에 사용하고 남은 것을 사용하 다. Maxime RT-PreMix

(Intron, Suwon, Korea)를 이용하여 RNA에서 cDNA를

합성하고, 유의한 차이를 보이는 유전자 중 특징적인 몇 개

의 유전자 primer와 Maxime PCR Premix (Intron,

Suwon, Korea)를 이용하여 RT-PCR을 시행하 다

(Table 1). PCR 반응은 변성(94℃, 3분), 30cycle의 증폭

(94℃, 30초; 57℃, 30초; 72℃, 30초), 비활성화(72℃,

7분)로 구성하 다. 각 증폭산물은 1.5% agarose 젤에서

전기 동되었고, 10분간 ethidium bromide용액으로 염색

시켜 Gel-Doc (Bio-rad, Hercules, CA, USA)으로 관찰

한 뒤, 이들에 한 band intensity를 측정하 다. 유전자

의 상 적 발현 정도를 비교하기 위해 먼저 각 유전자의

band intensity를 GAPDH의 band intensity로 보정한

다음, wMTA 혹은 Dycal를 적용한 그룹의 band intensi-

ty를 조군의 band intensity로 나누어 표시하 다. PCR

은 각각 3번 시행한 후 그 평균값을 표현하 다.

결 과

1. Microarray

3시간, 6시간, 9시간, 24시간 중 어느 시간에서라도

Table 1. Primer sequence list used in RT-PCR

Target gene
Primer Product 

Forward Reverse Size (bp)

GAPDH 5’-GAA GTG GAA GGT CGG AGT C-3' 5’-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3' 313

BMP2 5’-ACT TTT GGA CAC CAG GTT GG-3' 5’-GCT GTT TGT GTT TGG CTT GA-3' 296

IL11 5’-GCA ATC TGA GGT CAC TGC AA-3' 5’-TCA CAG GGT GAC TTG TGG AA-3' 300

EDN1 5’-TTC CGT ATG GAC TTG GAA GC-3' 5’-TCT CCG ACC TGG TTT GTC TT-3' 300

CEBPD 5’-AGA AGT TGG TGG AGC TGT CG-3' 5’-CCA GGC TGT AGC TTC TTT GC-3' 300

FOSB 5’-GGC TCA ACA AGG AAA AAT GC-3' 5’-GAG GCC AGA AAT TCC AAT CA-3' 297

TUFT1 5’-GCA GAA AGA GGC AGA AGT CG-3' 5’-CCA AGC AGA ACG AGA AAA GG-3' 152

FOS 5’-CTT CCT GTT CCC AGC ATC AT-3' 5’-GTC AGA GGA AGG CTC ATT GC-3' 298

THBS1 5’-CCT GTG CTG CAG ACA TTG AT-3' 5’-GAA CAC AAT CCG GAT CAG CT-3' 148

DCN 5’-GGA CCG TTT CAA CAG AGA GG-3' 5’-AAT GCC ATC TTC GAG TGG TC-3' 147

BMP6 5’-TTC GTG CTG GAG TTT TGT TG-3' 5’-CTA ACC CTG TGG CGT GGT AT-3' 298

FGF5 5’-GCA AGT GCC AAG TTC ACA GA-3' 5’-AGG TGC AGA AAG GGG AAT CT-3' 303
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|Fold|>2의 조건을 만족하는 유전자를 확인하 다. 여기서

fold값이란 실험군과 조군의 값에 해서 실제로 몇 배의

차이가 있는지를 [실험군의 값] / [ 조군의 값]으로 살펴

본 수치이다. 예를 들어, “2.8”이라면 조군에 비해 실험

군에서 2.8배 더 많이 발현된 것이고“-5.5”라면, 조군에

비해 실험군에서 5.5배가 덜 발현됨을 의미한다.

