
서 론

치주인대 (periodontal ligament)는 두 개의 석회화 조직인

뼈와 시멘트질 (cementum) 사이에 위치하는 치밀결합조직으

로 치아를 유지시켜주고 경조직의 구조적 특성을 유지시키

는데 중요한 기능을 할 뿐만 아니라 생체 내에서의 인접 이

틀뼈 (alveolar bone) 및 시멘트질의 수복과 재생에도 관여하

는 것으로 알려져 있다 (McCulloch, 1993). 치주인대 세포는

동종의 세포들만으로 구성된 것이 아니라 표현형과 기능이

상이한 여러 아개체 (subpopulation)의 세포로 이루어져 있는

데 일부 세포는 높은 알카리성 인산분해효소 활성, 부갑상선

호르몬에 대한 반응성, 뼈유사 기질 폴리펩타이드의 생산 및

석회화 결절의 형성과 같은 뼈와 시멘트질을 형성하는 세포

의 전구세포의 특징을 보인다 (Kawase et al., 1990; McCulloch

& Bordin, 1991; Cho et al., 1992; Goseki et al., 1996).

치주인대세포는 잇몸 (gingiva)의 상피세포나 잇몸 결합조

직의 세포보다 양호한 치유양상을 나타낸다고 보고되고 있

고 (Melcher, 1970; Gottlow et al., 1997), Nyman et al. (1982)은

뼈 결손 부위에 상피세포와 잇몸 결합조직에서 유래되는 세

포의 침투를 막고 치주인대 세포만의 증식을 허용하는 방법

으로 차단막을 이용한 조직유도 재생술을 통하여 결합조직

의 부착과 함께 신생 시멘트질의 형성을 관찰하였다. 또한

치주인대세포에 ascorbic acid, β-glycerophosphate, dexametha-

sone를 첨가한 조건배지에서 뼈나 시멘트질과 유사한 석회

화 결절이 형성되었다는 여러 실험결과가 보고되고 있다

(Nilda et al., 1991). 위의 결과들은 치주인대 내에 뼈나 시멘

트질을 형성할 수 있는 시멘트질모세포나 뼈모세포의 전구

세포가 존재하여 특수한 환경에서 뼈나 시멘트질을 형성하

는 세포로 분화가 가능하다는 것을 의미한다.

뼈와 시멘트질 형성에 있어 치주인대 세포의 분화와 관련

된 인자들로 PDGF (platelet-derived growth factor, Howes et

al., 1988), TGF-β1 (transforming growth factor-β, Dennison et

* 본 연구는 보건복지부 보건의료기술진흥사업의 지원에 의하여 이루어진

것임.(02-PJ1-PG3-20507-0001)
* 교신저자: 박주철

Tel: 062-230-6874, Fax: 062-224-3706; jcapark@chosun.ac.kr

— 123 —

대한해부학회지 제36권 제2호 2003 The Korean J. Anat. 36(2), 123~132 2003

치주인대, 이틀뼈 및 시멘트질의 발생 과정에서 치주인대

-특이 유전자 PDLs22의 발현

지 숙1, 김병옥1, 김흥중2, 김성미, 박주철*

1조선대학교 치과대학 치주과학교실, 2구강해부학교실, 구강조직학교실

<초 록>

치주인대 (periodontal ligament)는 치아를 지지할 뿐만 아니라 인접 이틀뼈 및 시멘트질의 수복과 재생에 관여하는 것으

로 알려져 있으나, 치주인대 세포의 발생과 분화에 선택적으로 관여하는 유전자에 대한 연구는 미미한 실정이다. 치주인

대 세포의 분화와 뼈와 시멘트질의 형성과정에서 치주인대-특이 유전자인 PDLs22의 명확한 기능을 알아보기 위하여 배

양 치주인대 세포의 분화 과정에서 PDLs22, osteonectin과 osteocalcin mRNA 발현을 RT-PCR법으로 비교하였고, PDLs22에

대한 항체를 제작한 후 흰쥐 치아와 치주조직 발생과정에서 PDLs22 단백질의 분포를 면역조직화학적으로 확인하였다. 치

주인대 세포들은 배양 14일째에 석회화 결절을 형성하였고, 세포의 배양과정에서 osteocalcin mRNA는 배양 초기부터 발

현되어 배양 기간 동안에 강하게 발현되었으며, osteonectin PDLs22 mRNA는 배양 초기부터 발현되었으나 석회화 결절이

형성되면서 발현이 감소되었다. 면역조직화학적 염색소견에서 PDLs22 단백질은 치아관 형성시기의 바깥치아상피와 별그

물에서 발현되기 시작하여 HERS (Hertwig’s epithelial root sheath)의 바깥치아상피로 이어진 다음 치주인대, 이틀뼈 및 시멘

트질을 형성하기 위한 전구세포에서 강하게 발현되었다. 이상의 결과를 종합하면 치주인대-특이 유전자 PDLs22는 치주조

직 발생에 있어 상피-간엽간의 중요한 매개물질로 작용하며, 뼈와 시멘트질의 초기 형성과정에 중요한 역할을 하는 것으

로 생각된다. 

