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Amino acid transporters play important roles in

supplying nutrients to cells. In our current study, we

investigated the expression of LAT1 and measured the

amino acid uptake in ameloblast cultures to further

elucidate the roles of this transporter during the differen-

tiation of these cells. RT-PCR, observations of cell mor-

phology, Alizaline red-S staining, and uptake analyses

were performed following the experimental induction of

differentiation in the cultures. LAT1 mRNA was

detectable and found to gradually increase over time

whereas LAT2 mRNA was not evident in the ameloblast

cultures. Transcripts of 4F2hc, a cofactor of LAT1 and

LAT2, were also found to be expressed in ameloblast

cultures and increase with time. Amelogenin mRNA was

expressed in the early stage ameloblast cultures. L-leucine

uptake was observed to increase over 14 days of growth in

culture. Our data suggest that LAT1 has a key role in the

differentiation of ameloblasts and in providing these cells

with neutral amino acids, including several essential amino

acids. 
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서  론

치아는 치성상피와 외배엽성 간엽세포 사이의 상피-간

엽간 상호작용을 통해 조절되고 형성된다(Mina and Kollar,

1987). 치성상피는 치아기를 형성하여 법랑질모세포를 분

화시키는 반면에, 외배엽성 간엽세포는 치유두를 형성하

여 상아질모세포와 치수세포가 분화하고 이들이 치관 상

아질과 치수를 형성한다. 또한 외배엽성 간엽세포는 치낭

을 형성하며 이 세포들이 백악질, 치주인대 및 치조골을

형성한다(D'Souza et al., 1997; Chien et al., 1999). 치관

이 완성된 후에 내치상피와 외치상피가 치관 아래쪽으로

증식하여 Hertwig 상피 근초를 형성하며, Hertwig 상피 근

초가 치근의 형태를 결정하고 치근 상아질을 형성하는 상

아질모세포의 분화를 유도한다(Bosshardt and Nanci, 2004).

법랑질 형성은 두 단계에 걸쳐 일어나며, 그 첫 번째 단

계에서 전체 성분 중 30% 정도의 무기바탕질이 침착된

법랑질이 형성된다. 두 번째 단계에서 유기바탕질과 물이

제거되고 무기바탕질의 추가 유입이 일어나서, 법랑질은

96% 이상의 무기바탕질을 갖게 된다. 법랑질모세포는 바탕

질 단백질을 분비하여 세포외 바탕질 환경을 조성하고

유지하여 무기바탕질 침착이 일어날 수 있게 한다. 최근 들

어 다양한 세포들의 분화유도 인자에 대한 연구들이 진행

되고 있으나(Smith, 1998; Millar et al., 2003; Bei et al.,

2004; Wang et al., 2004), 법랑질모세포의 분화과정이나 법

랑질 형성과정에 관한 분자생물학적 기전은 아직까지 잘

알려져 있지 않다. 

법랑질모세포는 치아 이외의 일반적인 세포들(상피세포,

결합세포 등)과는 달리 많은 유기바탕질 및 무기바탕질

을 생성하고 분비하여야 한다. 따라서 이를 위한 다양한 영

양물질들을 세포 내로 이동시킬 수 있는 영양물질 수송

체의 발현이 매우 중요하다고 사료되지만 이에 관한 연구

는 없었다. 또한 법랑질모세포에서는 분화를 위한 세포 내

화학적·물리적 신호와 세포의 증식을 위한 단백질 합성

에 필수적인 아미노산들의 세포 내 유입이 증가하여야 할

것이다. 세포 내로의 아미노산 수송 증가는 아미노산을 수
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송할 수 있는 아미노산 수송체의 과발현(overexpression)에

의해 유도될 것으로 생각되나 이와 관련된 보고 또한 없었다. 

