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서론1.

최근 여러 연구에서 생체공학적 방법을 이용한 바이오 장기 제작법이 제시되고 있으

며 이러한 방법을 통한 치아 및 턱뼈 결손부의 수복은 그 유용성이 크지 않을 수 없다, .

생물학적 또는 공학적 방법을 이용하여 질환의 진단 및 치료에 필요한 혁신적인 기법의 개

발을 추구하는 생체공학적 방법의 원리에 기초하여 생체기관의 인위적인 배양 기법을 치아

발생에 적용하여 치아결손부의 수복회복이 가능하리라 판단된다.

발생과정 중 상악골 및 하악골은 제 세궁에서 유래하며 이러한 구조물의 적절한 발1 ,

육을 위해서는 외피 및 신경외배엽에서 유래한 신경능선 세포의 증식 및 제 세궁으로의1

이동이 필수적이다1,2 상악골 및 하악골 구조의 형성은 외배엽과 신경능선에서 유래한 중.

배엽 사이의 잘 조절된 신호의 상호작용에 의해 이루어진다3,4 치아형성 부위에서는 이러.

한 상호작용의 결과로 구강상피의 만곡과 형태 형성을 거쳐 치관을 만들게 된다 또한 전.

사조절인자와 성장인자가 이러한 상피와 간엽의 상호 작용에 관여하게 되며 골형성단백질,

섬유아세포 성장인자(bone morphogenetic proteins, BMPs), (fibroblast growth

군 군의 성장인자가 주로 영향을 미치는 것으로 알려factors, FGFs), hedgehog(HH) , Wnt

졌다3,4 이러한 신호전달 쳬계는 치아의 형성과 안면골격의 발달을 조절하는 것으로 알려.

졌다5-7.

골형성단백은 치아 발생의 시작과 형태 형성에 중요한 영향을 미치며 이 중, BMP2

와 는 치아형성 과정 중 상피와 간엽의 상호 작용에 있어서 가장 중요한 것으로 알BMP4

려졌다 특히 발생 중인 상악골 및 하악골에서 발현 부위와 시기는 초기 치아형성. BMP4

과정 중의 중요한 역할을 시사 한다8-10 설치류에 있어서 치아 형성 개시기에. , Bmp2와

Bmp4는 치판 에 발현되는 반면(dental lamina) Bmp4는 단독으로 하방의 간엽층에 발현

된다 이후 치아 형성이 진행되면서. Bmp4의 발현은 간엽으로 이동하게 되며, Bmp2,

Bmp7은 치성상피에 계속 나타난다3,4 이후 치아 형태를 결정하는 데 중요한 역할을 하는.

법랑결절의 경우 Bmp2, Bmp7의 발현의 증가를 보인다 이후 모상기 에 도달하. (cap stage)

면 Bmp4 역시 법랑결절과 치성 간엽에 발현되고 치유두 심부의 간엽세포는, Bmp2 의 국

소적 발현을 보인다 종상기 에 이르면 법랑아세포 형성부위에. (bell stage) , Bmp4 조상아,

세포 형성부위에 Bmp2, Bmp4, Bmp7의 발현이 나타나게 된다5-8,10 한편. Bmp7 유전자

결여 생쥐의 경우 치아형성에 있어서 결손이 초래되지 않는 것으로 보고되었고11 분리된,

치성간엽 조직에 함유 의 첨가를 통하여 생체 내 간엽 및 재조합 치아조직과BMP4 bead

유사한 유전자 발현이 나타남이 알려졌다12,13 나아가 생쥐의 태중 일경 치아발달의. 11.5

잠재력은 상피에서 간엽으로 이동하게 되며 이러한 이동은, Bmp4의 발현이 치배 상피에서

간엽으로 이동하는 시기와 일치 한다
14
치아형성 초기 치성상피 층의. Bmp4의 발현은 뇌



상기 Msx1, Msx2, Egr1 유전자의 간엽 발현에 필수적이다8 또한 는. BMP4 Msx1이 결여

된 생쥐에서 치아 형태 형성을 회복 시켰으며 치아 형성이 뇌상기에서 모상기로 진행하는,

역할을 하는 것으로 알려졌다15,16 이러한 사실은 뇌상기 치유두에서의 발현은 뇌상. BMP4

기 및 모상기의 형태 형성에 중요한 역할을 수행하는 것을 시사한다 나아가 종상기 이후.

과정에서 의 조상아세포 및 법랑아세포에서의 발현이 보고되었고BMP4 10 이것은 가, BMP4

이러한 세포의 분화와 상아질 및 법랑질 등의 치아의 경조직을 침착하는데 중요한 역할을

하는 것을 나타낸다.

본 연구에서는 생체공학적 방법을 이용하여 치아 형성 및 세포 분화 과정에서의

의 역할을 고찰하였다 발생중인 생쥐에서 구치 치배를 채취하여 하악 원기에서 치BMP4 .

