
Ⅰ. 서 론

줄기세포(stem cell)의 발견은 1956년 방사선을 조사하여

혈액 순환계가 파괴된 쥐에 건강한 쥐의 골수를 이식하여

생명을 되살린 실험으로 알려졌다. 이식된 건강한 쥐의 골

수는 방사선이 조사된 쥐의 혈액 순환계를 복원시켰으며,

지라에 생착되어 제기능을 수행하 다1. 줄기세포란 조직

을 구성하는 각 세포로 분화되기 전 단계의 미분화 세포들

을 총칭하며, 분화자극과 환경의 조절로 여러 다른 분화과

정을 거칠 수 있다. 이러한 줄기세포는 여러 형태의 세포로

분화할 수 있으며2, 크게 두 가지로 구분되는데 발생 초기

의 배반포(blastocyst)의 내부 세포괴(inner cell mass)에서 얻

어지는 배아줄기세포(embryonic stem cell)와 발생이 끝난

태반이나 성인에서 얻을 수 있는 성체줄기세포(adult stem

cell)로 나뉜다3. 인간의 줄기세포 연구에 있어서 난자와 체

세포의 핵이식을 필요로 하는 배아줄기세포보다 성체에서

얻어 분화시킬 수 있는 성체줄기세포가 윤리적, 비용적 문

제에 있어 향후의 연구에 주도적 역할을 할 것이라는 의견

이 지배적이다4. 

성체줄기세포는 조직이나 기관의 분화된 세포들 사이에

서 발견되는 미분화 세포로 스스로 증식할 수 있으며, 특수

한 기능을 보유하는 세포로 분화할 수 있는 능력이 있어 세

포의 특성을 유지하고, 손상된 세포가 있으면 치료하는 역

할을 한다. 성체줄기세포는 mesenchymal stem cell (MSC)와

hematopoietic stem cell (HSC)로 나눌 수 있으며, 표적인

예로 골수로부터 분리할 수 있는 골수유래 줄기세포와 제

혈 내의 조혈모세포가 있으며, 이러한 성체줄기세포의

분화다양성은 배아줄기세포만큼 크지는 않으나, 특정 배

양조건을 조절함으로써 골모세포(osteoblast), 연골모세포

(chondroblast), 근육모세포(myoblast), 그리고 신경세포
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Complex human tissues harbor stem cells and precursor cells, which are responsible for tissue development or repair. Recently, dental tissues such

as dental pulp, periodontal ligament (PDL), dental follicle have been identified as easily accessible sources of undifferentiated cells.

These tissues contain mesenchymal stem cells that can be differentiate into bone, cartilage, fat or muscle by exposing them to specific growth condi-

tions. In this study, the authors procured the stem cell from pulp, PDL, and dental follicle and differentiate them into osteoblast and examine the bone

induction capacity.

Dental pulp stem cell (DPSC), periodontal ligament stem cell (PDLSC), and dental follicle precursor cell (DFPC) were obtained from human 3rd

molar and cultured. Each cell was analyzed for presence of stem cell by fluorescence activated cell sorter (FACs) against CD44, CD105 and CD34,

CD45. Each stem cell was cultured, expanded and grown in an osteogenic culture medium to allow formation of a layer of extracellular bone matrix.

Osteogenic pathway was checked by alizarin red staining, alkaline phosphatase (ALP) activity test and RT-PCR for ALP and osteocalcin (OCN) gene

expression. 

According to results from FACs, mesenchymal stem cell existed in pulp, PDL, and dental follicle. As culturing with bone differentiation medium,

stem cells were differentiated to osteoblast like cell. Compare with stem cell from pulp, PDL and dental follicle-originated stem cell has more

osteogenic effect and it was assumed that the character of donor cell was able to affect on differential potency of stem cell. From this article, we are

able to verify the pulp, PDL, and dental follicle from extracted tooth, and these can be a source of osteoblast and stem cell for tissue engineering.
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(nerve cell) 등으로 분화가 가능함이 밝혀졌다5. MSC는 배

양액 내의 cytokine을 조절하여 중배엽계 세포인 골모세포

나 연골모세포로 분화할 수 있으며, TGF-�를 첨가하여 연

골세포를, dexamethasone이나 �-glycerolphosphate, ascor-

bic acid를 혼합하여 골모세포로 분화시킬 수 있다6. 줄기세

포의 치료가 각종 난치병 치료에 큰 희망이 되고 있는 것은

사실이지만 세포 채취 중의 감염우려, 세포분화 조절능력

상실로 인한 암 발생 우려 등 아직까지 풀리지 않은 몇 가지

난제로인해임상실험은초보적단계에머무르고있다. 