찾아보기 낱말 : 치주인대, PDLs22, 특이 유전자, 이틀뼈, 시멘트질
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al., 1994), FGF (fibroblast growth factors, Canalis et al., 1988),

EGF (epidermal growth factors, Cho et al., 1991), PTH-RP

(parathyroid hormone-related protein, Nohutcu et al., 1995)와

BMP (bone morphogenetic proteins, Reddi & Cunningham,

1993)가 유력하게 제시되고 있으나 이들은 경조직의 형성에

전반적으로 관여하는 인자들로 생각할 수 있으며 치주인대

세포의 분화에 선택적으로 관여한다고는 볼 수 없다. 

최근에 뼈모세포 특이 단백질인 Osterix가 뼈모세포의 분

화와 뼈 형성을 조절하는 인자라는 Nakashima et al. (2002)의

연구결과에서도 알 수 있듯이, 각각의 세포의 분화를 조절하

는 인자는 세포-특이 유전자와 깊은 관련을 갖는 경우가 대

부분이다. 치주인대에 존재하는 세포들에서 특징적으로 발현

되는 유전자들로 Duarte et al. (1998, 1999)은 S100 칼슘결합

단백계 (S100 calcium-binding protein family)의 일종인

S100A4와 S100A2 칼슘결합단백을 보고하였고, Horiuchi et

al. (1999)은 뼈모세포-특이 인자 (osteoblast-specific factor)로

알려진 페리오스틴 (periostin)을 보고하였다. S100A4와

S100A2는 소의 치주조직에서 분리되었는데, 그 중 S100A2

는 치주인대 뿐만 아니라 잇몸에서도 존재하는 것으로 밝혀

져 치주인대의 발생과 분화와 관련하여 치주인대에서 특이

적인 기능을 기대할 수 없게 되었고, S100A4는 잇몸에 비하

여 치주인대에서 선택적으로 발현되나 배양뼈속질세포나 치

주인대세포에 S100A4를 투여하면 석회화 소결절의 형성이

억제되는 것으로 알려져 있다 (Duarte et al., 1999). 따라서

S100A4는 치주인대 섬유모세포의 초기 발생이나 분화에 관

여하기보다는 치주인대 형성 후에 치주인대의 석회화를 방

해하여 치주인대의 폭경을 유지하는 것으로 생각되고 있다.

한편, 뼈모세포주인 MC3T3E1 세포주에서 뼈모세포에 특이

한 인자로 최초 분리된 페리오스틴은 뼈막과 치주인대에 조

직 특이적으로 발현되며 그 발현이 TGF-β에 의해 조절된다

고 알려져 있으나 (Johnson & Lancero, 1999), 뼈막에서는 뼈

형성 초기에 뼈모세포를 모여들게 하고 부착하는 데 관여하

며 치주인대에서도 치주인대에 존재하는 뼈모세포들의 발생

과 분화과정에 관여하는 것으로 생각할 수 있다. 결국 현재

까지 치주인대 섬유모세포의 분화나 발생에 선택적으로 관

여하는 유전자에 관한 연구는 미미한 실정이다.

최근에 Park et al. (2001)은 치주조직의 재생을 유도할 수

있는 분화유도인자에 관한 연구에서 일반 결합조직의 섬유

모세포인 잇몸 섬유모세포에 비하여 치주인대 섬유모세포에

서 선택적으로 발현되는 유전자가 치주인대의 발생과 분화

에 중요한 역할을 할 수 있다는 논리를 바탕으로 배양 잇몸

섬유모세포와 치주인대 섬유모세포 사이의 유전자들을

subtraction 방법으로 비교하여 치주인대 섬유모세포-특이 유

전자; PDLs5, 17, 22, 25, 31을 검출하였다. 그 중에서도

PDLs22는 노던분석, mRNA in-situ hybridization 등의 연구에

서 다른 조직에 비하여 치주인대에서 선택적으로 발현되는

것으로 보고하여 치주인대 세포의 분화와 재생과정에서 그

역할의 가능성을 시사하였다. 