Illumina HumanRef-8 v3 Beadchip (Illumina Inc.,

San Diego, CA, USA)에 표현된 24,546개의 유전자 중

wMTA를 적용한 치수세포에서는 총 68개의 유전자에서

조군과 2배 이상의 fold값 변화를 보 다. Dycal을 적용한

치수세포에서는 총 597개의 유전자에서 2배 이상의 fold값

변화를 보 다. wMTA에 의해 변화한 68개의 유전자 중

43개의 유전자가 2배 이상 발현이 증가하 으며 25개의 유

전자가 50% 이하로 감소하 다. Dycal에 의해 발현이 변

화한 597개의 유전자 중 239개의 유전자가 2배 이상 증가

하 으며 358개의 유전자에서 50% 이하로 감소하 다.

wMTA와 Dycal에 의해 발현 정도가 변화한 유전자의 증

감을 비교하 다(Table 2). 이중 wMTA와 Dycal 모두에

서 2배 이상 증가한 유전자는 17개 으며 모두 50% 이하

로 감소한 유전자는 5개 다. 이에 반해 wMTA에서는 2배

이상 증가하 으나 Dycal에서는 50% 이하로 감소한 유전

자는 1개 으며 wMTA에서는 50% 이하로 감소하 으나

Dycal에서는 2배 이상 증가한 유전자는 7개 다. wMTA에

서 2배 이상 증가하거나 50% 이하로 감소하는 변화가 있었

으나 Dycal에 의한 변화가 없는 유전자의 수는 38개 다.

wMTA와 Dycal을 적용한 세포에서 변화한 68개, 597개

의 유전자를 생물학적 과정(biological process)에 따라 분

류하 다. wMTA에 의해 생긴 치수세포내의 유전자 발현

변화는 신호의 전달, 발생 과정, 단백질 사, nucleoside,

nucleotide and nucleic acid metabolism, 면역반응과 방

어기전, 세포의 증식과 분화, 세포의 부착에 관여하는 유전

자 순으로 많았다(Figure 1). 이에 비하여 Dycal에 의해서

생긴 치수세포내의 유전자 발현 변화는 nucleoside,

nucleotide and nucleic acid metabolism, 신호의 전달,

발생 과정, 단백질 사, 세포 주기(cell cycle), 세포의 구

조와 운동성(motility), 세포의 증식과 분화, 면역반응과 방

어기전에 관여하는 유전자의 순으로 많았다(Figure 2).

2. RT-PCR 

RT-PCR은 wMTA와 Dycal을 6시간, 9시간, 24시간 적

용한 실험군에서 같은 시간 에 유전자 발현 정도의 비교가

가능한 bone morphogenetic protein 2 (BMP2), inter-

leukin 11 (IL11), endothelin 1 (EDN1), CCAAT /

enhancer-binding protein delta (CEBPD)와 각 시간

에 특징적인 유전자 발현을 보이는 FBJ murine osteosar-

coma viral oncogene homolog B (FOSB), tuftelin 1

(TUFT1), human homolog of the retroviral oncogene

v-Fos (c-FOS), thrombospondin 1 (THBS1), decorin

(DCN), bone morphogenetic protein 6 (BMP6),

fibroblast growth factor 5 (FGF5)에 하여 시행하 으

며 그 결과를 아래에 정리하 다(Table 3). 

Table 2. Summary of expression profiles of genes differentially regulated by wMTA and Dycal

Fold change
Number Gene symbol

wMTA Dycal

fold > 2 fold > 2 17 NUAK1, TRIB1, SGK, FZD8, NOX4, ABCA1, SLC35F2, BPGM, IL11,

PMEPA1, ASNS, RCAN1, BMP2, PTGS2, PTHLH, STC1, HMOX1

fold < -2 1 EDN1

2 > fold > -2 25 LOH3CR2A, ANGPTL4, SH3BP5L, MMP10, DENR, DACT1, SCD, SLC46A3,

UAP1L1, PDPN, FOSB, TUFT1, TNS1, ZNF365, ESM1, HBEGF, NKX3-1,

MAZ, AK3L1, ETV4, MT1X, FOLR3, LRRC17, THBS1, COL10A1

Subtotal 43

fold < -2 fold > 2 7 KIAA1199, DHRS3, CEBPD, KYNU, SMAD6, ATOH8, SOCS2

fold < -2 5 PDE5A, HERC4, DDIT4L, VCAM1, SLC25A22

2 > fold > -2 13 TIMP2, FBN2, COL3A1, MFGE8, CNTNAP1, MFAD4, UBA7, PRRX2, VPS24,

SIPA1, ASAM, PHF15, DCN

Subtotal 25
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Figure 1. Classification of expressed genes by wMTA treatment. The genes which were up-or down-regulated by at least two-

fold following a cellular treatment with wMTA at any time point were classified using the panther classification system

