
Ⅰ. 서론

Cyclosporin A는 곰팡이의 일종인 Tolypocladium

inflatum과 Cylindrocarpum lucidum에서 분리해낸

lipophilic cyclic polypeptide로 1972년 처음 발견되

었으며1), 면역억제작용이 있어 1978년 Calne 등에

의해 신장이식수술 후 거부반응의 억제를 위해 처음

으로 사용되었고2), 현재 장기 이식 환자에서 이식거

부의 방지를 위해 단독 혹은 스테로이드와 병행하여

사용하고 있다. 그 외에도 Cyclosporin A는 인슐린

의존성 당뇨, 베세트증후군, 건선 등의 자가 면역 질

환을치료하는데도널리사용되고있다.

Cyclosporin A에 의한 면역억제 작용 기전은 아직

완전히밝혀져있지는않지만, B 임파구에는거의

향을 미치지 않으면서 T 임파구에만 선택적으로 작

용하며, T-helper cell과 T-cytotoxic cell의 기능을 억

제하는 작용을 발휘하는 약물이라는 연구가 보고되

었다3). Cyclosporin A는 면역억제를 위해 임상적으

로 널리 사용됨에도 불구하고 많은 부작용이 보고되

고 있는데, 가장 흔한 부작용은 간독성, 신독성, 임파

종과 다모증의 유발, 그리고 치은조직에 과잉증식을

유발하는것이다4). 

Cyclosporin A 투여 환자들에게서 치은증식의 빈

도는 25∼81%로 보고되었고, 이러한 차이는 약물의

용량, 혈장 내 농도, 투여 기간, 치은증식에 대한 평

가방법 때문인 것으로 알려졌다. Daley 등의 연구에

의하면 치은증식은 정맥내나 경구투여시 500

mg/day 이상이면 일어난다고 보고하 다5). 또한

Seymour 등은 치은증식의 정도는 환자의 치주상태

보다 혈장내 농도에 더 관련이 있을 것이라고 보고

하 다6).

Cyclosporin A에 의해 초래된 치은증식은 pheny-

toin이나 calcium channel blockers인 nifedifin과 같

은 약물에 의해 유발되는 치은증식과 유사하며7), 일

반적으로 치간유두에서 시작하여 전치부 순측에서

치관을 부분적으로 덮는다. 치은증식은 가성치주낭

을 형성하고 이로 인해 치주조직의 파괴, 치아의 이

동, 치태조절의 어려움, 저작곤란, 심미적 불량 등의

여러가지치주적문제를야기하게한다.

치은에서의 이러한 증식은 약물 투여 4∼6주 후에

최초로 발생하며, 부착치은대에 한정되어 교합면쪽

으로 자라난다. 조직학적 특징은 길어진 다층의 상

피와 부전각화된 상피에 의해 둘러싸인 교원질의 과

성장을 보이며, 형질세포로 이루어진 만성 염증세포

가 존재한다8). 또한, 치은섬유아세포도 많이 증가하

여 세포내외의 기질 증가와 함께 총부피의 증가를

611

Cyclosporin A가치은섬유아세포의

세포주기조절에미치는 향

피성희1·김대겸1·김탁1·유용욱2·유형근1·신형식1

1원광대학교치과대학치주과학교실, 2구강생화학교실

대한치주과학회지 : Vol. 31, No. 3, 2001

*이논문은 2001년도원광대학교의교비지원에의해서수행됨
교신저자: 유형근, 전북익산시신용동344-2 원광대학교치과대학치주과학교실, 우편번호 : 570-711



초래한다9). 

Cyclosporin A에 의한 치은증식에 있어 치은을 구

성하고 있는 섬유아세포의 증식은 중요한 역할을 한

다. 치은섬유아세포의 증식은 세포주기 상 G1 주기

에 머물러 있던 세포가 S 주기로 전이되어 유사분열

이일어나서발생하는것이다10). 생체내에서세포는

세포소멸과 세포분열이 균형을 이루면서 생리적 항

상성을 유지하게 되지만, Cyclosporin A의 투여에 의

한 치은증식의 경우는 이런 균형이 파괴되게 된다.