제3 구치는 치과진료 중 비교적 쉽게 얻을 수 있는 치아

로 주로 매복되어있는 형태로 10 후반에 미성숙 상태로

제거된다. 제3 구치 발거 시 얻을 수 있는 세포 성분으로

는 치수강 내의 pulp와 치근에서 얻을 수 있는 periodontal

ligament (PDL), 치아의 치관부를 둘러싸고 있는 dental fol-

licle이 있다. 미성숙한 제3 구치일수록 pulp나 PDL, dental

follicle의 채취가 용이하며 이러한 세포성분 중 pulp와 PDL

에서 stem cell이 존재하는 것으로 확인되었으며 실험적으

로 분리가 되었고 여러 가지 분화실험을 거치고 있는 단계

이다7,8. Dental follicle의 경우 치아의 맹출 단계에서 치주조

직으로 분화하는 특성을 갖고 있으며 이러한 치아기원의

조직들에서 성체줄기세포를 얻어 osteoblast를 분화시킬 수

있다면 현재 활발히 연구가 진행되는 골수기원 간엽줄기

세포와는 다른 기원의 골형성을 일으킬 수 있는 세포인자

를 얻을수 있다고생각된다. 

이에 본 논문은 일반적인 치과치료 시 쉽게 얻을 수 있는

제3 구치에서 인간의 pulp, PDL, dental follicle을 얻어 이

로부터 성체줄기세포를 분리, 배양하고, 각 줄기세포를 골

모세포로 분화시켜 세포의 분화 능력을 평가하여 향후 줄

기세포를 이용한 골형성 조직공학 연구에 기초를 제공하

고자 시행하 다.

Ⅱ. 상 및 방법

1. Pulp, PDL, dental follicle의 채취

감염되거나 우식증이 없는 미성숙 제3 구치를 갖는 환

자 8명에게 informed consent를 주고 동의를 구한 후 조직채

취를 시행하 다.(Table 1.) 구강 내를 chlorhexidine 용액으

로 소독하고 통상적인 방법으로 치아를 발거한 후 dental

high speed drill을 사용하여 치수강을 노출시켰다. 무균적

상황 하에서 curette나 explorer를 사용하여 pulp를 조심스럽

게 꺼내고 치근에서 PDL을 육안으로 확인한 후, 15번 blade

와 tissue forcep을 사용하여 PDL을 채취하 다. 미성숙 제3

구치의 경우 발치 시 얻어지는 치낭을 15번 blade와 tis-

sue forcep을 이용하여 치아와 분리하고 각각 얻어진 3종류

의 조직은 세포의 손실을 최소화하기 위해 1% antibiotic &

antimycotic (Gibco BRL)이 포함된 phosphate-buffered

salines (PBS) (Gibco BRL)에 담아실험실로 보냈다. 

2. 세포의 분리 및 배양

Pulp, PDL, dental follicle에서 얻은 각각의 조직 내에서

stem cell을 추출하기 위해 조직을 antibiotic & antimycotic이

포함된 PBS로 세척하고 잘게 자른 후 3 mg/mL의 type I col-

lagenase와 4 mg/mL의 dispase로 처리하여 37℃, 5% CO2의

조건 하에 1시간 동안 보관하 다. 70 μm falcon strainer로

걸러 각각의 조직세포가 아닌 조직을 걸러내고 필터를 빠

져 나온 세포를 추출해 항온배양기에서 배양하 다. 배지

는 48시간 후부터 교체하기 시작하여 2-3일에 한 번씩 바꾸

어 주었으며, 배양용기에 부착되지 않는 부유물들은 배지

교체 시 같이 씻어냈다. 용기의 바닥에 부착된 세포가 70%

정도 포화상태에 이르 을 때 trypsin-EDTA (Gibco BRL)로

세포를 분리시킨 후, 계 배양 하여 pulp, PDL, dental folli-

cle의세포군을 얻어냈다. 

3. Fluorescence activated cell sorter (FACs)를 이용한 줄

기세포의 확인

각각 얻어진 3개의 세포군이 간엽조직에서 비롯하는 성

체 줄기세포로서의 역할 가능성이 있는 세포인지 확인하

기 위하여, 림프구 줄기세포 표면표지자 CD34, 조혈줄기

세포 표면표지자인 CD45와 간엽줄기세포 표면 표지자인

CD44, CD105에 한 fluorescence activated cell sorter

(FACs)를 수행하 다. FACs를 위해 각 세포들을 원심분리

(10분, 1000 RPM)하여 세포들을 응집시키고 세척한 후 제

조사의 지시에 따라 10 μl의 항체에 배양하 으며 줄기세

포 표면표지자인 CD34, CD45와 CD44, CD105를 사용하여

배양 15-22일 사이에 FACsCalibur 110 VAC 4 color with

sorter sensor unit flow cytometer (Becton Dickinson, Mountain

view, CA, USA)를이용한유세포분석을시행하 다. 