본 연구의 목적은 치주인대, 이틀뼈 및 시멘트질의 형성과

정에서 PDLs22의 발현을 확인하여 이들의 형성과정을 조절

하는 분화 유도 인자를 탐색하기 위함이다. 치주인대 세포의

분화와 뼈와 시멘트질의 석회화 과정에서 PDLs22의 발현

변화를 연구하기 위하여, 치주인대 섬유모세포를 14일간 배

양하여 석회화 단계까지 분화를 유도한 후 각각의 단계에서

PDLs22와 일반적으로 뼈에서 발현되는 유전자들인 ON

(osteonectin)과 OC (osteocalcin) mRNA 발현을 RT-PCR (re-

verse transcription-polymerase chain reaction) 방법으로 비교하

였다. 또한 치아와 치주조직 발생과정에서 PDLs22 단백질의

분포를 확인하기 위하여 PDLs22에 대한 항체를 제작하여

면역조직화학적 염색을 시행하였다. 

재료 및 방법

1. 배양 치주인대 섬유모세포의 PDLs22 발현 분석

교정 치료를 목적으로 발거된 20대 환자의 위아래턱뼈 작

은어금니의 치주인대 조직을 무균상태에서 항생제가 함유된

Hank’s Balanced Salt Solution (Gibco BRL, Rockville, USA) 용

액으로 수회 세척한 후 해부현미경하에서 1~2 mm3 정도의

크기로 자른 다음, 10% fetal bovine serum (Gibco BRL,

Rockville, USA) 및 항생제 (penicillin 100 U/ml, streptomycin

100 µg/ml, gentamycin 50 µg/ml와 fungizone 2.5 µg/ml 등)가

함유된 Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM, Gibco

BRL, Rockville, USA)을 이용하여 5% CO2, 37�C, 100% 습도

상태의 세포 배양기에서 일차 배양하였다. 일차 배양된 세포

들을 계대 배양하여 3계대의 세포를 실험에 이용하였다.

1) 석회화 결절의 형성 확인

3계대의 세포들을 ascorbic acid (50 µg/ml)와 β-glyceropho-

sphate (10 mM) 및 Dexamethasone (5 µM)을 함유한 DMEM

배양액을 투여하면서 14일간 배양하였다. 배양 14일 후 PBS

로 세 번 세척하고 70% ethanol로 20분간 고정한 다음 0.1%

NH4OH가 함유된 1% Alizalin Red-S (Sigma-Aldrich, St.

Louis, Mo, USA) 용액으로 5분간 염색하였다.

2) RT-PCR 분석

3계대의 세포들을 ascorbic acid (50 µg/ml)와 β-glyceropho-

sphate (10 mM) 및 Dexamethasone (5 µM)을 투여하면서 14일

간 배양하였다. 배양 0일, 4일, 7일 그리고 14일 후 Trizol

reagents (Gibco BRL, Rockville, USA)를 이용하여 각각의 세

포에서 total RNA를 추출하였다. 각각의 RNA들을 역전사 효

소 (Reverse Transcriptase of Avian Myoloblastosis Virus, Life

Siences, USA) 15U를 사용하여 first strand cDNA를 합성하였



다. First strand와 PDLs22, ON, OC, G3PDH 특이적 Primer

(Table 1)를 이용하여 PCR (Polymerase chain reaction) 증폭을

시행하였다.

PCR 조건은 95�C에서 1분, 60�C에서 45초, 72�C에서 1분

간의 사이클을 30회 실시하였다. PCR 생성물을 2.0% 아가로

스겔에서 전기영동하여 유전자들의 발현을 확인하였다. 분리

된 유전자 단편들을 pGEM-Teasy Vector System (Promega,

Madison, WI, USA)을 이용하여 subcloning하고 자동 염기서

열 분석기 (ABI 310, Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA)를

이용하여 염기서열을 분석한 후 Blast search program (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/)를 이용하여 ON, OC, G3PDH 유전자

로 보고된 염기서열과 동일한지 확인하였다.

2. 면역조직화학적 염색

1) 조직 표본제작

태생 16일, 출생 7일, 14일, 21일의 Sprague-Dawley계 흰쥐

를 각각 5마리씩 4% paraformaldehyde 용액을 이용하여 관류

고정시킨 후 상, 아래턱뼈를 적출하여 4�C의 4% parafor-

maldehyde 용액에서 16시간 재고정하였다. Phosphate buffered

saline (PBS, pH 7.4) 용액으로 2시간 세척하고, 10% EDTA 용

액에서 2~4주간 탈회하고, 70%, 80%, 90%, 95%, 100% I,

100% II, 100% III, 100% IV ethanol로 각각 12시간씩 탈수하

였다. Chloroform 용액에서 2시간씩 4회 처리한 후 통법에

따라 paraffin에 포매하고 5 µm 두께로 박절한 후, ethoxy-

silran-coated 슬라이드에 붙여 4�C에서 보관하여 면역조직화

학적 염색에 이용하였다.