아미노산은 단백 합성의 바탕질이 되는 기능 이외에도

포도당, 퓨린, 피리미딘 등 많은 생체분자들의 합성을 위

한 전구물질이므로 생체 내 필수 영양물질 중의 하나이

다(Christensen, 1990). 생체분자의 생합성 반응은 주로 세

포 내에서 이루어지고 아미노산은 세포막을 투과하기 어

려운 친수성 물질이므로, 세포는 아미노산을 세포 밖에서

세포 안으로 수송하기 위한 수송 단백질인 아미노산 수

송체를 세포막에 보유해야 한다(Christensen, 1990). 세포

내 대사가 특이적으로 항진되거나 계속적인 증식과 성장이

필수적인 세포들에는 아미노산 수송체의 기능이 상승되

어 단백질 합성을 위한 아미노산의 공급이 활발하고, 이는

이들 세포 내 아미노산 공급을 위한 아미노산 수송체들

의 발현이 특이적으로 과발현 됨에 의해서 이루어진다고

알려져 있다(Christensen, 1990; Kanai et al., 1998).

아미노산 수송체는 각기 그들이 수송하는 아미노산 종

류가 다르며, 그 특성에 따라 중성, 염기성 및 산성 아미

노산 수송체로 분류된다(Christensen, 1990). 또 아미노산

수송체는 그들이 바탕질을 수송할 때의 Na
+

 의존적 유무

에 따라, Na
+

-의존적과 Na
+

-비의존적 아미노산 수송체로

분류하기도 한다(Christensen, 1990; Kanai et al., 1998).

아미노산 수송계 L은 Na
+

-비의존적으로 중성 아미노산

을 주로 수송하는 세포막 단백질로 종양세포를 포함한 대

부분의 세포에서 중성 아미노산의 주경로가 되는 아미노

산 수송체로 알려져 있다(Christensen, 1990; Kanai et al.,

1998). Kanai 등(1998)에 의해 아미노산 수송계 L의 첫

번째 아형인 아미노산 수송체 L-type amino acid transporter

1(LAT1)이 glioma cell에서 동정되었다. LAT1은 12회

세포막을 관통하는 막 단백질로서 leucine, isoleucine,

valine, phenylalanine, tyrosine, tryptophan, methionine

과 histidine같은 구조가 큰 중성 아미노산을 수송하는 특

징을 가지고 있다(Kanai et al., 1998; Yanagida et al.,

2001; Uchino et al., 2002). LAT1은 4F2 heavy chain(4F2hc)

이라는 1회 세포막을 관통하는 막 단백질과 disulfide 결

합을 하는 heterodimer형 막 단백질이며, LAT1이 기능

을 나타내기 위해서는 보조인자 4F2hc의 존재가 필수적이

다(Kanai et al., 1998; Nakamura et al., 1999; Yanagida

et al., 2001; Uchino et al., 2002). 중성 아미노산 수송

체 LAT1은 종양세포와 같이 세포 내 대사가 특이적으로

항진되거나 계속적인 증식과 성장이 필수적인 세포에서

과발현되어 세포의 계속되는 성장에 중요한 역할을 한다

고 알려져 있다(Sang et al., 1995; Wolf et al., 1996; Kanai

et al., 1998; Yanagida et al., 2001). 한편, LAT1의 분자

적 동정 후에 아미노산 수송계 L의 두 번째 아형인 L-type

amino acid transporter 2(LAT2)가 동정되었다(Pineda et

al., 1999; Rossier et al., 1999; Segawa et al., 1999; Verrey

et al., 2000). LAT2는 구조적으로 LAT1과 매우 유사하며,

다수의 필수 아미노산을 포함하는 중성 아미노산을 수송

한다(Pineda et al., 1999; Rossier et al., 1999; Segawa

et al., 1999; Verrey et al., 2000). LAT1이 구조가 큰 중

성 아미노산 만을 수송하는 특징을 보이는 반면, LAT2는

구조에 관계없이 중성 아미노산을 모두 수송하는 넓은 바

탕질특이성을 지니고 있다(Kanai et al., 1998; Pineda et

al., 1999; Rossier et al., 1999; Segawa et al., 1999; Verrey

et al., 2000; Yanagida et al., 2001; Uchino et al., 2002).