4. 골분화 유도

각 줄기세포의 골모세포로의 분화유도를 평가하기 위해

Table 1. Characteristics of samples. Sample number, sex

and age, location of extracted teeth, and remark. 

Sample Sex/Age Extracted tooth Remark

1 F/21 #18, #48 Pulp, PDL, Dental follicle

2 F/22 #28, #38 Infection

3 M/26 #18, #48 Pulp, PDL

4 M/28 #18, #48 Pulp, PDL

5 F/25 #18, #48 Pulp, PDL

6 M/20 #48 Pulp, Dental follicle

7 F/18 #28, #38 Pulp, PDL, Dental follicle

8 M/30 #18, #48 Pulp, PDL

(PDL: periodontal ligament)
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pulp, PDL, dental follicle에서 얻어진 줄기세포를 배지에 따

라 조군(일반 배지)과 실험군(골분화 배지)으로 나누어

배양하 다. 실험군은 골분화를 유도하기 위해, 2-3회 계

배양된 세포를 사용하여 골분화 배지(1 mL α-MEM에 10%

fetal bovine serum (FBS), 0.1 mM dexamethasone, 10 mM β-

glycerophosphate, 0.05 mM 2P-ascorbic acid와 2 mM L-

Glutamine을 첨가)에서 배양하고, 이 배양액을 3일에 1회씩

교환해주며 70%의 세포 포화도를 보일 때까지 배양하면서

광학현미경 하에서 세포의 형태학적 특성을 7일, 14일, 21

일 간격으로 관찰하 다. 조군은 동일한 과정을 일반 배

지에서시행하 다.

5. 조직화학적 염색

1) Alizarin red 염색

무기질결정의침착및생성정도를확인하기위해 alizarin

red 염색을 시행하 다. 실험군과 조군 세포를 실온에서

10% formalin으로 30분간 고정하고, 증류수로 세척한 후 1%

alizarin red (Sigma-Aldrich)로실온에서 30분간염색한후, 증

류수로세척하고 air-dry 한뒤육안으로관찰하 다.

2) Alkaline phosphatase (ALP) 활성도 측정

7일, 14일, 21일 배양한 세포를 PBS로 세척하 다. PBS를

제거한 뒤 alkaline phosphatase substrate (alkaline phos-

phatase yellow (pNPP) liquid substrate system for ELISA (sig-

ma)) 0.5 mL를 넣고 incubation 한 뒤 3 N NaOH로 반응을 중

단시켰다. 405 nm에서 흡광도를 측정한 후 standard curve

(p-nitrophenol standard solution, sigma)를 그려 alkaline phos-

phatase activity를계산하 다.

6. RT-PCR 

Total RNA는 trizol extraction method (invitrogen light tech)

를 사용하여 실험군과 조군에서 공히 채취하 다. 채취

된 RNA는 cDNA 합성을 위하여 사용하 으며, RT-PCR

premix (Bioneer, m 전, 한국)를 이용하여 RT-PCR을 수행

하 다. 분리한 total RNA를 cDNA로 역전사한 후, primer

쌍을 이용하여 증폭하 다11. ALP와 osteocalcin m (OCN)의

발현을 측정하고, 내부 조군으로 GAPDH를 사용하 다.

(Table 2.) PCR의 반응 조건은 94℃에서 5분간 변성한 후,

94℃ 1분, 55℃ 1분 30초, 72℃ 1분간 30주기 실시하고 마지

막 주기에서 72℃ 5분간 연장하 다. 반응 산물은 1%

agarose gel에서 전기 동 후 ethidium bromide로 염색하여

UV lamp에서확인하 다.

Ⅲ. 연구 결과

1. 조직의 채취와 세포의 분리 및 배양

8명의 환자에게서 15개의 치아가 채취되었으며, 한 개체

에서 얻은 조직샘플은 줄기세포 분리 단계에서 감염되어

실험에서 배제하 다. 다른 한 개체의 경우 PDL의 채취가

용이하지 않아 pulp만을 채취하 으며, dental follicle의 경

우 3개의 개체에서 조직 채취를 할 수 있었다.(Table 1.) 이

상의 두 샘플을 제외한 조직을 digestion 시키고 plate에서

배양했을 때, 최초 배양 1-2주 후에 광학현미경 하에서 삼

각형이나 방추형 모양을 보이는 섬유세포와 유사한 형태

의 세포가 바닥에 부착된 상태로 관찰되었다. 계 배양의

횟수가 늘어감에 따라 세포들은 일정한 방향성을 보이거

나 군집을형성하 다.(Fig. 1.)