2) PDLs22 단백질에 대한 항체의 제작

사람 PDLs22의 폴리펩타이드 영역에서 펩타이드 ISNKY-

LVKRQSRD를 선택, 주문 합성하였다. 펩타이드들은 자동

펩타이드 합성기 (모델 430; Applied Biosystems, USA)의 보조

하에 고상 절차를 사용하여 화학적으로 합성하였다. 합성 펩

타이드를 MBS 커플링 방법에 의해 설프히드릴기를 통해 담

체 폴리펩타이드인 KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin)에 접

합시켰다. 1 ml의 완전 프로인트 보조제 (complete Freund’s

adjuvant)를 이용하여 KLH에 접합시킨 합성 펩타이드 항원

용액 (100 µg/ml)을 안정하게 부유화시킨 후 토끼 림프 결절에

주입하여 1차 면역시켰다. 3주 후 100 µg/ml의 항원으로 2차

면역 후, 다시 10일 후 50 µg/ml의 항원 용액으로 3차 면역

시켰다. 10일 후 귀의 이면 중추 동맥에서 채혈하여 얻은 다클

론 항혈청을 CNBr-sepharose 4B (Amersham pharmacia Bio-

tech, USA)를 사용하여 친화성 정제(Peptron, Korea)하였다.

3) 면역조직화학적 염색

절편을 xylene으로 탈 파라핀 처리하고 100%, 90%, 80%,

70% 에탄올의 순서로 함수 후, 0.1 M PBS로 두 차례 세척하

고, 0.3% 과산화수소를 포함된 메탄올 용액에서 20~30분 동

안 endogenous peroxidase block 처리한 후 다시 PBS로 세 차

례 세척하였다. 이 절편을 0.5% BSA (Bovine Serum Albumin)

가 함유된 PBS 용액을 사용하여 희석된 normal serum으로

20분 동안 처리한 뒤, PBS로 세척하였다. 절편을 1차 항체로

서 normal serum을 사용하여 1 : 10의 비율로 희석한 PDLs22

항혈청과 4�C에서 하루 밤 동안 처리하였다. PBS로 40분 동

안 세척한 후, 절편을 2차 항체로서 PBS에 1 : 200의 비율로

희석한 염소 항토끼 IgG항체 (Vector Lab, USA)와 실온에서

1시간 동안 처리하였다. PBS로 20분 동안 세척한 후, 절편을

사용하기 30분전에 PBS로 희석한 ABC 시약 (Vector Lab,

USA)과 45분 동안 반응시켰다. PBS로 20분 동안 세척한 후

0.05% DAB (Diaminobenzidine Tetrahydrochloride)를 이용한

비색반응으로 발색시킨 후, 절편을 세척하고 헤마톡실린으로

대조 염색하여 광학현미경으로 관찰하였다.

결 과

1. 배양 사람 치주인대 세포에서 PDLs22의 발현 분석

1) 세포 배양 및 석회화 결절의 형성

배양 치주인대 세포들은 ascorbic acid, β-glycerophosphate

및 Dexamethasone 첨가 후 배양 4일에는 방추형의 형태를

나타내다가 배양 7일에는 세포가 층을 이루면서 증식되었고

배양 14일경부터 여러 층으로 된 세포 집합체를 형성하였고

집합체의 중심에서부터 석회화가 진행되었다. 배양 14일부터

관찰되는 세포 집합체의 석회화 결절 형성 여부를 관찰하기

위하여 Alizarin-Red S로 염색한 결과 대부분의 세포 집합체

들은 석회화 결절을 포함하고 있는 것으로 확인되었다. 결절

은 원형으로 주위에 세포가 밀집되어 있으며, 결절 중앙 부위

가 진하게 농염되고 주위로 연하게 염색되는 양상을 보였다

(Fig. 1).

2) RT-PCR 분석

사람 치주인대 세포로부터 석회화 결절의 형성을 유도한

지 숙, 김병옥, 김흥중, 김성미, 박주철 125

Table 1. Polymerase chain reaction (PCR) primer sets

Protein Primer sequence (5′-3′ ) Size Tm
(bp) (�C) 

OC S 19-39 ATGAGAGCCCTCACACTCCTC 303 66 
AS 321-301 CTAGACCGGGCCGTAGAAGCG

ON S 1240-1255 ACATGGGTGGACACGG 405 52
AS1644-1627 CCAACAGCCTAATGTGAA

PDLs22 S 171-190 GCAAGACACACAGCCGGAGC 761 54
AS 831-814 CCAGTGCCAGGGAAAGC

G3PDH S 386-402 CCATGGAGAAGGCTGGG 195 55
AS 580-561 CAAAGTTGTCATGGATGACC

OC, osteocalcin; ON, osteonectin; PDLs22, PDL specific 22; G3PDH,
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. 
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14일의 배양 과정에서 OC mRNA는 배양 시작부터 치주인