세포의 증식은 여러 가지 자극에 의해 결정되며, 자

극의 종류와 전달 기전에 따라 세포분열이 일어나거

나멈추게된다. 또한특정기능을보유하도록분화가

일어나기도 한다. 이런 세포주기의 진행과 억제에는

여러 세포주기 관련 단백질이 관련되어 있다. 이런

단백질로는 세포주기 진행에 중요한 역할을 하는 인

산화효소인 cyclin dependent kinase (cdk)와 여기에

결합하여 활성을 조절하는 cyclin, 그리고 이 복합체

에 결합하여 그 활성을 저해하는 세포주기억제 단백

질을들수있다11). 이들세포주기조절단백질은세포

활성촉진인자 혹은 세포활성억제인자에 의해 발현

이 달라져 세포분열이 촉진되거나, 억제된다. 이런

현상은 생리적으로 세포의 무한증식을 억제하게 되

지만, 세포분열촉진인자나 세포의 암성변화에 의해

생리적균형이파괴되어증식이일어나게된다.

Cyclosporin A의투여가치은섬유아세포와세포외

기질의 증가를 유발한다는 보고가 되어있지만, 구체

적으로 치은섬유아세포의 세포주기의 진행을 촉진

시키는지, 촉진시킨다면 어떤 농도에서 촉진을 유발

하며, 세포주기진행을촉진하는기전이무엇인지아

직 보고된 바가 없다. 따라서 본 연구는 Cyclosporin

A가 치은섬유아세포의 세포주기를 조절하는지를 관

찰하고, 조절한다면 그 기전은 무엇인지를 밝히고자

시행하 다.

Ⅱ. 연구재료및방법

1. Cyclosporin A의준비

Cyclosporin A (Sigma Co., USA)의 분자식은

C62H111N11O12 (M.W.: 1202.64)로 물에 불용인 성질

을 가지고 있다. 외견상으로 백색의 결정 가루성상

을 보인다. Ethanol을 용매로 Tween-80을 첨가하여

용해시켜 0.01 ng/ml, 0.1 ng/ml, 1 ng/ml 및 10

ng/ml의농도로준비하 다.

2. 치은섬유아세포의배양

치은섬유아세포는 원광대학교 치과병원을 내원한

환자 중 치관연장술을 요하는 건강한 성인에서 절제

하여 얻은 치은조직으로부터 일차 배양하여 얻었다.

절제한 조직은 Dulbecco's Modified Eagle's Medium

(DMEM, Gibco Co., USA)이 담겨있는 15 ml tube에

담아 혈액이나 이물질을 제거하기 위해 3회 세척한

후, 미생물 오염을 방지하기 위해 10% 우태아혈청

(fetal bovine serum, Gibco Co., USA)과 1% 항생제

(Penicillin G 10,000 units/ml, Amphotericin B 25 μ

g/ml, Gibco Co., USA)가 첨가된 DMEM이 들어 있

는 100 ㎜조직배양접시에옮겨No. 15 blade를사용

하여 1 ㎟으로 세절하고, 60 ㎜ 배양접시에 5∼6개

조각을고르게분포시켰다. 약 30분간 37℃, 100% 습

도, 5% CO2 배양기에서 배양하여 배양접시 바닥에

조직이고르게부착되도록배양시킨후, 각배양접시

당 10% 우태아혈청과 1% 항생제가 포함된 DMEM 3

ml을 첨가하 다. 단일세포층이형성될때까지 2∼3

일 간격으로 배양액을 교환하 다. 단층 생이 형성

된 후 배양액을 제거하고 2회 세척 후, 0.25%

Trypsin/EDTA (1×, Gibco Co., USA)를 이용하여세

포배양 접시에 부착된 세포를 분리시킨 후 60 ㎜ 조

직배양용 접시에 분주하 다. 배양액은 세포의 충분

한 증식이 나타날 때까지 2∼3일 간격으로 교환하

고, 계대배양은 1:3∼4의 비율로 시행하 다. 본 실

험에서는 5∼8회 계대배양된 치은섬유아세포를 사

용하 다.