Fig. 1. Morphology of stem cells from dental tissues.(2-3

passages) 

A, B: DPSC (x 200, x 100), C, D: PDLSC (x 200, x 100), 

E, F: DFPC (x 200, x 100).

(DPSC: dental pulp stem cell, PDLSC: periodontal ligament

stem cell, DFPS: dental follicle precursor cell)

Table 2. RT-PCR primer list and sequence.

ALP
forward 5’-CCTCCTCGGAAGACACTCTG-3’

reverse 5’-AGACTGCGCCTGGTAGTTGT-3’

OCN
forward 5’-GGCAGCGAGGTAGTGAAGAG-3’

reverse 5’-CTGGAGAGGAGCAGAACTGG-3’

GAPDH
forward 5’-CTGTCTTCACCACCATGGAGA-3’

reverse 5’-CGGCCATCACGCCACAGTTT-3’

(ALP: alkaline phosphatase, OCN: osteocalcin, GAPDH: glyceralde-

hyde 3-phosphate dehydrogenase )
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2. FACs를 사용한 줄기세포의 확인

Pulp, PDL, dental follicle에서 분리한 세포군집을 FACs를

사용한 유세포분석 결과 Pulp에서 유래된 stem cell (dental

pulp stem cell, DPSC), PDL에서 유래된 stem cell (PDL stem

cell, PDLSC), dental follicle에서 유래된 전구세포(dental

follicle precursor cell, DFPC)에서 모두 CD45에 한 음성,

(0.52%-2.18%) CD44 (99.84%-99.94%), CD105 (98.52%-

98.82%)에 한 양성임을 확인하여 MSC임을 확인하 다.

(Fig. 2.) 

3. 골분화의 유도

골분화 유도 배지를 사용한 실험군과 일반 배지를 사용

한 조군의 세포들은 왕성한 성장을 보 으며 군집을 형

성함에 따라 일정한 방향성을 보 다. 광학현미경 하에서

세포는 방추형 모양을 가지는 섬유모세포와 유사한 양상

을보 다.(Fig. 3.)

Fig. 2. Characterization of DPSC, PDLSC, and DFPC immunophenotype in vitro.

(DPSC: dental pulp stem cell, PDLSC: periodontal ligament stem cell, DFPS: dental follicle precursor cell)
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4. Alizarin red 염색

DPSC의 경우 7일째에는 실험군과 조군에서 모두 미약

한 반응을 보 으나, 14일부터 실험군의 색상이 진해졌으

며, 21일째에는 확연한 차이를 보 다. 조군에서도 염색

의 정도가 진해지기는 했지만, 실험군에 비해서는 정도가

덜했다. PDLSC의 경우 14일까지는 큰 차이가 없었으나 21

일째 염색의 차이를 볼 수 있었으며, DFPC의 경우 7일, 14

일, 21일에걸쳐유의한차이를지속적으로보 다.(Fig. 4.)

5. ALP activity test

골형성 초기에 나타나는 ALP를 선별적으로 염색하여 그

흡광도를 이용하여 평가해본 결과, 실험군에서 PDLSC와

DFPC는 7일째 강한 activity를 보 으며, 그 후 일정한 활성

도를 보 다. 실험군 DPSC의 ALP activity는 시간에 따라

증가하는 양상을 보 으나 PDLSC와 DFPC의 activity에 비

해 유의하게 적었다. 조군에서는 실험군보다 적은 양의

activity를 보 으며, 역시 DPSC에서 유래된 세포들은 ALP

activity가 가장낮았다.(Table 3., Fig. 5.) 

6. RT-PCR

ALP에 한 RT-PCR 결과 , 실험군에서 7일째부터

PDLSC와 DFPC는 DPSC보다 강한 band를 나타냈고, ALP

가 골화 초기에 발현된다는 점에 있어서는 ALP activity test

와 같은 결과로보인다. OCN의 경우실험군에서 모두 일정

한 band를 나타냈지만, 21일째로 가면서 좀더 명확해지는

양상이 두드러졌다. 샘플의 증폭량이 일정하지 않은 것은

실험상의 일부 오류로 RNA의 분해가 일어나거나 효소반

응의 차이기생겨 일어났다고생각된다.(Fig. 6.)

Fig. 3. Morphology of cells in osteogenic culture media after

21 days (x 100). 