대 세포에서 발현되기 시작하여 배양 4일, 7일과 석회화 결

절이 형성되기 시작하는 14일까지 동일한 발현 양상이 유지

되었다. 한편 ON mRNA는 배양 시작 후 4일, 7일까지 발현

이 유지되다가 석회화 결절이 형성되는 14일에는 발현이 다

소 감소하는 소견을 보였다. PDLs22 mRNA는 ON과 유사한

형태로 배양 시작부터 치주인대 세포에서 발현되기 시작하

여 배양 4일, 7일까지 발현이 유지되다가 석회화 결절의 형

성이 시작되는 시점인 14일에서는 발현이 다소 감소된 소견

을 보였다 (Fig. 2).

2. 면역조직화학적 염색 소견

흰쥐 아래턱뼈 첫째어금니의 모자상기인 16일 배자의 조

직표본에서 PDLs22 단백질은 발생중인 치아기에서는 발현

되지 않았고 주변 치아주머니의 세포와 주위의 뼈세포에서

약하게 발현되었다 (Fig. 3). 사기질 형성 시기인 생후 7일의

위턱뼈 첫째어금니 조직표본에서 PDLs22 단백질은 치수를

포함한 상아모세포와 사기질모세포와 하방 중간층 (stratium

intermedium)에서는 발현되지 않았으나 바깥치아상피와 하

방의 별그물에서는 약하게 발현되었다(Fig. 4).

치아뿌리가 형성되기 시작하는 시기인 생후 14일의 위턱

뼈 첫째어금니 조직표본에서 PDLs22 단백질은 역시 바깥치

아상피와 하방의 별그물에서 발현되었고 이러한 발현은 발

생중인 치아뿌리 상아질에 인접한 HERS (Hertwig’s epithelial

sheath)의 바깥치아상피에서의 발현으로 이어졌다 (Fig. 5). 고

배율을 통해 확인한 결과 PDLs22 단백질은 상아모세포를 비

롯한 치수내의 세포에서는 발현되지 않았고 시멘트질과 이

틀뼈가 형성되는 부위의 세포에서는 강하게 발현되었으며,

발생중인 치주인대의 중간부위에서는 약하게 발현되었다

(Fig. 6). 

생후 14일 아래턱뼈 절치 치아뿌리의 절단면 표본에서 시

멘트질과 뼈가 형성되는 양측의 치아주머니의 세포에서

PDLs22 단백질이 강하게 발현됨이 확인되었다 (Fig. 7). 고배

율 소견에서 PDLs22 단백질은 발생중인 치주인대의 중심부

에서는 약하게 발현된 반면 시멘트질과 뼈가 형성 중인 치

주인대 양측의 세포에서는 강하게 발현되었다. 뼈와 인접된

부위의 세포들에서의 발현을 살펴보면 형성 중인 뼈에 바로

인접된 뼈모세포와 뼈기질 내부에 존재하는 뼈세포에서는

발현을 보이지 않는 반면 뼈모세포 전구세포 (pre-osteoblast)

라 명명할 수 있는 뼈모세포 전단계세포에서 강한 발현을

나타내었다 (Fig. 8). 치아뿌리의 형성이 마무리되는 생후 21

일의 조직표본에서 PDLs22 단백질은 중앙의 치주인대 세포

에서는 약하게 발현되는 반면 뼈나 시멘트질에 인접된 치주

인대에서는 강하게 발현되었다 (Fig. 9).

고 찰

치주질환 치료의 궁극적인 목적은 소실된 연조직의 결합

조직 뿐만 아니라 시멘트질과 치주인대 및 이틀뼈를 완전하

게 재생시켜 정상적인 치아주위조직의 부착을 이루는 것이

다 (Amar, 1996). 치주 치료 후에 발생되는 치유형태는 치주

치료 후에 생성된 치유 공간 내로 먼저 재소집 되는 세포에

의해 달라지게 되는데 (Nyman et al., 1982; Aukhil et al., 1986;

Iglhaut et al., 1988), 잇몸의 결합조직에는 간엽조직 기원의

섬유모세포, 대식세포, 미분화 간엽세포 및 혈관세포 등이 분

포하고 있는 반면에 치주인대에는 이틀뼈측에 뼈모세포와

뼈파괴세포; 치주인대의 중심측에 섬유모세포, Malassez 상피

세포, 대식세포, 미분화 간엽세포, 신경요소 그리고 혈관내피

세포; 치아뿌리측에 시멘트질모세포 등의 다양한 세포들, 즉

치주인대 내에는 시멘트질, 치주인대 및 이틀뼈를 재생시킬 수

있는 세포성분이 존재하는 것으로 알려져 있다(Ramakrishnan

et al., 1995; San Miguel et al., 1998).