(http://www.pantherdb.org).
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fold following a cellular treatment with Dycal at any time point were classified using the panther classification system. 
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총괄 및 고찰

오랫동안 치수복조술에 사용된 수산화칼슘은 미분화된 치

수세포를 조상아세포로 분화시키고 치수가 노출된 곳에서

경조직을 형성한다고 알려져 있다. 그러나 수산화칼슘에 의

한 수복상아질의 형성은 재료자체의 고유한 능력에 의한 것

보다는 수산화칼슘의 자극에 한 방어기전에 의한 결과로

알려져 왔다.24,25 최근 들어 생체적합성이 뛰어난 MTA가

치수복조술에 사용되었으며 우수한 결과들이 보고되었다.

그러나 유전자 수준에서 MTA와 수산화칼슘이 치수세포에

어떤 향을 주는지에 한 전반적인 정보는 많이 부족한

상태이다. 본 연구는 wMTA와 수산화칼슘을 적용한 치수

세포에서, 치수세포의 분화와 증식, 신생혈관형성, 석회화

과정 그리고 염증에 관련된 일련의 유전자들의 변화를

microarray로 보여준 최초의 연구 으며 연구결과에서는

치수복조제재로서 wMTA와 수산화칼슘이 치수세포에 서

로 다른 기전으로 작용을 한다는 점을 시사하 다.

손상 받은 치수의 상부에서 수복상아질이 생성되기까지는

몇 단계의 과정을 거친다.26 우선 치수에 존재하는 줄기세포

나 전구세포가 손상 받은 부위로 모이게 된다. 이 세포들이

증식한 후 조상아세포양 세포(odontoblast-like cell)이나

조골세포양 세포(osteoblast-like cell)로 분화한다. 마지막

단계로 이런 세포들이 세포외 기질을 생성하고 석회화 과정

을 거치게 된다. 이번 연구에서도 wMTA와 Dycal을 적용

한 치수세포 내에 조상아세포양 세포 혹은 조골세포양 세포

로의 분화와 증식을 유도하는 유전자들의 변화가 확인 되었

다. BMP는 골 형성과 연골 형성에 중요한 역할을 하는 것

으로 알려져 있으며, 특히 BMP2는 수용체와 함께 인간 치

수세포에 많이 발현된다고 보고 되었다.27,28 절단된 치수에

recombinant human BMP2를 적용하 을 때 수복상아질

이 형성되는 결과가 관찰되었으며29 또한 인간치수세포가

조상아세포로 분화되는 과정이 BMP2에 의해서 촉진되는

현상이 보고되었다.30 본 실험에서는 wMTA를 6시간, 9시

간 적용한 실험군과 Dycal을 6시간, 9시간, 24시간 적용한

실험군에서 BMP2가 조군보다 3배 이상 높게 발현되었

다. 이러한 사실을 종합해 볼 때 wMTA뿐만 아니라 Dycal

도 치수세포가 조상아세포로 분화하는데 관여하는 유전자

변화에 향을 미치는 것으로 추측할 수 있다. 이러한 현상

은 기존의 연구에서 보고된 결과와 일치 하 다.31

BMP2와는 다르게 BMP6는 Dycal을 9시간, 24시간 적

용한 실험군에서만 2배 이상 증가하고 wMTA를 적용한 실

험군에서는 변화가 없었다는 것은 흥미로운 사실이다.

BMP6는 골 형성의 결정적 조절인자로 알려져 있으며 골

형성의 과정과 유사한 상아질 형성과정에서도 중요한 역할

을 하는 것으로 알려져 있다.32,33 인위적인 치수세포의 분화

와 석회화를 유도한 실험에서 BMP6가 많이 발현되었다는

보고는 BMP6가 치수세포의 분화와 석회화에 중요한 역할

을 함을 시사한다.34 이와 같은 사실을 근거로 볼 때 wMTA

뿐만 아니라 Dycal도 치수세포의 분화와 석회화에 관여하

는 유전자의 변화에 향을 미치는 것으로 사료된다.