A, C, E: DPSC, PDLSC, DFPC. 

In universal culture media after 21 days (X 100). 

B, D, F: DPSC, PDLSC, DFPC.

(DPSC: dental pulp stem cell, PDLSC: periodontal ligament

stem cell, DFPS: dental follicle precursor cell)

Fig. 4. Alizarin red staining of cultured cells in osteogenic

media after 21 days. 

A, C, E: DPSC, PDLSC, DFPC. 

In universal culture media. 

B, D, F: DPSC, PDLSC, DFPC. 

(DPSC: dental pulp stem cell, PDLSC: periodontal ligament

stem cell, DFPS: dental follicle precursor cell)

A B

C D

E F

Table 3. ALP activity test (unit: concentration mM).

Cell Group 7 days 14 days 21 days

DPSC
Exp 0.064612 0.183676 0.23865

Control 0.002982 0.005191 0.008953

PDLSC
Exp 0.618275 0.671693 0.683715

Control 0.193169 0.16455 0.138428

DFPS
Exp 0.640952 0.581677 0.64924

Control 0.142449 0.144931 0.138428

(ALP: alkaline phosphatase, DPSC: dental pulp stem cell, PDLSC:

periodontal ligament stem cell, DFPS: dental follicle precursor cell)
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Ⅳ. 고 찰

조직공학은 세포치료와 함께 재생의학에서 가장 중요한

두 개의 축으로 자리잡고 있다. Langer와 Vacanti에 의한 정

의에 따르면 조직공학이란 제기능을 수행하지 못하는 장

기의 유지, 재생, 체를 위해 공학과 생명과학이라는 서로

다른 분야가 융합되어 실험실에서 살아있는 조직을 제작

하는 분야를 말한다9. 조직공학은 생체 내에서 필요한 역할

을 수행할 세포와 이를 수용할 수 있는 비계로써의 bioma-

terial을 필요로 한다. 조직공학에서 줄기세포의 발전에 주

목하는 이유는 다른 세포에게는 없는 줄기세포만의 특성

때문이다. 줄기세포가 갖는 큰 2가지의 특성은 딸세포

(daughter cell)들이 지속적으로 자신과 같은 특성을 가지는

특성(self-renewal)과, 자신과 다르고 제한된 능력을 갖는 딸

세포들을 만들어 최종적으로 이들을 생체 내에서 재집락

시키는분화(differentiation)할 수있는 특성이다10. 

이러한 줄기세포는 그 기원에 따라 배아줄기세포와 성체

줄기세포 두 가지 종류로 나뉠 수 있다. 배아줄기세포는 배

반포의 내부 세포괴 에서 분리가 가능하며, 성체줄기세포

는 조직이나 장기에서 얻을 수 있고 mesenchymal stem cell

(MSC)과 hematopoietic stem cell (HSC)로 별된다. 배아줄

기세포는 세포치료에 최적화된 세포로 평가받고 있으며,

내배엽, 중배엽, 외배엽에서 유래되는 모든 세포를 재생할

수 있는 강력한 자기 복제능력과 분화능력을 가지고 있다.

하지만 배아줄기세포는 성체가 될 수 있는 배아를 파괴해

야만 얻을 수 있다는 점에서 태생적으로 윤리문제를 가지

Fig. 5. ALP activity test after 7, 14, 21 days of culture. A: Experimental group (osteogenic media), B: Control group (universal

media).

(DPSC: dental pulp stem cell, PDLSC: periodontal ligament stem cell, DFPS: dental follicle precursor cell)

A B

DPSC

PDLSC

DFPC

GAPDH

DPSC

PDLSC

DFPC

GAPDH

Control EXP

7일 14일 21일 7일 14일 21일

Control EXP

7일 14일 21일 7일 14일 21일

Fig. 6. RT-PCR analysis for expression of osteoblast markers after 7, 14, 21 days of culture (exp: osteogenic media, control:

universal media). A: ALP, B: OCN.

(ALP: alkaline phosphatase, OCN: osteocalcin, DPSC: dental pulp stem cell, PDLSC: periodontal ligament stem cell, DFPS:

dental follicle precursor cell, GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)

A B
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고 있다고 할 수 있으며, 유전자 변이없는 효과적 배양방법

과, 필요한 세포로 정확하게 분화시키는 방법 등이 해결하

지못한 난제로남아있다. 