시멘트질과 이틀뼈를 형성하는 세포로의 분화가 가능한

세포가 치주인대 세포내에 존재할 가능성은 제시되었으나

이들 세포들이 실제 뼈와 시멘트질을 형성하는 세포로의 분

화기전에 관한 연구는 미비한 실정이다. 이를 위해서는 먼저

치아를 지지하며 시멘트질과 이틀뼈를 형성하고 또한 다양

한 세포들로 분화할 수 있는 능력을 가진 치주인대 세포의

발생과 분화와 관련한 분자생물학적 기전에 관한 연구가 필

수적 요소라고 할 수 있다.

배자의 발생과 이에 따르는 여러 기관의 분화는 상피-간

엽간의 상호작용과 각 기관의 특징적인 세포분화에 의하여

이루어진다. 치아의 발생 뿐만 아니라 치주조직 발생 또한

상피-간엽간의 순차적이고 상호보완적인 신호전달에 의해

조절되는데 치아주머니의 세포들은 HERS (Hertwig’s epithe-

lial root sheath)의 하방 이주를 시작으로 하여 시멘트질, 치주

인대 및 이틀뼈를 형성하는 세포로 분화하게 된다 (Cho &

Garant, 2000). HERS는 내, 바깥치아상피 (inner and outer

dental epithelium)에서 유래된 두 층으로 구성되고 그 중 내

치아상피는 치아관측 상아질을 형성시킨 방식과 유사한 방

식으로 치아뿌리의 상아질을 형성하도록 유도한다 (Ruch,

1998). Slavkin et al. (1989)은 HERS가 enamelin과 amelogenin

과는 다른 polypeptide를 분비한다고 보고하였고, Bosshardt &

Nanci (1998)는 bone sialoprotein, osteopontin과 enamelin이

HERS의 세포에서 일시적으로 분비된다고 보고하였는데 이

러한 기질의 polypeptide가 인접한 치아주머니의 세포를 시

멘트질모세포 전구세포나 섬유모세포로 분화시키는 유도인

자인지에 대해서는 밝혀지지 않았으나 HERS와 동시에 배양

된 섬유모세포에서 rough endoplasmin reticulum과 Golgi

complex가 많아지고 분비과립과 콜라젠의 합성이 증가된 것



을 확인함으로써 HERS 세포의 분화유도 능력에 대해서는

실험을 통해 확인되었고 (Thomas & Kollar, 1988), 실제 임상

의 조직재생술에서 치아기 (dental organ)의 상피 기원 단백질

인 Emdogain은 시멘트질 형성을 촉진하는 것으로 증명되고

있다 (Hammerstrom, 1997). 

치주인대 세포가 Dexamethasone이 함유된 배양 배지에서

배양되었을 때 치주인대 세포는 석회화 조직 형성세포로 분

화하게 된다 (Cho et al., 1992; Ramakrishnan et al., 1995). De-

xamethasone이 존재하는 가운데 conflunt monolayer의 세포

들은 분화가 진행되면서 크기와 수가 증가하여 세포 집합체

를 형성하게 되고 multilayered cluster를 형성하게 된다. 세포

들은 또한 ON과 OC과 같은 비교원질성 뼈기질 단백질을

합성 분비하게 된다 (Nohutch et al., 1996; Jing et al., 2001;

Oliver et al., 2002). 세포 집합체는 치밀한 결절이 되고 결국

뼈기질 단백질과 연관되어 무기질이 침착되어 석회화 결절

이 형성되게 된다. 이번 연구에서도 배양 14일의 세포집합체

에서 석회화 결절 형성이 Alizarin-Red S 염색으로 확인되었

다 (Fig. 1). 이번 연구에서 세포 분화 단계에 따른 ON, OC 및

PDLs22의 mRNA 수준을 증명한 결과 OC은 처음 무기질 형

성 배지를 첨가하지 않은 0일에서부터 석회화가 시작되는

단계인 14일까지 일정하게 발현이 유지되었다. OC은 분화된

뼈모세포나 시멘트질모세포의 marker 단백질로 배양 처음단

계에서 석회화 단계까지 발현을 보인다는 것은 배양된 치주

인대 세포가 뼈나 시멘트질을 형성하는 세포의 특성을 보였

다는 것을 의미한다. ON mRNA는 배양 시작 후 4일, 7일까

지는 발현이 유지되다가 석회화 결절의 형성이 시작되는 시

점인 14일에는 발현이 다소 감소되는 소견을 보였다. 이는

Rahime et al. (1997)의 연구결과와 일치한 것으로 이러한 in

vitro에서 석회화 결절의 형성 동안의 감소된 ON의 발현은

ON이 뼈와 시멘트질 세포의 초기 분화과정이나 뼈나 시멘

트질의 석회화 전단계에서 관여함을 의미한다. PDLs22 또한

ON의 발현양상과 유사한 형태를 보여 역시 뼈나 시멘트질

의 초기 분화나 석회화 전단계에서 어떠한 기능을 하는 것

으로 추정해 볼 수 있다.