3. 세포활성도의측정

계대배양된 치은섬유아세포를 trypsin-EDTA로 떼

어내어 trypan blue로 염색한 후 혈구계수기로 세포
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를 세어 24-well plate에 각 well당 1×104개의 세포

가 들어가도록 분주하 다. 세포들이 부착할 수 있

도록 1일간 37℃, 5%, CO2, 100% 습도의 배양기에서

배양한후새로운 DMEM 450 ml를 각각의 well에 첨

가하 다. 그리고 Cyclosporin A를 0.01 ng/ml, 0.1

ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml의농도로첨가하여 48시간

동안 배양하 으며, 대조군에는 증류수를 넣었다.

48시간이 경과한 후 PBS로 용해한 300 ml의 MTT(3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide ; Sigma Co., USA)를 각각의 well에 넣어

formazan 염으로 환원시키고, 200 ml의 dimethyl

sulfoxide (DMSO; Junsei Co., Japan)를 첨가하여 형

성된 formazan 결정을 용해시킨 후 96-well plate로

옮겼다. 배양접시를 잘 흔들어 용액을 균질화 시킨

후 ELISA analyser (Spectra. MAX 250, Molecular

Devices Co. USA)에 넣고 570 nm의 파장에서 흡광

도를측정하 다. 

4. 세포증식율의측정

Cyclosporin A가 치은섬유아세포의 세포증식에 미

치는 향을 평가하기 위하여, 배양접시에서 생에

도달한 단층의 세포들을 0.25% trypsin/EDTA로 분리

해 내었다. 이 세포들을 배양액으로 현탁시키고 6-

well plate에 1×105 개의 세포가 되도록 분주하 다.

실험군에는Cyclosporin A를첨가하여48시간동안배

양하 다. 배양한 후 trypan-blue로 염색하고, 혈구계

수기를이용하여살아있는세포의수를측정하 다. 

5. 세포생존율의측정

Cyclosporin A가 치은섬유아세포의 세소생존율에

미치는 향을 평가하기 위하여, 배양접시에서 생

에 도달한 단층의 세포들을 0.25% trypsin/EDTA로

분리해 내었다. 이 세포들을 배양액으로 현탁시키

고, 6-well plate에 1×105 개의세포가되도록분주하

다. 실험군에는 Cyclosporin A를 첨가하여 48시간

동안 배양하 다. 배양한 후 trypan blue로 염색하

고, 혈구계수기를이용하여살아있는세포와죽은세

포를 계수하여 아래의 공식을 이용하여 세포생존율

을계산하 다.

6. 세포주기분석

Cyclosporin A가 첨가된 배양액에서 배양된 세포

를 plate로부터 떼어내어 혈구계수기로 세포수를 측

정한 다음 3×105 개의 세포를 인산완충용액 (phos-

phate buffered saline, Gibco Co., USA)으로 세척하

고 70% ethanol로 고정시킨 후, RNase A (0.1

mg/ml)를 처리하여 RNA를제거하 다. 50 μg/ml의

propiodium iodide 용액으로 30분간 염색한 후 flow

cytometer (Becton, Dickinson, Mountain View, CA)

로 488 nM에서 propidium iodide-DNA complex에

서발생하는형광을측정하 다.

7. Western blot 분석

Cyclosporin A가 첨가된 배양액에서 배양된 치은

섬유아세포를 PBS로 2회세척한후, lysis buffer로 세

포 단백질을 추출하고, BCA 용액 (Bicinchoninic

acid sol. Sigma Co., USA)에 Copper (Ⅱ) sulfate

(Sigma Co., USA)를 50 : 1로 혼합하여 단백질 농도

를 측정하 다. 대조군과 실험군에서 추출된 단백질

50 μg씩을 사용하여 15% SDS-polyacrylamide gel

electrophoresis를 시행한 후 PVDF (Immobilon-P

membrane, Milipore, USA)에 transfer하 다. 비특이

항체의 결합을 막기 위하여 실온 상태에서 mem-

brane을 각각의 차단 용액 (Zymed. USA)에 1시간

동안처리하 다. 그 후에다음과같은 1차항체들을

이용하여 90분 동안 반응시켰다. 사용된 일차항체는

G1주기 전반부의 활성화를 관찰하기 위한 cdk4

(Santa Cruz Biotechnology, USA), cyclin D1 (Santa

Cruz Biotechnology, USA)을 사용하 다. 또한, 세포

주기의 진행을 억제하는 세포주기조절단백질을 관

찰하기 위해 p21 (Santa Cruz Biotechnology, USA),
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p53 (Oncogene science, USA)과 p16 (Santa Cruz