Drosophila protein인 mothers against decapenta-

plegic (Mad)과 C. elegans (Sma)의 homolog인 SMAD

단백질은 세포의 신호전달에 작용을 하며 특히 BMP와 같

은 TGF-βfamily의 하위 신호전달인자로 작용을 한다.35

Table 3. The relative mRNA expression levels of genes analyzed by RT-PCR

Symbol
6hr 9hr 24hr

wMTA Dycal wMTA Dycal wMTA Dycal

BMP2 1.88 2.31

IL11 1.99 2.38

EDN1 1.41 0.26

CEBPD 1.16 2.07

FOSB 1.28

TUFT1 1.57

FOS 1.77

THBS1 1.89

DCN 0.58

BMP6 11.93

FGF5 0.25

The relative level of gene expression was normalized against GAPDH messenger RNA, and the control was set as 1.0.

Optical density values represent the mean (n=3).
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포유류에서 확인된 SMAD 단백질은 8가지이며 이중

SMAD6는 Co-SMAD인 SMAD4와 경쟁하는 inhibitory

SMAD로 작용하는 것으로 알려져 있다.36 본 실험에서

wMTA를 6시간 적용한 실험군에서 조군보다 SMAD6가

50% 이하로 감소하며 Dycal을 9시간 적용한 실험군에서

는 조군보다 2배 이상 증가하는 양상을 보 다. TGF-β

family가 치수세포의 분화와 증식에 중요한 향을 미친다

고 알려진 것을 고려해 볼 때 wMTA와 Dycal의 SMAD6

에 한 상반된 결과는 흥미로운 현상이라 할 수 있다.

THBS1은 부착성 당단백질의 일종으로 세포간 상호작용

이나 세포와 기질의 상호작용을 매개하는 기능과 TGF-β에

결합하여 이를 활성화시키는 기능을 하는 것으로 알려져 있

다.37,38 THBS1은 치수조직이나 치은조직에서는 관찰되지

않으며 전상아질(predentin)에서만 분포하며 특히 조상아

세포에서 주로 관찰되었으며 이러한 현상을 종합해 볼 때

THBS1이 치수세포에 의해 발생하는 석회화 과정에서 중

요한 역할을 할 가능성이 제기되었다.39 본 실험에서

THBS1이 wMTA를 24시간 적용한 실험군에서 조군보

다 2배 이상 증가하 다. 이러한 증가는 wMTA가 적용되

었을 때 치수세포 혹은 전구세포가 조상아세포로 분화하는

데 관여하는 유전자들의 변화가 발생하는 것이라 추측할 수

있다.

최근의 연구에서 EDN 수용체가 발육중인 치아 조직에

다양하게 분포하는 것을 확인한 후 EDN1이 치아의 발생

과정에 다양한 기능을 할 가능성을 제시하 다.40 이전 연구

에서 일 차 세포 배양한 인간치수세포에 EDN1을 적용한

경우 치수세포가 증식되며 유사분열 기전이 활성화되며

collagen type I의 합성이 증가하는 양상을 관찰하 으며

이를 근거로 EDN1이 치수의 치유와 치수세포의 분화에 중

요한 역할을 할 것이라고 추론하 다.41 본 실험에서 EDN1

이 wMTA를 6시간, 9시간, 24시간 적용한 실험군에서

조군보다 2배 이상 증가하는 양상을 보 고 Dycal을 6시

간, 9시간, 24시간 적용한 실험군에서 조군보다 50% 이

하로 감소하는 양상을 보 다.

IL11은 골수성세포(myeloid cell)의 성장을 증가시키며,

지방생성(adipogenesis)을 억제시키며 조골세포생성

(osteoblastogenesis)을 촉진시키는 기능을 하는 것으로

알려져 있다.42 IL11을 정상보다 많이 발현하는 형질전환

쥐(transgenic mice)에서 더 많은 골괴(bone mass)가 형

성된다는 사실이 확인되었다.43 본 실험에서는 IL11이

wMTA를 6시간, 9시간, 24시간 적용한 실험군에서 조군

보다 2배 이상 발현되었으며 특히 9시간에서는 조군과 5

배 이상의 차이를 보 다. Dycal을 적용한 실험군에서는 9

시간에서만 2배 이상의 변화를 보 다.