성체줄기세포는 조직의 손상에 비하여 조직재생, 치유

의 역할을 담당하고 있으며, 배아줄기세포에 비해 시험관

내에서 자라기 힘들고, 분화, 증식능력과 채취할 수 있는

빈도가 낮다(골수세포 100,000개 당 stem cell 1개11)는 단점

이있다. 하지만성체줄기세포는윤리문제에있어자유롭고

백혈병환자에게쓰인골수내의줄기세포치료는 40년12, 제

혈 내의 간엽 줄기세포의 경우 20년간 임상 경험이 풍부

하게 이루어져있다는 장점이있다. 특히 MSC의경우중배

엽계의 세포로 전환이 용이하여 골과 연골 생성을 위한 조

직공학에서 주목 받고 있다. MSC의 특성은 방추형 세포와

세포자체의접착성, 재생성과분화성이 있으며, haematopoi-

etic antigen (CD45/34/14)에 한 음성, stroma-associated

marker (CD29/73/105/44), vimentin, laminin 그리고 fibronectin

에 한 양성반응을나타낸다는 것이다. 

이러한 MSC의 배양 용기에 잘 부착하는 특성을 이용한

간접 분리는 기존의 원심분리에 의한 줄기세포의 채취에

비해 용이하다고 알려져 있다13. 본 실험에서는 MSC의 이

러한 특성을 이용하여 얻어진 세포들을 배양하여, 배양용

기에 부착하지 못하는 여타의 세포들을 배지 교체 시에 반

복하여 씻어 내었다. 배양용기에 부착되어 남겨진 세포들

은 왕성한 증식을 보 으며, 이렇게 얻은 세포들이 간엽줄

기 세포인지를 확인하기 위해 FACs를 시행하 다. 본 실험

에서 쓰인 표지자는 CD44/105, CD34/45로 각 조직에서 분

화시킨 세포에서 stroma-associated marker에 한 양성반응

과 CD45에 한 음성 반응을 나타내어 MSC라 결론 내렸

다. 

MSC을 혈관 내에 주입하여 시행하는 세포치료에 한

많은 동물실험 및 임상실험들이 실행되어왔다14-19. 1980년

에 Friedenstein의 연구 이후 MSC에 한 연구는 세포치

료와 더불어 골과 연골 같은 중배엽계 세포의 체에 사용

되기 시작했다20. 골 분화가 예상되는 MSC와 세포 및 scaf-

fold를 이용한 골기질 체물질에 한연구가 long bone의

재건, 상악동 골이식술, 악골의 낭종 적출 후 시행되는 골

이식술, 골신장술 등 다양한 임상증례에 적용되었다21-24. 최

근에 치아에서 얻을 수 있는 DPSC, PDLSC, DFPC등의

ectomesenchymal stem cell에 한 연구가 재생 치의학의 관

점에서 이루어지고 있다25. 일반적으로 골형성에는 골수유

래 MSC가 기본적인 세포 공급원으로 사용된다. 골수내에

는 풍부한 MSC들이 있으며 채취기원상 골로 분화될 가능

성이 큰 조직이기 때문이다. 하지만 그동안 pulp와 PDL,

dental follicle을 사용하여 stem cell을 분화하는 연구는 진행

되어왔으나 이러한 stem cell이 골형성을 이루는 능력에

한 평가는 적었던 실정이다. 본 실험은 주로 치아기원 stem

cell의 multi potential 분화능력 중 골분화에 초점을 맞추어

실시하 다. 

DPSC는 pulp에서 기원하기 때문에 상아질의 재생을,

PDLSC와 DFPC는 치주인 와 백악질을 포함한 치주조직

의 재생에 관여할 것이라는 예측을 할 수 있다. DPSC는 치

아에서 분리할 수 있는 ectomesenchymal stem cell 중 가장

먼저 발견되었으며, 골수에서 분리되는 MSC와 세포적 특

성이 비슷하나, odontoblast-like cell로 분화 가능하다7. 이후

의 연구를 통해 배양조건을 변화시켜 근육조직, 신경조직,

연골과 골조직으로분화가능하다는 것이밝혀졌다26. 

PDLSC의 경우 cementoblast-like cell과 adipocyte, collagen

forming cell로 분화되었으며, 면역 억제된 쥐에 이식되었

을 때 향후 치주조직의 재건에 기여할 수 있는 cementum과

PDL의 혼재양상을 보이는 조직을 형성하 고8, fibrin

sponge와 bovine에서 추출된 비계에서 배양했을 때 4주 후

에 골형성을보이는 세포 mass를생성했다27. 

Dental follicle은 발생 중의 치아조직을 둘러싸고 있는 낭

으로 치조골, PDL, cementoblast를 형성하는 전구체가 있을

것으로 예측되고 있으며, dexamethasone과 insulin을 배지

에 첨가함으로써 시험관내에서 성숙한 PDL과 치조골로

분화가 가능했다28. 