Biotechnology, USA)도 함께 사용하 다. pRB

(Santa Cruz Biotechnology, USA)는 이런 세포주기

조절단백질의 변화가 전사인자의 유리에 향을 주

는가를평가하기위해사용하 다. 1차 항체로반응

시킨 후 차단 완충액으로 2회 세척해 내고, anti-

mouse와 anti-rabbit IgG-alkaline phosphatase con-

jugated secondary antibody (Santa Cruz

Biotechnology, USA)로 실온에서 20분 동안 반응시

킨 후 차단 완충액으로 세척하 다. 1×assay buffer

로 2분 동안 2회에 걸쳐 세척을 해 준 후에 mem-

brane을 Western Star Substrate 용액으로 반응시키

고 Hyperfilm-MP (Amersham, UK)에 노출시켰다.

사용된 단백질이 동일한 양인지를 확인하기 위하여

membrane을 1× Ponceau S 용액(Sigma Co., USA)

에염색한후발현정도를서로비교하 다.

8. 통계분석

실험결과의분석은SPSS WIN Version 10.0 을사용하

여 평균과 표준 편차를 구하고, 이들의 통계학적 유의

성은일원분산분석법을이용하여처리하 다(p<0.05).

Ⅲ. 연구결과

1. 세포활성도

Cyclosprin A를 첨가 배양한 후 MTT 분석으로 세

포활성도를 측정한 결과 모든 실험군에서 대조군보

다 세포활성도가 증가하 다. 세포활성은 농도에

따라 함께 증가하는 경향을 보 지만, 1 ng/ml 농도

이상에서는 다시 감소하 다. 1 ng/ml 농도가 가장

높은 세포활성도를 보여주었으며, 대조군에 비해

통계학적으로도 유의한 증가를 보 다(p<0.05)

(Fig. 1).

2. 세포증식율

세포활성도 검사를 바탕으로 치은섬유아세포의

활성을 가장 높게 촉진하는 Cyclosporin A의 in vitro

농도를 구하 다. 이 농도(1 ng/ml)로 Cyclosporin

A를 배양액에 첨가 2일간 배양하여 살아있는 세포

증식율을 측정하 다. 대조군에 비해 Cyclosporin A

를 첨가한 실험군에서 45% 증가한 세포증식율을 보

다(Fig. 2).
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Figure 1. Difference of the optical density according to the concentration of Cyclosporin A. MTT assay was
performed after 2 day incubation(mean±S.D.). Vertical bars represent standard deviation of each
independent experiment.
* : Significantly different from the control(p<0.05)



3. 세포생존율

세포활성도 검사를 바탕으로 치은섬유아세포의

활성을 가장 높게 촉진하는 Cyclosporin A의 배양액

농도를 구하 다. 이 배양액 농도(1 ng/ml)로

Cyclosporin A를 배양액에 첨가 2일간 배양하여 세

포 생존율를 측정하 다. 대조군에 비해 실험군에서

총세포수에서 살아있는 세포가 차지하는 비율이 높
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Figure 2. Difference of the cell number between control group and experimental group(1 ng/ml). Cell counting
was performed after 2 day incubation (mean±S.D.). Vertical bars represent standard deviation of
each independent experiments.
* : Significantly different from the control(p<0.05),(n=4)

Figure 3. Difference of cell viability between control group and experimental group(1 ng/ml). Cell viability was
estimated after 2 day incubation (mean±S.D.). Vertical bars represent standard deviation of each
independent experiments.
* : Significantly different from the control(p<0.05)
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았다(Fig. 3). 이런 결과는 Cyclosporin A의 투여가

세포증식을 촉진할 뿐만 아니라 세포의 생존능력까

지향상시킨다는것을보여준다.