면역조직학적 염색 소견에서 PDL22 단백질은 치아싹의

치아주머니의 세포에서 약한 발현을 보였고 이후 사기질 형

성 시기인 생후 7일에서는 발생중인 사기질 상방의 바깥치

아상피와 별그물에서 발현이 나타났고 이러한 발현은 치아

뿌리형성 시기의 HERS의 바깥치아상피층까지 이어졌다.

PDLs22 단백질이 상아질의 발생을 유도하고 사기질을 형성

하는 기능적 단위인 내치아상피와 중간층 (stratium intermedi-

um)에서는 발현되지 않고 바깥치아상피와 별그물에서만 발

현되었다는 사실은 주목할 만 한데, 이들 상피세포들은 치아

뿌리와 치주조직 발생에 시발점으로 작용되는 HERS로 이어

져 치주조직 발생에 영향을 미치기 때문이다 (Cho & Garant,

2000). 치아뿌리의 상아질이 HERS의 내치아상피에 의해 유

도된다는 사실은 밝혀졌으나 (Ruch, 1998), 시멘트질의 형성

에 관여하는 인자에 대한 연구가 미비한데 우리의 결과는

HERS의 바깥치아상피가 내치아상피와는 다른 표현형을 보

이면서 시멘트질의 형성에 관여할 것으로 추정되고 이러한

과정에서 PDLs22s는 바깥치아상피와 치아주머니의 세포간

의 관계에서 중요한 매개체 역할을 할 것으로 예상된다.

치주조직 형성시기 때 PDLs22 단백질은 분화 중인 치아주

머니 세포에서 강하게 발현되었는데 특히 치주인대 세포의

중앙보다는 양측, 즉 이틀뼈와 시멘트질이 형성중인 쪽에서

강하게 발현되었다. 또한 뼈와 인접되어 뼈기질을 생성하는

뼈모세포와 뼈기질 내부의 뼈세포에서는 발현을 보이지 않

았고 오히려 뼈모세포 전구세포에서 강한 발현을 보였다. 이

는 PDLs22 단백질이 치아주머니 세포의 성숙과 뼈와 시멘트

질의 형성 초기에 관여하는 것으로 해석할 수 있다. 또한 뼈

모세포 전구세포에서는 발현되고 뼈모세포나 뼈세포에서 발

현되지 않는 면역조직화학적 결과는 치주인대 세포의 in vitro

석회화 결절 형성 실험에서 PDLs22 mRNA가 석회화가 진행

될수록 발현이 감소되는 것과 일치된 결과라 할 수 있다. 

요약하면 치주인대-특이 유전자 PDLs22는 치아관 형성시

기의 바깥치아상피와 별그물에서 발현되기 시작하여 HERS

의 바깥치아상피로 이어지며 본격적으로 뼈와 시멘트질을

형성하기 위한 준비단계의 세포에서 강하게 발현됨으로 보

아 PDLs22는 치주조직 발생에 있어 상피-간엽간의 중요한

매개물질로 작용하며, 뼈모세포나 시멘트질모세포의 분화, 특

히 뼈와 시멘트질 형성의 초기 분화 과정에 중요한 역할을

할 것으로 고려된다. 더불어 PDLs22가 바깥치아상피의 성분

으로 존재하다가 어떠한 기전에 의해 치아주머니의 세포를

성숙시키고 뼈와 시멘트질을 형성하는 세포로 분화시키는

지와 실제 PDLs22의 치주조직 재생에 이용 가능성을 이해

하기 위해서는 PDLs22의 RNA interference와 overexpression

그리고 knock/out 생쥐의 제작과 같은 기능 연구가 계속 이

루어져야 할 것으로 사료된다. 
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Legends for Figures

Fig. 1. Visualization of mineralization nodules by Alizalin-Red S stain after 14 days of culture, ×100.
Fig. 2. RT-PCR amplication of OC, ON, PDLs22 and G3PDH transcripts in the culture of human PDL cells. Total RNAs were extracted from

cultured cells after 0, 4, 7 and 14 days of culture. G3PDH used as a control. Size are indicated at right. OC, osteocalcin; ON, osteonectin;
G3PDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.

Fig. 3. Immunohistochemical localization of PDLs22 proteins in rat mandibular first molar at embryonic day 16. PDLs22 preteins are slightly
expressed in developing tooth follicle, but not in dental organ. DO, dental organ; DF, dental follicle, ×100. 