아미노산 중 필수 아미노산은 세포 내에서 합성되지 않으

므로 세포 외로부터 수송되어져야 한다(Christensen, 1990).

생체 내 아미노산 수송체들의 역할은 모두 중요하지만, 그

중에서 특히 아미노산 수송계 L은 그 수송바탕질이 필

수 아미노산을 포함한 대부분의 중성 아미노산이므로 매우

중요하게 인식되고 있다(Sang et al., 1995; Wolf et al., 1996;

Kanai et al., 1998; Yanagida et al., 2001). 법랑질모세포

의 증식과 분화과정에서도 아미노산 수송계 L을 포함한

아미노산 수송체들의 과발현 현상이 나타나리라 사료되

지만 이와 같은 아미노산 수송체들의 발현에 관한 실험

적 증거 및 분자생물학적인 기전은 아직까지 명확히 밝혀

져 있지 않다.

따라서 본 연구에서는 배양 법랑질모세포 세포주의 분

화과정에서 아미노산 수송계 L의 발현양상을 분석하여 법

랑질모세포의 분화과정에서 아미노산 수송계 L의 역할을

밝히고자 하였다. 

재료 및 방법

실험재료

[
14

C]L-leucine은 Perkin Elmer Life Science Inc. (Boston,

MA, USA)로부터 구입하여 사용하였으며, 아미노산 및 기

타 시약들은 analytical grade를 구입하여 사용하였다.

법랑질모세포의 배양과 분화

본 연구에서 이용한 법랑질모세포 세포주는 Nakata 등이

C57BL/6J 생쥐의 하악대구치에서 얻은 세포주로서, 일정

조건에서 배양하면 법랑질모세포의 특성을 나타낸다는 것

을 확인한 세포주이다(Nakata et al., 2003). 법랑질모세포

세포주를 5% fetal bovine serum (FBS, Gibco BRL,

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

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

함유된 Modified Eagles Medium (MEM, Gibco BRL,

Rockville, USA)에 배양하였으며, 세포분화와 석회화 유

도를 위하여 동일배지에 ascorbic acid (50 µg/ml)와 β-

glycerophosphate (10 mM) 및 EGF (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA)를 첨가하여 type I collagen이 처리

된 배양접시에서 배양하면서 실험에 이용하였다. 
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역전사 중합효소연쇄반응(RT-PCR) 분석

세포분화와 석회화가 유도된 각각의 법랑질모세포 세포

주에서 TRI REAGENT kit (Molecular Research Center,

Inc., Ohio, USA)를 이용하여 total RNA를 추출한 후,

자외선 분광기(UV spectrometer)를 이용하여 260 nm에

서 흡광도를 측정, 추출된 RNA의 농도를 계산하였다.

cDNA를 합성하기 위하여 5 µg의 total RNA를 reverse-

transcriptase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,

USA)와 oligo(dT) primer를 이용하여 42
o
C에서 60분간

역전사 반응을 시행하였다. 합성된 cDNA를 LAT1, LAT2,

4F2hc, amelogenin 및 GAPDH 등의 primer (Table 1)를

이용하여 중합효소연쇄반응(PCR)을 시행하였다. PCR 반응

조건은 94
o
C에서 12분, 변성(denaturation)반응을 94

o
C에서

1분, 결합(annealing)반응을 50~55
o
C에서 30초, 중합(extension)

반응을 72
o
C에서 1분간 30주기를 반복하고, 마지막 중합반

응은 72
o
C에서 10분간 연장하여 반응시켰다. 각 primer의

Tm 값을 고려하여 LAT1, 4F2hc 및 GAPDH의 결합반

응 온도는 54
o
C, LAT2의 결합반응 온도는 52

o
C, amelogenin

의 결합반응 온도는 55
o
C로 시행하였다. RT-PCR 후 1.5%

agarose gel에서 전기영동하여 각각의 PCR product를 확인

하였다.