세포의 분화, 증식, 그리고 세포사멸에 관여하는 유전자

발현을 조절하는 FOS family의 하나인 c-FOS는 골과 연

골의 세포분화에 향을 미치는 것으로 알려져 있다.44 이전

연구에서 c-FOS 유전자 결핍 모형(knockout model)에서

는 파골세포의 생성이 완전히 억제되고 골화석증

(osteopetrosis)이 발생하는 현상을 확인한 후 파골세포의

발생과 골의 remodeling에서 c-FOS의 중요성이 제시되었

다.45 반 로 c-FOS가 과잉으로 발현되면 조골세포의 변형

에 의해 골육종을 발생시키는 것으로 알려져 있다.46 본 실

험에서는 Dycal을 9시간 적용한 실험군에서 c-FOS가 2배

이상 발현되었다.

FOSB는 본 실험에서 wMTA를 3시간, 9시간 적용한 실

험군에서 2배 이상 발현되었다. 이전 연구에서 FOSB 유전

자 결핍 쥐(knockout mice)에서는 골 형성에는 별다른 이

상이 없었다는 결과가 발표 되었다.47 그러나 세포의 분화와

증식에 관여하는 FOS family의 특성상 FOSB가 조상아세

포와 조골세포에 미치는 향에 관해서도 계속적인 연구가

필요하리라 사료된다. 

BMP, SMAD, THBS1, EDN1, IL11, c-FOS 그리고

FOS 유전자의 발현 변화를 보이는 결과를 볼 때 wMTA가

수산화칼슘보다 치수세포의 분화와 증식에 관여하는 유전

자의 변화에 더 많은 향을 주는 것으로 사료된다. 또한 이

러한 분화와 증식에 관여하는 유전자의 발현 변화가 비교적

이른 시기에 시작됨을 알 수 있다. 

성장 인자는 세포 외 기질에 존재하는 chemical signal-

ing polypeptide의 일종으로 세포의 분화, 증식 그리고 생

존을 조절하는 기능을 한다.48 치수조직이 손상을 받아 수복

상아질을 형성하는 과정에서 손상받은 부위로 건강한 혈관

계가 형성되는 과정이 필수적이라는 점에 착안하여 신생혈

관형성 유도물질(angiogenic inducer)에 한 많은 연구가

진행되었다.

Vascular endothelial growth factor (VEGF)는

VEGF-A, -B, -C, -D, -E, 그리고 platelet-derived

growth factor (PDGF)의 6가지 종류로 구성된다. 이중

VEGFA와 VEGFB가 신생혈관형성과 연관이 있는 것으로

알려져 있다.49 또한 VEGF는 배아의 형성(embryonic

development) 과정 중이나 손상을 받은 조직에서 새로운

혈관을 생성하는 역할을 한다. 이전 연구에서 VEGF가 치

수세포에 자가 분비성(autocrine pattern)으로 직접 작용

하여 화학주성(chemotaxis)과 세포의 증식 및 분화를 촉진

시키며 알칼리성 인산분해효소(alkaline phosphatase)를

증가시킨다는 결과를 근거로 치수세포가 조상아세포로 분

화하는데 VEGF가 관여할 가능성을 제시 하 다.50 다른 연

구에서 VEGF가 포함된 신생혈관 유도성 성장 인자

(angiogenic growth factor)가 상아치수 복합체

(dentinopulpal complex)의 치유 과정에 기여한다고 보고

되었다.51 본 실험에서 wMTA를 적용한 실험군에서는

VEGF에 한 별다른 변화가 관찰되지 않았다. 그러나
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Dycal을 적용한 실험군에서 VEGFA가 9시간에서 2배 이

상, 24시간에서 4배 이상의 변화를 보 다. 수산화칼슘이

작용하는 기전을 고려해 볼 때 이러한 현상이 단순히 손상

에 응하는 치유과정을 표현하는지 아니면 조상아세포로

분화하는 과정에 관련이 있는 유전자의 변화를 표현하는지

에 한 추가적인 분석이 필요하리라 사료된다.