본 실험의 경우 ectomesenchymal stem cell의 골모세포로

의 분화능력을 평가하기 위해 실험군은 dexamethasone,

glycerolphosphate, ascorbic acid, glutamine을 첨가한 골분화

배지에서 각 세포를 분화시켜 분화 정도를 평가하 다.

Alizarin red의 염색결과 3개의 실험군에서 공히 시간에 따

른 무기질의 침착이 있었으며, 일반 배지에서 배양한 조

군에서도 시간에 따른 무기질 침착의 소견을 볼 수 있었다.

Zhang에 의한 연구에 따르면 DPSC를 일반 배지에서 배양

한 후 collagen 비계를 사용하여 면역 억제된 쥐에 주사하

을 때 odontogenic, adipogenic 한 분화를 이루는 것을 발

견한 논문에서 볼 수 있듯이29, 조군이 무기질 침착 소견

을 보이는 이유는 stem cell을 얻은 각각의 조직이 정상 분

화 시 상아질이나 백악질, 또는 치조골등 무기질을 형성하

는 세포이기 때문에 나타나는 결과라고 추측하고 있다. 세

가지 기원의 줄기세포는 각각 무기질을 형성하는 세포

(odontoblast, cementoblast)들로 분화하지만 culture medium

을 조절하 을때 osteogenic potency를가질수있다.

시험관 내에서 세포의 osteogenic capacity를 측정하기 위

한 도구로 ALP activity가 일반적으로 사용된다. ALP는 조

골세포의 전구체에서 발현되며, 세포가 배양되면서 조골

세포로 분화될 것을 표시한다. 골형성 과정에서 초기에 제

1형 교원질이 먼저 생성되어 석회화가 이루어질 수 있게

해주며, 그 이후 기질이 성숙되는 단계에서 ALP, osteopon-

tin과 osteonectin 등의 골형성 표지자가 나타난다 30.

Kotobuki 등은 osteoblast를 7일간 배양한 후 ALP activity에

따라 세포를 나눈 후 osteocalcin activity를 평가 한 실험에

서 ALP activity가 골형성에 중요한 지표가 될 수 있음을 밝

혀냈다31. Meijer 등이 시행한 악골의 결손부에 시행된 골수

줄기세포를 이용한 조직공학적 골이식 실험에서 ALP
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activity는 줄기세포의 골모세포 분화 이후 7일부터 나타났

으며32, 본 실험에서는 실험군에서 DPSC의 ALP가 PDLSC,

DFPC의 ALP activity보다 현저히 낮은 수준으로 나타났고,

한번 발현된 ALP activity는 21일 동안 일정한 수준을 유지

하 다. Dental pulp 기원의 줄기세포에서 골형성을 이룬

Laino의 연구와 비교해보면 골형성을 위한 세포공급원으

로써 dental pulp보다는 PDL이나 dental follicle이 더 유용할

것 같다33. cDNA microarray를 이용한 pulp 기원의 stem cell

과 bone marrow 기원의 stem cell의 유전자 발현의 비교연

구에 의하면 두 가지의 stem cell 모두 같은 MSC로 분류되

는 세포군이지만 유전자 발현에는 차이가 있음이 나타났

고34, 체외에서 증식된 DPSC, PDLSC, BMSC (bone marrow

stem cell)을 비교한 일련의 논문에 의하면, 각 줄기세포는

bone, cementum, dentin에 한 antigen에 일반적인 발현 패

턴을 나타내지만 각각의 줄기세포는 heterogenous한 것으

로 평가되고 있다35-37. 마찬가지로 pulp와 PDL, dental follicle

에서 얻은 각각의 stem cell로부터 분화된 osteoblast는 유전

자 발현과 ALP의 활성도에서 일정 수준 차이를 보 다. 이

는 각 실험조직에서 비롯된 줄기세포들이 FACs 결과 같은

중배엽계 줄기세포로 평가되고 동일한 배양조건에서 골모

세포로 분화하여 세포외 기질을 석회화하는 분화 패턴을

보이더라도 조직이 채취된 부위에 따라 특성의 차이가 있

다는 것을 보여주고 있다. 근본적으로 DPSC의 경우 dentin

을 형성하는 odontoblast를 형성할 가능성이 크고, PDLSC

나 DFPC의 경우 cemetoblast나 PDL fiber 만들기 위한

fibroblast를 형성함과 동시에 치조골의 oteoblast를 재생할

가능성이 큰 줄기세포이기 때문에 ALP activity test상 실험

군의 PDLSC와 DFPC가 DPSC보다 더 큰 활성도를 보인다

고 생각했다. 