Alizaline red-S 염색

법랑질모세포 세포주의 석회화 결절을 확인하기 위하여

Alizaline red-S 염색을 시행하였다. 분화를 유도한 법랑질

모세포 세포주를 PBS로 3회 세척한 후, 70% ethyl alcohol

로 20분 동안 고정한 다음 0.1% NH4OH가 함유된 1%

Alizaline red-S (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 용

액으로 5분간 염색하여 광학 현미경으로 관찰하였다. 

Uptake 실험

분화를 유도한 법랑질모세포 세포주들에서 아미노산 수

송계 L의 특성을 조사하기 위하여 Kim 등(2002)의 방법

을 이용하여 아미노산 uptake 실험을 시행하였다. 

37
o
C의 성장배지가 함유된 6 well plate에서 배양된 각

분화시기별 법랑질모세포 세포주를 uptake 실험에 이용하

였다. 성장배지를 흡수기를 이용하여 제거한 뒤 세포를 Na
+

-

free uptake 용액(125 mM choline-Cl, 4.8 mM KCl, 1.3 mM

CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 25 mM HEPES, 1.2 mM KH2PO4,

5.6 mM glucose, pH 7.4)을 사용하여 3회 세척한 후 10

분간 전배양하였다. 그 후, [
14

C]L-leucine 30 µM이 존재하

는 동일 uptake 용액으로 교체하여 2분 배양시켰으며, 반

응의 정지를 위해 4
o
C의 같은 용액으로 3회 세척하였다.

세척 후 세포를 0.1N NaOH에 녹여 세포 안으로 uptake

되어진 방사능을 liquid scintillation spectrometry로 측정

하였으며, 측정된 방사능을 pmol/mg protein/min으로 산

출하였다. 본 논문의 uptake 실험에서 각각의 결과를 위해

각 군은 4개의 well을 이용하였으며, 각각의 결과를 mean ±

SEM으로 표시하였다. 각 결과의 재현성을 확인하기 위하

여 4회 이상 반복 실험을 수행하여 결과를 산출하였다. 본

논문의 실험대상이 되는 아미노산 수송계 L에 의한 중성

아미노산들의 수송은 Na
+

-비의존적으로 이루어짐으로, 본 논

문의 모든 uptake 실험은 Na
+

-free uptake 용액에서 시행

하여 비교하였다(Kanai et al., 1998; Yanagida et al., 2001).

통계학적 검정

모든 실험성적은 mean ± SEM으로 나타내었고, 각 실험

군 간의 유의성 검정은 ANOVA 후에 Student's t-test를 하

였으며, p value가 0.05 미만(p < 0.05)의 경우에서 통계적

유의성이 있는 것으로 간주하였다. 

결  과

배양 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 아미노산 수

송계 L의 발현

생쥐 하악대구치 유래의 법랑질모세포 세포주에 ascorbic

acid와 β-glycerophosphate를 첨가하여 석회화 결절의 형

성을 유도한 14일간의 배양과정에서 아미노산 수송계 L의

아형인 LAT1과 LAT2 및 그들의 보조인자 4F2hc mRNA

Table 1. Primer sequences for PCR

Primer Names Sequence (5'→3') PCR Product (bp)

LAT1 (sense) CAGCTCCCTGAGTATGAAAG
499

LAT1 (antisense) ATCCTCAGGACATCACAAAC

LAT2 (sense) TCAGCTGGAGAGACTCAGAT
500

LAT2 (antisense) ATCCTTCATACCTGGTCCTT

4F2hc (sense) AAGGAGGAGCTACTGAAGGT
497

4F2hc (antisense) ATTTTGGTGGCTACAATGTG

Amelogenin (sense) CCAGAGCATGATAAGGCAGC
457

Amelogenin (antisense) GAACTGGCATCATTGGTTGC

GAPDH (sense) TGCATCCTGCACCACCAACT
349

GAPDH (antisense) CGCCTGCTTCACCACCTTC

LAT1: L-type amino acid transporter 1, LAT2: L-type amino acid transporter 2, 4F2hc: 4F2 heavy chain
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의 발현을 확인하기 위해, 각각의 primer (Table 1)를 이