Placental growth factor (PlGF)는 VEGF의 sub-fam-

ily의 한 종류로 신생혈관형성에 중요한 역할을 한다. PlGF

는 VEGF와 이합체를 형성할 수 있으며 직접적인 유사분열

효과는 거의 없으나 낮은 농도의 VEGF를 정상보다 더 많

이 활성화 시키는 능력을 가지는 것으로 알려져 있다.52 본

실험에서는 Dycal을 24시간 적용한 실험군에서 2배 이상

증가하는 양상을 보 다. 

FGF family는 배아의 형성, 형태형성(morphogenesis),

세포의 성장, 조직의 치유, 암의 성장과 침습에 관여하며,

이중 FGF5는 신생혈관 유도성 성장 인자의 한 종류로 알

려져 있다. 본 실험에서 다른 성장 인자와는 다르게 Dycal

을 적용한 실험군에서 6시간, 9시간, 24시간 적용한 경우에

FGF5가 50% 이상 감소하는 경향을 보 으며 이런 경향은

시간이 지날수록 더 명확해지는 양상을 보 다.

VEGFA와 같은 신생혈관형성 인자들은 기질을 분해하는

단백질 분해효소(proteinase)의 발현을 자극하여 세포 외

기질의 remodeling을 촉진하고 새로운 혈관의 침습(inva-

sion)을 촉진하게 된다.53 그러므로 이러한 단백질 분해효소

의 비활성화는 신생혈관형성을 방해하는 역할을 하게 된다.

Tissue inhibitor of metalloproteinases 2 (TIMP2)는

metalloproteinase의 활성을 감소시키며 인간 내피세포의

증식을 직접적으로 억제하는 기능을 가지고 있다.54,55 결과

적으로 TIMP2는 신생혈관형성을 방해하는 역할을 하며 본

실험에서는 wMTA를 24시간 적용한 실험군에서 TIMP2

의 발현이 50% 이상 감소하는 양상을 보 다. 신생혈관형

성을 유도하는 성장 인자의 유전자 발현은 wMTA보다

Dycal에 의해서 명확한 변화를 보이는 것으로 확인되었다.

이러한 현상이 과도한 염증에 한 보상작용인지 수산화칼

슘이 wMTA와 다른 기전에 의한 효과인지에 한 추가적

인 연구가 필요하리라 사료된다.

수복상아질이 형성되는 과정 중의 한 단계인 석회화를 조

절하는 유전자의 변화 역시 본 연구결과에서 확인할 수 있

었다. 본 실험에서는 collagen fibrillogenesis와 성숙(mat-

uration)에 관련이 있는 DCN이 wMTA를 24시간 적용한

실험군에서 50% 이상 감소하 다. Collagen 기질의 석회

화 과정 중 DCN 유전자의 발현과 석회화의 반비례 관계가

여러 연구에서 보고 되었다.56 본 실험에서 wMTA를 적용

한 후 나타나는 DCN의 급격한 감소가 wMTA가 치수복조

제재로서 가지는 중요한 상아질 형성능력을 유전자 수준에

서 뚜렷하게 반 하는 결과라고 사료된다. Collagen type

X alpha 1 (COL10A1)은 연골내 골화(endochondral

ossification)가 일어나는 동안 발생하는 비후성 연골세포

(hypertrophic chondrocyte)의 산물로 알려져 있다.57 최

근의 연구에서 발생중인 인간의 법랑질 organ과 법랑모세

포에 Collagen type X 이 다양하게 존재하는 것을 확인 하

다.58 본 실험에서는 wMTA를 24시간 적용한 실험군에서

COL10A1이 급격하게 증가하는 양상을 보 다. 그러나 col-

lagen type I과 collagen type III는 각각 Dycal과 wMTA를

24시간 적용한 실험군에서 감소하는 경향을 보 다.