4. 세포주기분석

Cyclosporin A가 치은섬유아세포의 세포주기변화

에 미치는 향을 관찰하기 위하여 1 ng/ml의

Cyclosporin A가 함유된 배양액에 치은섬유아세포

를 2일간 배양하여 세포주기를 분석하 다. S 주기

는 4.57%에서 8.88%로 증가하 으며, G1 주기는

79.41%에서 70.44%로 감소하 고, G2/M주기는

7.35%에서 12.17%로 증가하 다. 이러한 결과로

Cyclosporin A의 투여가 치은섬유아세포의 세포주

기진행을증가시키는것을알수있었다(Fig. 4).

5. cyclin D1과cdk4 의발현

Cyclosporin A의치은섬유아세포에대한세포주기

조절기전을 연구하기 위하여, 세포주기조절단백질

cyclin D1과 cdk4의 발현을 관찰하 다. 1 ng/ml의

Cyclosporin A를 투여 후, cyclin D1의 발현은 변화가

없었던 반면, cdk4의 발현은 증가하는 경향을 보

다(Fig. 5).

6. p21과p53의발현

Cyclosporin A의치은섬유아세포에대한세포주기
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Figure 4. Effect of Cyclosporin A on cell cycle of human gingival fibroblasts. The cell cycle analysis was per-
formed after 2 days incubation(A; control group, B; experimental group(1 ng/ml)).

A.

B.



조절기전을 연구하기 위하여, 세포주기조절단백질

p21과 p53의 발현을 관찰하 다. 1 ng/ml의

Cyclosporin A를 투여 후, p21의 발현은 감소한 반

면, p53의발현은변화가없었다(Fig. 6).

7. pRB와p16의발현

Cyclosporin A의치은섬유아세포에대한세포주기

조절기전을 연구하기 위하여, 세포주기조절단백질

pRB와 p16의 발현을 관찰하 다. 1 ng/ml의

Cyclosporin A를 투여 후, pRB의 발현은 감소한 반

면, p16의발현은변화가없었다(Fig. 7)

Ⅳ. 총괄및고찰

일반적으로 치주질환은 치석과 치태 내의 치주병

원과 숙주반응에 의해 발생하며, 이런 반응에 의해

연조직의 부종, 울혈, 증식이 일어나고 하부 지지조
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Figure 5. Western blot analysis for intracellular levels of cyclin D1 and cdk4 in culture human gingival fibrob-
lasts. Lane 1 was control group and lane 2 was experimental group that supplemented with 1 ng/ml
Cyclosporin A for 2 days. Cell extract equivalent to 50 μg/ml of total cellular protein of HGFs was
electrophoresed by 15% SDS-PAGE and transferred to a PVDF membrane. The intracellular protein
levels of cyclin D1 and cdk4 in HGFs were probed with respective antibodies diluted by 1 : 1000.
After probing, the membrane was stained with 1×Ponceus S stain for 10 min to reveal the total cel-
lular protein loaded per each lane.

Figure 6. Western blot analysis for intracellular levels of p53 and p21 in culture human gingival fibroblasts.
Lane 1 was control group and lane 2 was experimental group that supplemented with 1 ng/ml
Cyclosporin A for 2 days. Cell extract equivalent to 50 μg/ml of total cellular protein of HGFs was
electrophoresed by 15% SDS-PAGE and transferred to a PVDF membrane. The intracellular protein
levels of p53 and p21 in HGFs were probed with respective antibodies diluted by 1 : 1000. After
probing, the membrane was stained with 1×Ponceus S stain for 10 min to reveal the total cellular
protein loaded per each lane. 