용하여 RT-PCR을 시행하였다. 법랑질모세포 세포주에서

아미노산 수송체 LAT1의 발현을 배양시간별로 관찰하면,

배양 0일째부터 세포들에서 LAT1의 발현이 관찰되었고,

배양 4일째에는 0일째의 발현양인 GAPDH 대비 30%와

LAT1의 발현이 거의 유사하였다. 배양 7일째에서는 LAT1

의 발현양이 증가하여 GAPDH 대비 53%까지 증가하였

으며, 배양 10일째에는 배양 7일째와 LAT1의 발현이 유

사하였다. 배양 14일째에는 LAT1의 발현양이 GAPDH

대비 76%까지 증가함을 관찰할 수 있었다(Fig. 1A). 아

미노산 수송체 LAT2는 법랑질모세포 세포주 배양 0일째

의 대조군, 4일, 7일, 10일 및 14일째까지 관찰되지 않았

다(Fig. 1B). LAT1과 LAT2의 기능에 필수적 보조인자

인 4F2hc는 법랑질모세포 세포주 배양 0일째부터 발현이

관찰되었고, 배양 4일째에는 0일째의 발현양인 GAPDH 대

비 29%와 4F2hc의 발현이 거의 유사하였다. 배양 7일째

에서는 4F2hc의 발현양이 증가하여 GAPDH 대비 37%

까지 증가하였으며, 배양 10일째에는 배양 7일째와 4F2hc

의 발현이 유사하였다. 배양 14일째에는 4F2hc의 발현양이

GAPDH 대비 52%까지 증가함을 관찰하였다(Fig. 1C). 이

실험의 결과로 LAT1과 4F2hc의 발현양상이 유사함을 확

인하였다. 

 

배양 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 분화 특이

유전자 amelogenin의 발현

법랑질모세포 세포주를 분화유도 후, 실험적으로 분화가

유도되었는지 확인하기 위해, 법랑질모세포 세포주의 분화

에 의해 특이적으로 발현이 감소되는 유전자 amelogenin

Fig. 1. Detection of LAT1 (A), LAT2 (B), 4F2hc (C), and amelogenin (D) mRNA by RT-PCR. a; Agarose gel electrophoresis was performed
on the RT-PCR products from ameloblast cell line. b; The percentage of LAT1, LAT2, 4F2hc, and amelogenin mRNA expression was calcu-
lated as a ratio of GAPDH band. 



Expression of LAT1 During Ameloblast Differentiation 147

의 primer(Table 1)를 이용하여 RT-PCR을 시행하였다. 본

연구의 법랑질모세포 세포주에서 배양 0일째의 대조군에

서는 amelogenin의 발현이 매우 미약하였다. 그러나 법랑

질모세포 세포주의 분화를 유도한 후 4일째에서 GAPDH

대비 84%로 amelogenin의 발현이 크게 증가하였으며, 그

발현이 7일째에서는 60%, 10일째에서는 20%, 14일째에서

는 18%로 발현이 점차 감소함을 알 수 있었다(Fig. 1D). 이

실험의 결과로, 본 실험에서 분화유도 시킨 법랑질모세포

세포주는 분화배지에 의해 정상적인 분화가 유도되었음

을 확인할 수 있었다. 