TUFT는 치아의 법랑질에서 발견되는 인산화된 당단백질

중 하나이다. TUFT는 주로 법랑질이 형성되는 시기 중 짧

은 기간에만 나타나기 때문에 법랑질의 석회화를 시작시키

는 물질로 제시 되었다.59 TUFT는 법랑질 형성의 초기에

분비성 법랑모세포(secretory ameloblast)에서 주로 관찰

되며 특히 Tomes’process에서 주로 발견된다. 또한 법랑

질이 형성되는 상아법랑질 경계 부위에서 집중되는 현상을

보인다.60 본 실험에서는 wMTA를 9시간 적용한 실험군에

서 TUFT1이 2배 이상 증가하는 양상을 보 다. wMTA를

적용한 치수세포에서 법랑질 형성과 관계되는 것으로 추측

되는 COL10A1과 함께 TUFT의 유전자가 발현되는 것은

재미있는 현상이라고 할 수 있다.

이외에도 염증에 의해 발생하는 유전자들의 변화도 다수

관찰되었다. 치수의 치유과정에서 줄기세포가 손상 받은 부

위로 이동하는데 필요한 조건이 적당한 염증이라면 감당할

수 있는 역치 내의 적당한 염증은 오히려 긍정적으로 해석

할 수도 있다. 또한 과도한 염증은 치수세포를 죽게 만들 수도

있기 때문에 치수복조제재가 염증을 야기하는 성질은 치수복

조제재의 선택에 있어서 신중히 고려해야 하는 항목이다.

Heme oxygenase의 3가지 isoform중 하나인 heme

oxygenase 1 (HMOX1)은 다양한 자극에 의해 생겨나는

스트레스에 반응하는 단백질이다.61 HMOX1의 기능이 완

전히 알려지지는 않았지만 세포의 조절기전과 방어기전에

관여하는 것으로 알려져 있다.62 최근의 연구에서 전염증성

cytokine이나 과산화수소에 의한 치수세포내의 HMOX1의

발현을 확인한 후 HMOX1이 치수세포의 방어기전에 관여

할 가능성을 제시하 다.63,64 본 실험에서 wMTA를 적용한

실험군에서는 24시간에서 2배 이상의 변화를 보이며

Dycal을 적용한 실험군에서는 3시간, 6시간, 9시간, 24시

간에서 모두 2배 이상의 변화를 보이며 특히 24시간에서는

조군과 비교하여 14배나 많은 변화를 보 다. Dycal에서

HOMX1의 변화가 더 많이 발생하는 현상은 수산화칼슘이

wMTA보다 치수조직에 초기 염증을 더 많이 발생시키는

작용기전을 잘 반 하고 있다고 사료된다. 

8개로 구성된 suppressors of cytokine signaling

(SOCS) family는 Janus kinases (JAKs)와 Signal

Transducers and Activators of Transcription (STATs)
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의 pathway를 억제하는 역할을 한다.65 또한 SOCS는

multiple cytokine을 억제하는 기능을 가지고 있으며 특히

SOCS2는 아스피린에 의해 유도되는 lipoxin의 항염증성을

매개하는 것으로 알려져 있다.66 건강한 조직에서는 SOCS

의 발현이 드물지만 여러 조직에서 SOCS가 발현되는 정도

가 다양한 것은 염증반응의 결과로 추측된다.67 최근의 연구

에서 치근단 육아종에 정상조직보다 SOCS1, SOCS2,

SOCS3가 많이 발현된다는 사실을 보고하면서 이 물질을

치료의 상으로 사용가능성을 제시하 다.68 본 실험에서

는 wMTA를 24시간 적용한 실험군에서 SOCS2가 50%

이하로 감소하는 양상을 보이며 Dycal을 24시간 적용한 실

험군에서는 반 로 2배 이상 발현되는 양상을 보 다. 

다양한 종류의 세포분화와 염증의 조절에 향을 미치는

것으로 알려져 있는 CEBPD는 염증 반응과 면역 반응에 관

계된 유전자의 조절에 중요한 역할을 한다.69,70 또한 식세

포의 분화와 활성화에 관여하는 유전자의 조절에 중요한 역

할을 하는 것으로 알려져 있다.71 본 실험에서는 wMTA를

24시간 적용한 실험군에서 CEBPD의 발현이 50% 이하로

감소하 고 반 로 Dycal을 9시간, 24시간 적용한 실험군

에서 CEBPD의 발현이 2배 이상 증가하 다. CEBPD가

염증반응에 작용하는 과정을 고려해볼 때 Dycal이 wMTA

보다 더 심한 염증 반응과 이물반응을 보이는 것으로 사료

된다.