직의 흡수가 발생하여 치아가 상실된다. 그러나, 이

런 일반적인 치주질환의 원인 이외에 일부 약품의

전신적 투여가 치은증식을 야기할 수 있으며, 이에

따른 염증성 치주질환이 발생하기도 한다. 치은증식

은 증식자체로 인한 심미적 문제 및 치아의 변위, 치

태조절의 불량 등의 여러 가지 이차적 문제를 야기

한다. 일반적으로 약물유도 치은증식은 섬유성 성분

과 염증성 성분으로 구성되어 있다12). 또한, 임상적

으로 치료가 필요한 약물유도 치은증식은 약 30%정

도로 환자의 치주적 치료는 2차적인 염증반응을 방

지하기 위한 치태조절이 선행되어야 한다. 일부약물

은 약물중단이 유일한 방법으로 복용중단 후 몇 달

내에없어지기도한다.

치은증식을 발생시키는 약물로는 면역억제제인

Cyclosporin A, 심혈관계질환치료제로 쓰이는 calci-

um channel blocker인 diltiazem과 nifedipine, 그리

고항진경제로쓰이는 phenytoin 등이있다13).

이 연구에 사용된 Cyclosporin A의 실험농도는 투

여받고 있는 환자의 혈중 농도뿐 아니라 조직에서의

농도를 반 한 것이다 . In vivo 연구에서

Cyclosporin A 용량과 혈중농도가 치은증식에 있어

가장중요한인자로알려져있으며, 혈중농도가증가

할수록 치은증식의 정도도 증가한다14-16). 경구투여

환자에서 상피내 농도는 전혈의 농도보다 10배 높다
17). 또 한 De Camargo는 치 은 조 직 에 서 의

Cyclosporin A의 농도가 90 ng/ml에 이른다고 하

다18). 본 연구에서 사용된 의 농도는 0.01 ng/ml, 0.1

ng/ml, 10 ng/ml로 1 ng/ml보다 높은 농도에서는 치

은섬유아세포의 증식이 감소하는 경향을 보 다. 이

런결과는 Barber 등19)과 Bartold 등20) 의 연구결과와

일치한다. Schincaglia 등은 in vitro에서 10-6 g/ml과

10-7 g/ml사이의농도는치은섬유아세포의증식을자

극하지 못한다고 보고하 다21). 이 연구에서도 1

ng/ml를 제외하고는 치은섬유아세포의 유의한 활성

을 촉진시키지 못했다. 치은섬유아세포를 이용한 본

연구에서는 Cyclosporin A의 투여로증식, 활성그리

고생존율을촉진하 으나, T 세포를이용한다른연

구에서는 증식이 억제되었다. 이 연구에서 T 세포에

는 Cyclosporin binding protein인 cyclophilin B란 수

용기가 있어, Cyclosporin A와 결합하여 CD3 유도 T

세포증식을 억제한다고 보고하 다22). 그러나, 치은

섬유아세포에 있어 Cyclosporin A와 특이적으로 결

합하는 수용기는 아직 규명되지 못하고 있다. 앞으

로 Cyclosporin A의 세포막통과에 수용체에 대한 연

구도필요할것으로보인다.

선행연구에서는Cyclosporin A의투여가치은섬유
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Figure. 7. Western blot analysis for intracellular levels of pRB and p16 in culture human gingival fibroblasts.
Lane 1 was control group and lane 2 was experimental group that supplemented with 1 ng/ml
Cyclosporin A for 2 days. Cell extract equivalent to 50 μg/ml of total cellular protein of HGFs was
electrophoresed by 15% SDS-PAGE and transferred to a PVDF membrane. The intracellular pro-
tein levels of pRB and p16 in HGFs were probed with respective antibodies diluted by 1 : 1000.
After probing, the membrane was stained with 1×Ponceus S stain for 10 min to reveal the total cel-
lular protein loaded per each lane.



아세포의 증식이나, DNA 합성, 혹은 교원질의 합성

을증가시킨다는보고가있으나, Cyclosporin A가 치

은섬유아세포의 세포주기진행을 조절할 수 있는 지

와 그 기전은 무엇인지에 대하여서는 아직 연구된

바가 없다23,24). 이 연구에서 Cyclosporin A를 투여하

고 세포주기의 변화를 관찰하 다. 세포주기는 분열

에서 다음 분열까지 세포에서 일어나는 일련의 변화

를 가리키며, M 주기, G1 주기, S주기, G2 주기의 4

기로나뉜다. Cyclosporin A를첨가하 을때치은섬

유아세포의 세포주기는 DNA를 합성하는 S 주기와

유사분열하는 M 주기가 증가한 반면, G1 주기는 감

소하 다.