배양 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 세포형태의

변화와 석회화 결절의 형성

법랑질모세포 세포주의 분화과정에서 세포형태의 변화

를 관찰하였다. 배양 4일째에 세포가 증식하여 세포밀도의

증가와 함께 세포형태의 변화가 관찰되었고(Fig. 2B), 배

양 7일째에는 여러 층의 세포와 결절들이 관찰되었으며

(Fig. 2C), 특히 배양 4일과 7일 사이에 세포의 증식이 급

격히 증가하여 고밀도의 세포와 결절들이 관찰되기 시작하

였다. 배양 10일째에는 배양 7일째부터 관찰되던 결절들

의 크기가 증가하는 것이 보였으며(Fig. 2D), 배양 14일

째에는 결절들의 밀도가 증가하는 것을 관찰할 수 있었

다(Fig. 2E). 배양 7일에서 14일까지의 기간에서 결절들

이 육안으로 확인되었으며, 이 시기의 세포형태는 배양 초

기의 세포형태와 많은 차이가 있었다. 

법랑질모세포 세포주 분화과정에서 석회화 결절의 형성을

확인하기 위하여 Alizaline red-S 염색을 시행하였다. 배양

7일째부터 결절들이 육안으로 관찰되었으며(Fig. 2C), 배양

14일째는 크기가 증가하고 결집된 여러 층의 결절을 관찰

할 수 있었다(Fig. 2E). 흰색의 결절들을 Alizaline red-S 염

색을 통하여 확인한 결과, 석회화 결절임을 확인할 수 있었다. 

배양 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 [
14

C]L-

leucine의 수송특성 

법랑질모세포 세포주 분화과정에서 아미노산 수송특성

을 조사하기 위하여, 중성 아미노산 중 실험적으로 가장

많이 이용되는 [
14

C]가 표지된 L-leucine을 이용하여 uptake

실험을 시행하였다. 배양 0일째인 대조군에서 L-leucine

uptake 양은 1720 ± 127 pmol/mg protein/min이었으며, 배

양 4일째와 7일째에서는 각각 1675 ± 49 pmol/mg protein/

min과 1662 ± 35 pmol/mg protein/min으로 별다른 변화

를 보이지 않았다(Fig. 3). 그러나 배양 10일째에서 1780 ±

108 pmol/mg protein/min으로 L-leucine uptake 양이 증

가하기 시작하여, 배양 14일째에서는 L-leucine uptake 양

이 2259 ± 69 pmol/mg protein/min으로 급격한 증가를 보

였다(Fig. 3).

고  찰 

최근 들어 치아발생에 대한 연구는 세포 및 분자 수준

까지 많이 진행되고 있다. 초기 치아발생에는 BMP, FGF,

Fig. 2. Mineralized nodule formation in ameloblast cell line. The
mineralized nodule formation of ameloblast cell line induced by
the differentiation media was examined after 0 (A), 4 (B), 7 (C), 10
(D) and 14 (E) days of culture. The nodules were detected by
Alizaline red-S staining. 

Fig. 3. [
14

C]L-Leucine uptake by ameloblast cell line. The [
14

C]L-
leucine (30 µM) uptake measured at 37

o
C for 2 min in the Na

+

-free
uptake solution. Each data point represents the mean ± SEM of
four experiments. ***P < 0.001 vs. 0 day. 
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MSX1, PAX9 및 CBFA1 등의 유전자들이 관여한다고

보고되고 있으며, 그들의 신호전달경로에 관한 연구들도 활

발히 진행되고 있다(Nanci, 2003; Ko and Grzesik, 2005;

Chung et al., 2009). 그러나 치아 초기발생과는 달리 상

아질모세포와 법랑질모세포 및 백악질모세포의 분화를 조

절하는 인자에 관해서는 잘 알려져 있지 않다.

법랑질의 유기바탕질은 비아교질 단백질로서 몇 종류의

법랑질 단백질과 효소로 구성된다. 법랑질 단백질 중에서

90%는 amelogenin이며, 나머지 10%는 enamelin과 amelo-

blastin 같은 nonamelogenin 단백질이다(Nanci, 2003).

Nonamelogenin 단백질 등은 결정 형성을 촉진하고 인도

하며, amelogenin은 결정의 두께와 폭 성장을 억제하는

것으로 여겨진다. 이와 같은 다양한 연구에도 불구하고

법랑질모세포의 분화과정이나 법랑질 형성과정과 관련된

분자생물학적 기전은 아직까지 명확히 밝혀져 있지 않다.