본 실험에서 wMTA와 수산화칼슘 제재는 기전이 유사한

부분도 있는 반면 상반된 결과를 보이는 부분이 많이 존재

하는 것을 관찰하 으며 두 가지 제재 모두 치수복조제재로

서 치수세포의 변화를 유도하는 능력을 가지고 있는 것을

확인하 다. 향후 치수복조제재를 좀더 긴 시간 적용하여

실제로 단백질이 형성되는 것을 확인하는 실험이나 임상적

인 환경을 재현한 동물실험을 통한 추가적인 확인이 필요하

리라 사료된다.

결 론

wMTA를 치수세포에 적용한 경우 세포의 분화와 증식에

관여하는 유전자들(BMP2, SMAD6, THBS1, EDN1,

IL11, FOSB)과 석회화에 관여하는 유전자들(DCN,

COL10A1, TUFT1)의 유의한 발현 변화가 관찰되었다.

수산화칼슘 제재를 치수세포에 적용한 경우 세포의 분화와

증식에 관여하는 유전자들(BMP2, BMP6, IL11, FOS)과

신생혈관형성에 관여하는 유전자들(VEGFA, PlGF,

FGF)의 유의한 발현 변화가 관찰되었다. 수산화칼슘 제재

를 치수세포에 적용한 경우 wMTA에 비하여 염증에 관여

하는 유전자들(HMOX1, SOCS2, CEBPD, KIAA1199)

이 더 많이 발현되는 양상을 보 다.
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국문초록

인간치수세포에 Mineral Trioxide Aggregate와 수산화칼슘 제재 적용 시 유전자 발현 양상 비교

김용범∙손원준∙이우철∙금기연∙백승호∙배광식*

서울 학교 치의학 학원 치과보존학교실

연구목적: 이 연구에서는 mineral trioxide aggregate 제재인 white ProRoot MTA (wMTA)와 수산화칼슘 제재인 Dycal

을 인간치수세포에 적용한 후 치수세포의 분화와 증식, 석회화, 신생혈관형성(angiogenesis) 그리고 염증에 관여하는 유전

자들의 발현 변화를 비교하 다.

연구 재료 및 방법: 실험군은 wMTA와 Dycal을 테플론 튜브(내경 10 mm, 길이 1 mm)에 담아 4시간 경화시킨 후 일차세

포배양한 인간치수세포에 적용하 고, 조군은 빈 튜브만을 적용하 다. 3시간, 6시간, 9시간, 24시간 후 total RNA를 추

출하고 oligonucleotide microarray 방법을 통하여 유전자 발현 양상을 분석하 다. 위의 결과를 역전사 중합효소 연쇄반응

(reverse transcriptase polymerase chain reaction)으로 재확인하 다. 

결과: wMTA를 적용한 실험군에서 24,546개의 유전자 중 43개 유전자의 발현이 2배 이상 증가하 으며(예. BMP2,

FOSB, THBS1, EDN1, IL11, COL10A1, TUFT1, HMOX1) 25개 유전자의 발현이 50% 이하로 감소하 다(예.

SMAD6, TIMP2, DCN, SOCS2, CEBPD, KIAA1199). Dycal을 적용한 실험군에서 239개 유전자의 발현이 2배 이상

증가하 으며(예. BMP2, BMP6, SMAD6, IL11, FOS, VEGFA, PlGF, HMOX1, SOCS2, CEBPD, KIAA1199) 358

개 유전자의 발현이 50% 이하로 감소하 다(예. EDN1, FGF).

결론: wMTA를 적용한 치수세포에서는 분화와 증식 그리고 석회화에 관여하는 유전자들의 변화가 관찰되었다. Dycal을 적

용한 치수세포에서는 분화와 증식 그리고 신생혈관형성에 관여하는 유전자들의 변화가 관찰되었다. 또 Dycal이 염증에 관여

하는 유전자들을 더 많이 발현시키는 양상을 보 다.

주요단어: 수산화칼슘, 역전사 중합효소 연쇄반응, 치수복조, 치수세포, Microarray, Mineral trioxide aggregate
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