세포주기조절에 있어서 G1 주기의 전반부에는 활

성화된 cdk4/6-cyclin D1/D2/D3 복합체가 형성되고

이는 주요 DNA 복제 인자인 proliferating cell

nuclear antigen과 결합하여이를활성화시키는것으

로 알려져 있다25). G1 주기의 후반부에는 cdk2-

cyclin E/A복합체가 형성되고, 이는 RB 단백질들을

인산화시키게 된다. RB가 인산화되면 RB와 결합해

있던 E2F가유리되고, 유리된 E2F는세포주기진행에

관련된 유전자의 발현을 증가시켜 세포주기를 진행

시킨다. 반면, 세포가 DNA 손상을입게 되거나분화

후 접촉에 의한 성장억제 등의 상태에서는 세포주기

의 진행이 억제되는데, 이 때 cdk-cyclin 억제 단백질

의 발현이 세포주기조절에 중요한 역할을 하는 것으

로 알려져 있다. 이들 중 p21, p27 및 p57은 G1시기

에 cdk-cyclin 복합체에 결합하여 cdk 활성을 억제하

게 된다. 또한 p14, p15, p16, p18 및 p19 등은 cdk 4

나 cdk 6과 결합하여 cyclin과 cdk의 상호작용을 방

해하는것으로알려져있다(Fig. 8.)26,27). 

이 연구에서 인산화효소인 cdk4의 발현은 증가하

고, cdk4와 결합하여 활성을 조절하는 cyclin D1의

발현은 변화가 없었다. 그리고, 세포주기진행을 억

제하는 p21은 발현이 감소하 고, p53의 발현은 변

화가 없었다. p21은 p53에 의존하여 그 활성이 증가

하는 것으로 알려져 있지만28), 이 연구에서는

Cyclosporin A가 p53의 발현 억제 없이 p21의 발현

이 감소하 다. 이와 같이 비의존적으로 p21의 발현

을 억제하는 것으로는 Sodium butyrate, UV 광선 등

이 있으며 본 연구에서와 같은 경로의 세포주기조절

단백질의 발현변화를 일으킨다29,30). 또한 무한의 증

식을 일으키는 일부 암성세포에서도 p53에 비의존

적인 p21의발현증가가관찰된다31). 

p16은 p21과 p53과는 달리 독립된 경로로 cdk4의

세포주기의 진행을 억제하는 세포주기조절단백질이

다32). 본 연구에 Cyclosporin A의 투여로 인한 p16의
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Figure 8. Regulatory protein of cell cycle. p16, p21, and p53 proteins that moderate activation of cyclin-cdk
complex. Activation of cyclin-cdk complexes are required for progression to the next step of the cell
cycle. RB is bound to the transcription factor E2F during G1 phase, E2F is released that required for
transition into S phase. 



변화는 관찰되지 않았는데 이것은 Cyclosporin A가

p21의 발현에만 선택적으로 작용한다는 것을 보여

준다.

이런 결과로 cdk4와 cyclin D 복합체 활성이 증가

에 의한 RB와 E2F결합의 유리를 촉진하며, 전사유

전자를 활성화시켜 세포주기를 진행시키고 세포증

식을 촉진하며, 또한 in vivo에서도 이러한 기전으로

세포증식에 따른 치은증식을 일으키는 것으로 사료

된다.

이 연구에서 많은 세포주기조절단백질 중 일부의

발현만을 관찰하여 한계가 있었다. 다른 세포주기조

절단백질의 발현과 함께 Cyclosporin A의 치은섬유

아세포의 증식 억제농도에 대한 세포주기조절단백

질의변화에대한연구도필요할것으로사료된다.