따라서 본 연구에서는 법랑질모세포의 분화과정 시 필수

적인 생체 영양물질인 아미노산들의 세포 내 수송에 관

여하는 아미노산 수송계 L의 발현양상 및 역할을 밝히

기 위해, 생쥐 하악대구치 유래의 법랑질모세포 세포주를

실험적으로 분화유도 후, 아미노산 수송계 L의 발현을 관

찰하고 아미노산 수송분석을 시행하였다. 

아미노산 수송체들의 발현을 조사하는 RT-PCR 분석을

통해, 법랑질모세포 세포주에서 아미노산 수송체 LAT1 mRNA

발현은 배양시간이 경과하면서 점차 증가하였으며, 배양

14일째 가장 높은 발현을 보였다(Fig. 1A). 아미노산 수송

체 LAT2의 발현은 배양 0일째의 대조군, 4일, 7일, 10일

및 14일째까지 관찰되지 않았다(Fig. 1B). 아미노산 수송계

L의 첫 번째 아형인 LAT1은 정상 조직에서는 뇌, 태반,

정소 등 그 발현하는 부위가 매우 제한되어 있다(Kanai et

al., 1998; Yanagida et al., 2001). 또한 LAT1은 종양세포

에서 과발현되며, 세포의 계속되는 성장에 중요한 역할을

한다고 알려져 있다(Sang et al., 1995; Wolf et al., 1996;

Kanai et al., 1998; Yanagida et al.). 아미노산 수송계

L의 두 번째 아형인 LAT2는 대부분의 사람 장기에서 발

현하고 있으며, 특히 심장, 뇌, 태반, 신장, 비장, 전립선,

정소, 난소, 림프절 및 태아의 간 등에서 많은 발현을 하

고 있다(Pineda et al., 1999; Rossier et al., 1999; Segawa

et al., 1999; Verrey et al., 2000). 사람의 신장암 세포인

T24 세포(Kim et al., 2002)와 사람의 구강편평세포암종 KB

세포(Yoon et al., 2004)에서도 LAT1의 발현을 확인할

수 있었으나 LAT2의 발현은 관찰할 수 없었다. 본 연구

에서도 법랑질모세포 세포주의 분화과정 중에서 아미노

산 수송계 L의 두아형 중 LAT1의 발현은 배양시간이

경과하면서 점차 증가하였으나, LAT2는 발현하지 않았다.

따라서 본 연구결과와 LAT1이 세포의 계속되는 성장에

중요한 역할을 한다는 것을 시사한 선행연구자들의 보고

(Sang et al., 1995; Wolf et al., 1996; Kanai et al., 1998;

Yanagida et al., 2001)를 같이 고찰하여 볼 때, 세포의

계속되는 성장에 중요한 역할을 수행하는 중성 아미노산

수송체 LAT1은 법랑질모세포의 분화유도 후 석회화 결

절을 형성하는 과정에서 발현이 증가하여 중요한 역할을

한다는 것을 시사한다. 

아미노산 수송계 L의 두 아형인 LAT1과 LAT2의 기능

을 위한 필수적인 보조인자인 4F2hc mRNA 발현은 법

랑질모세포 세포주 배양시간이 경과하면서 점차 증가하

였으며, 배양 14일째 가장 높은 발현을 보였다(Fig. 1C).

이 결과는 LAT1의 발현이 법랑질모세포 세포주의 분화

과정 중에서 배양시간이 경과하면서 점차 증가한다는 결

과와 매우 유사하였다. 본 연구의 결과는 법랑질모세포 석

회화 결절과정에서 LAT1의 보조인자인 4F2hc의 발현증

가가 수송체 본체인 LAT1의 발현증가와 기능의 증가를 위

해 필수적인 과정임을 시사하고 있다.