Fig. 4. Immunohistochemical localization of PDLs22 proteins in rat maxillary first molar at postnatal day 7. PDLs22 proteins are only expressed in
external dental epithelium and stellate reticulum (arrows), but not in odontoblast, pulp, internal dental epithelium and stratium intermedium.
AM, ameloblast; OD, odontoblast; P, pulp, ×100.

Fig. 5. Immunohistochemical localization of PDLs22 proteins in rat maxillary first molar at postnatal day 14. PDLs22 proteins are expressed in
external dental epithelium of Hertwig’s epithelial root sheath (arrow). Alv, alveolar bone; P, pulp, ×40.

Fig. 6. Immunohistochemical localization of PDLs22 proteins in rat maxillary first molar at postnatal day 14. PDLs22 proteins are expressed in bone
and cementum-related side of the PDL (arrows). OD, odontoblast; P, pulp; HES, Hertwig’s epithelial root sheath, ×100.

Fig. 7. Immunohistochemical localization of PDLs22 proteins in rat mandibular incisor at postnatal day 14. PDLs22 proteins are strongly expressed
in bone and cementum-related side of the PDL (arrows). Alv, alveolar bone; PDL, periodontal ligament; P, pulp, ×40. 

Fig. 8. Immunohistochemical localization of PDLs22 proteins in rat mandibular incisor at postnatal day 14. In the developing bone, PDLs22 protein
is only expressed in preosteoblast (arrow) not osteocyte (Oc) and osteoblast (arrowhead). D, dentin; C, cementum; PDL, periodontal ligament;
Oc, osteocyte, ×200.

Fig. 9. Immunohistochemical localization of PDLs22 proteins in rat mandibular incisor at postnatal day 21. PDLs22 proteins are strongly expressed
in bone and cementum-related side of the PDL and weakly expressed in the middle of PDL. Also PDLs22 proteins are not expressed in
alveolar bone. D, dentin; P, pulp; PDL, periodontal ligament, ×100.



치주조직 발생 과정에서 PDLs22의 발현130

303 bp

405 bp

761 bp

195 bp

0 d 4 d 7 d 14 d

OC

ON

PDLs22

G3PDH

1

2
3

4 5



지 숙, 김병옥, 김흥중, 김성미, 박주철 131

6 7

8 9



치주조직 발생 과정에서 PDLs22의 발현132

── Abstract ──

Expression of Periodontal Ligament Fibroblast-specific Gene, 
PDLs22 During Development of Periodontal Ligament, 

Alveolar Bone and Cementum

Suk Ji1, Byung-Ock Kim1, Heung-Joong Kim2, 
Sung-Mi Kim, Joo-Cheol Park*

Department of 1Periodontology, 2Oral Anatomy, Oral Histology, College of Dentistry, Chosun University

Identifying specific factors and/or mechanism regulating development of periodontal tissue will provide important

information as to which molecules and cells are required for regulation of periodontal tissue lost as a consequence of

disease.

The origin and location of cementoblast and osteoblast precursor cells in adult periodontal tissues is not definitely

known but it has been suggested that tooth related periodontal ligament may be the source of cementoblasts and the

bone-related periodontal ligament for osteoblasts. However, little is known of the molecular mechanism controlling

PDL function. PDL-specific protein; PDLs22 had been previously identified as a novel protein isolated from cultured

human PDL fibroblasts using subtraction hybridization between human gingival fibroblasts and PDL fibroblasts. The

aim of this study was to examine the functional characterization of PDLs22 in differentiation of periodontal ligament,

alveolar bone and cementum. Human osteocalcin (OC), osteonectin (ON) and PDLs22 mRNA were detected by reverse

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) in primary cell cultures of periodontal ligament fibroblast during

mineral nodule formation in vitro. And the localization of PDLs22 in rat tissues was detected by polyclonal antibody

against PDLs22 by means of immunohistochemical staining.

The results were as follows:

1. PDL cells were capable of producing mineral-like nodules in vitro.

2. PDLs22 mRNA was expressed in the initial stages whereas it was not expressed in the calcification stage, during

mineral nodule formation of PDL cells in vitro. 

3. PDLs22 protein was expressed in external dental epithelium and stellate reticulum during crown formation stage, and

was continued in external dental epithelium of Hertwig’s epithelial sheath. Also PDLs22 protein was strongly

expressed in the bone and cementum-related side of the PDL and weakly expressed in the middle of PDL. In the

developing bone, PDLs22 protein is only expressed in preosteoblast not osteocyte and osteoblast. 

The results suggest PDLs22 is important mediator of epithelial-mesenchymal reaction in development of PDL,

alveolar bone and cementum and is related to initial differentiation of cementum and alveolar bone. 

Key words : PDL, PDLs22, Specific gene, Alveolar bone, Cementum