7일 이후의 모든 실험군에서 ALP의 활성도와 OCN의 발

현이 증가하는 것은 osteogenic pathway에서 골형성 가능성

을 보여주는 것이며, 조직공학에서 골수기원의 stem cell 이

외에 골형성에 사용될 수 있는 세포요소로서 제3 구치의

가능성을 보여주었다할 수있다.  

아직까지는 stem cell과 같이 multipotent한 전구세포들을

임상적용 시 특정 세포로 정확히 분화시키는 데에는 한계

가 있으며, 조직공학적 골재생 시 stem cell을 이용할지38,

stem cell을 특정 세포로 분화시켜 이용할지32 에 한 추가

적 연구가필요하리라 생각한다. 

치아기원의 줄기세포는 비교적 연령에 제한없이 얻을 수

있는 골수유래 줄기세포에 비해 획득할 수 있는 시간이 제

한적이다. 환자의 연령이 높아짐에 따라 채취 가능한 치수

와 치주인 의 양은 줄어들 것이며, 채취의 난이도 또한 높

아질 것이다. 치낭의 경우 치아의 맹출기에만 존재하는 조

직이므로 제3 구치의 맹출 후에는 얻을 수가 없다. 또한

줄기세포를 이용하는 치료를 필요로 하는 질병은 청소년

기보다는 중장년기에 유발될 가능성이 높다. 이러한 시간

적인 제약은 채취와 분화기술의 발달과 냉동보관 기술의

발달로 극복할 수 있으리라 사료된다. 2006년 Papaccio 등

에 의한 실험에 의하면 DPSC와 DPSC로부터 유도된 골모

세포는 2년간 냉동보관 후 해동하여도 그 세포적 특성이

변하지 않음을 알 수 있었다39. 특히 제3 구치의 경우 매복

될 확률이 높아지면서 10 후반과 20 초반의 연령에서

발치가 이루어지고 있는 실정임을 고려 해볼 때, 냉동 제

혈의 임상적용의 경우에서 볼 수 있듯이 냉동보관의 기술

이향후 실용화의중요한 기준이될 것이다. 

Ⅴ. 결 론

제3 구치는 일반적으로 10 후반에서 20 초반 사이

에 완전히 성숙되지 않은 상태로 발치 될 수 있는 유일한

치아이다. 성체줄기세포의 경우 채취할 수 있는 조직이 다

양하지만 완전히 성숙되지 않은 조직에 많이 존재할 것이

라는 가정하에 제3 구치를 이루고 있는 세포조직인 pulp,

PDL, dental follicle에서 각각 줄기세포를 추출, 배양하고

이를 골재생을 위한 조직공학의 세포인자로의 가능성을

알아보기 위해 골분화 배지에서 키워 다음과 같은 결론을

얻었다. 

1. FACs 결과 pulp, PDL, dental follicle에는 중배엽 기원의

stem cell이 존재하고 있으며, 추출과 배양이 용이하

다.

2. 각 세포에서 추출한 stem cell은 bone differentiation

medium에서배양했을때시간이지남에따라 osteoblast

로 추측되는세포군집을 형성하 다. 

3. Alizarin red 염색 시 실험군에서 모두 14일, 21일째 확

연한 mineralization 경향을 보 다. 조군에서도 14일,

21일 일정부분 mineralization 경향을보 다. 

4. ALP activity test를 시행한 결과 PDLSC와 DFPC에서 7

일째 강한 활성도를 보 으며, 그 후 일정한 활성도를

보 다. DPSC의 ALP activity는 시간에 따라 증가하는

양상을 보 으나 PDLSC와 DFPC의 activity에 비해 유

의하게 적었다.

5. RT-PCR 결과 실험군의 ALP는 7일째 OCN은 21일째

강한 양성반응을보 다.

위의 결과에서 pulp, PDL, dental follicle에 중배엽기원의

줄기세포가 존재함을 확인할 수 있었고, 각 줄기세포는 골

분화 배지에서 배양시킴으로써 골모세포로 분화시킬 수

있었다. PDL과 dental follicle 기원의 stem cell이 pulp 기원

의 stem cell에 비해 osteogenic effect가 높았으며, 이는 채취

된 조직의 특성이 추출된 stem cell의 분화능력에 향을 미

치는 것으로 생각된다. 이 연구를 통하여 발치된 치아에서

얻은 pulp와 PDL, dental follicle은 손상된 골의 재생을 위한

조직공학에서 골모세포 및 줄기세포 공급원으로서 사용이

가능함을확인하 다.
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