본 연구에서 법랑질모세포 세포주의 분화를 유도한 후

amelogenin mRNA의 발현은 배양 시작 후 7일까지 발

현이 유지되다 그 발현이 현저히 감소하였다(Fig. 1D). 이

결과는 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 amelogenin

mRNA 발현이 배양초기에 증가를 보이다 점차 감소한다

고 한 보고(Park et al., 2007)와 amelogenin이 법랑질모

세포의 초기 분화과정이나 법랑질이 석회화되기 전 단계

에서 분해효소에 의해서 잘려 저분자 조각이 된다고 한 보

고(Nanci, 2003)와 부합한다. 따라서 본 연구의 법랑질모

세포 세포주에서 amelogenin mRNA 발현 실험결과는 법

랑질모세포 세포주의 실험적인 분화가 정상적으로 이루

어졌음을 뒷받침하고 있다. 또한 분화 중인 법랑질모세포

세포주의 형태학적인 관찰과 석회화 결절 형성을 확인하

기 위한 Alizaline red-S 염색을 통해서도 석회화 결절 및

분화중인 세포와 기질들을 관찰할 수 있었다(Fig. 2).

법랑질모세포 세포주의 분화과정에서 아미노산 수송특

성을 조사하기 위하여, 중성 아미노산 L-leucine을 이용

하여 uptake 실험을 시행한 결과, 배양 10일째부터 L-leucine

uptake가 증가하기 시작하여 배양 14일째에 최대를 보였

다(Fig. 3). Yoon 등(2005)은 사람의 정상 구강편평상피

세포와 사람의 구강편평세포암종에서 아미노산 수송계 L

의 발현 및 역할을 밝힌 연구에서, 정상세포주인 구강편평

상피세포에서는 LAT2만 발현하고 암세포주인 구강편평

세포암종에서는 LAT1만 발현하여 각각의 세포에서 중성

아미노산의 세포 내 유입역할을 담당한다고 보고하였다.

본 연구의 법랑질모세포 세포주 분화과정에서는 LAT2는

발현하지 않고 LAT1의 발현이 점차 증가하였다. 이러한

결과는 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 LAT1과 4F2hc

의 발현이 배양시간이 경과하면서 점차 증가함에 의해 L-

leucine uptake 양이 증가하는 것을 의미한다. 본 연구에

서의 L-leucine uptake 결과와 Yoon 등(2005)의 연구결과

로 볼 때, 이 연구에서 법랑질모세포의 분화유도 후 석회

화 결절을 형성하는 과정에서 중성 아미노산 수송계 L 중

LAT1이 중성 아미노산을 세포 내로 유입시키는 중요한
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역할을 한다고 사료된다. 

세포 내 대사가 특이적으로 항진되거나 계속적인 성장,

증식 및 분화가 일어나는 세포들에서는 아미노산 수송체

들의 기능이 상승되어 단백질 합성을 위한 아미노산 공급

이 활발하게 되며, 이는 이들 세포 내 아미노산의 공급을

위한 아미노산 수송체들의 발현이 특이적으로 과발현 됨에

의해서 이루어진다고 알려져 있다(Sang et al., 1995; Wolf et

al., 1996; Kanai et al., 1998; Yanagida et al., 2001). 아

미노산 수송계 L은 그 수송 기질이 필수 아미노산을 포

함한 대부분의 중성 아미노산이므로 매우 중요하게 인식

되고 있다(Christensen, 1990; Kanai et al., 1998). 본 연

구에서 LAT1은 법랑질모세포 세포주의 배양 초기에 발현

이 나타나 분화가 진행됨에 따라 점차 발현이 증가하였으

며, LAT2는 법랑질모세포 세포주 분화과정에서 발현하지

않았다. 결론적으로, 본 연구의 결과로 법랑질모세포 분화

과정에서 아미노산 수송계 L 중, LAT1이 법랑질모세포의

석회화 결절형성 과정에서 중요한 역할을 한다고 사료된다. 
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