결론적으로 in vivo에서 치은증식을 유발하는

Cyclosporin A를 in vitro에서 치은섬유아세포의 배

양액에첨가하 을때, 세포주기진행이촉진되며그

기전은 세포주기진행을 억제하는 p21의 발현을 감

소키고, 세포주기진행에서 중요한 역할을 하는

cdk4의 발현을 증가시킴으로 이루어지는 것으로 사

료된다.

Ⅴ. 결론

본 연구는 치은 증식을 야기하는 Cyclosporin A가

치은섬유아세포의 세포주기조절에 어떠한 향을

미치는지 알아보기 위하여 실시되었다. Cyclosporin

A를 치은섬유아세포의 배양액에 첨가하여 세포활성

도, 세포증식율, 세포생존율, 세포주기 및 세포주기

조절단백질 발현을 관찰하여 다음과 같은 결론을 얻

었다.

1. 치은섬유아세포의 배양에서 Cyclosporin A의

첨가농도가 증가할수록 세포의 활성도가 증가

하 으며, 특히 1 ng/ml에서 유의성 있는 증가

를보 다(p<0.05).

2. 치은섬유아세포에 Cyclosporin A를 1 ng/ml의

농도로 첨가하고 세포증식율을 평가한 결과 대

조군에비해증가하 다(p<0.05).

3. 치은섬유아세포에 Cyclosporin A를 1 ng/ml의

농도로 첨가하고 세포생존율을 평가한 결과 대

조군에비해증가되었다(p<0.05).

4. 치은섬유아세포에 Cyclosporin A를 1 ng/ml의

농도로 첨가하고 세포주기를 평가한 결과 대조

군에 비해 S 주기는 증가하고, G1 주기는 감소

하는경향을보 다.

5. 치은섬유아세포에 Cyclosporin A를 1 ng/ml의

농도로 첨가한 경우 cdk4의 발현은 증가하고

p21과 pRB는 감소하 으며, cyclin D1, p53과

p16의발현은큰변화가없었다.

이러한실험결과는 Cyclosporin A가치은섬유아세

포의 세포주기 진행을 촉진시키며, 그 기전은 cdk4

의발현증가와 p21과 pRB의발현감소를유발함으로

써이루어지는것으로생각된다.
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Effects of Cyclosporin A on the Cell Cycle Regulation of

Human Gingival Fibroblasts
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1 Department of Periodontology, School of Dentistry, Wonkwang University
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Cyclosporin A is a cyclic polypeptide produced by the metabolism of fungi. It is widely used at present as

immunosuppressive treatment following organ transplants. It is also used to deal with autoimmune diseases

such as rheumatoid arthritis or type II diabetes. Gingival hyperplasia is one of the most frequent side-effects

associated with the prescription of Cyclosporin A. The mechanisms involved in Cyclosporin A induced gingival

hyperplasia are not yet clear. In vitro Cyclosporin A promotes proliferation of gingival fibroblasts, that

Cyclosporin A act as a mitogen. Its action is based on mitosis of gingival fibroblasts regulated by cell cycle reg-

ulatory proteins. 

It was the purpose of the present study to examine the effects of Cyclosporin A on human gingival fibrob-

lasts by means of biological and biochemical criteria. In this present study, we examined change of cell prolif-

eration, cell activity, cell viability and cell cycle progression after application of Cyclosporin A. We also exam-

ined expression of cell cycle regulatory proteins by western blot analysis. 

Human gingival fibroblasts were cultured for 48 hours with application of Cyclosporin A at concentrations of

0.01, 0.1, 1, and 10 ng/ml. Cyclosporin A(1 ng/ml) significantly increased the cell activity of gingival fibroblast.

Proliferation and viability of gingival fibroblasts were also increased in group treated with 1 ng/ml of

Cyclosporin A compared to control group. In the cell cycle analysis, S phase was increased and G1 phase was

decreased in the group treated with 1 ng/ml of Cyclosporin A. Cyclosporin A increased the expression of cdk4

and inhibited the expression of pRB and p21.

These results suggest that 1 ng/ml of Cyclosporin A may increase the cell cycle progression of human gingi-

val fibroblasts, and its mechanisms may increase the expression of cdk4 and decrease the expression of pRB

and p21.
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