배가 형성되지 않는 치간극에 이식하였고 가 함유된 를 이식 치배 주위에 이식, BMP4 bead

한 후 기관배양을 실시하였다 기관배양 후 형성된 이식한 치배의 발육을 관찰하였다. .



실험재료 및 방법2.

하악 원기 및 치배의 채취1)

본 연구는 종의 생쥐 태아를 사용하였다 임신이 확인된 날의 정오를 태중CD-1 . 0.5

일 로 정하여 태아의 연령을 결정하였다 또한 태아 연령의(Embryonic day 0.5, Ed0.5) .

정확한 결정을 위하여 상악원기 및 하악원기의 상대적 크기 사지 발달 정도 등의 형태학,

적 기준을 사용하였다 태중 일 및 일 의 생쥐 태아를 자궁에. 11.5 (Ed 11.5) 13.5 (Ed13.5)

서 박리하여 Dulbeccos phosphate buffered saline (D-PBS, Gibco-BRL Laboratories,

이 들어있는Detroit, MI, supplemented with 20 IU/ penicillin-streptomycin) Petri㎖

에 위치시킨 후 머리부분을 잘라내고 현미경하에서 발생중긴 제 세궁에서 하악 원기dish 1

를 박리 하였다 이후 하악 원기 측면에 위치한 구치 치배를 분리해냈다. .

치간극에의 치배 이식 및 기관 배양2)

박리한 치배를 발생중인 다른 하악 원기의 치간극에 이식 시켰으며 (Fig. 1), BMP4

또는 의 길항물질인 을 함유한 를 이식 치배 주위에 위치시켰다BMP Noggin bead . BMP4

또는 을 함유한 는 직경Noggin bead Affigel-blue agarose beads ( 75-150 , Bio-Rad,㎛

를USA) 37O 에서 분간 의C 30 50 / recombinant human BMP-4 (Genetics Institute,㎍ ㎕

에 배양하여 제작하였다 이식 치배를 함유한 하악 원기를Cambridge, MA, USA) . Trowell

방법17에 따라 배양기에서 37O 습도의 조건에서 일 간 배양하였다 대조C, 5% CO2, 90% 2 .

군으로 치간극에 치배 이식 후 이식 없이 기관배양 한 군을 설정하였다bead .

신장 내 이식 및 생체 배양3)

배양기에서 배양된 하악 원기에서 이식 치배를 함유한 치간극 부위를 현미경하에서

박리하였고 수컷 생쥐의 신장막 하방에 이식하였다 이후 주간 생체 내 배양을 실시하, . 2-3

였다.

발육된 치배의 관찰4)

생체 배양이 끝난 후 생쥐를 희생시켜 발생 중인 치아를 채취하였다 이후. 4%

에 고정한 후 탈수 과정을 거쳐 파라핀 포매를 실시하였으며 두께paraformaldehyde , 5 ㎛

의 절편을 제작하여 으로 염색 후 현미경하에서Hematoxylin-eosin, Masson-trichrome

관찰하였다.



연구 결과3.

치간극에 이식 후 실험실 및 생체 배양을 실시 한 대조군 치배의 경우 치아 형성 및

발육을 관찰할 수 있었다 발육 중인 치배는 종상기에 도달하였으며 내치상피세포층의 증. ,

식 및 만곡으로 인한 치관의 형태 형성을 관찰할 수 있었다 이러한 내치상피의 만곡은 치.

아기의 성상세망의 감소를 보였고 정점에서는 법랑질 및 상아질 형성을 동반한 교두 형성,

을 관찰할 수 있었다 또한 일부에서는 치경부에서 내 외치상피의 증식을 통한 치근 형성. ,

의 시작을 관찰할 수 있었다 또한 발육중인 치아 하방으로 치조골의 증식을 동반한 치아.

지지조직의 형성을 관찰할 수 있었다 (Fig. 2).

하악 치간극에 이식 후 배양 기간 중 골형성단백을 투여한 치배는 후기 종상기 치관,

형성기에 도달하였다 발생 중인 치아는 교두 발달을 동반한 치관 형성을 보였으며 치관부. ,

전체에 걸친 상아질 법랑질층 형성을 관찰 할 수 있었다 이러한 교두 발달은 치간극 이식, .

후 골형성단백 투여 없이 실험실 배양을 실시한 군에 비하여 뚜렷하였다. 치간극에 치배

이식 후 함유 를 이식한 치배는 치아형성 세포의 분화 및 석회화를 특징으로BMP4 bead

후기 종상기까지의 발육을 보였다 발생 일에 채취한 이식한 치배는 상아질 및 법랑질. 11.5

침착을 특징으로 하는 치관형성을 보였으며 이식한 치배 대부분에서 제 대구치 및 제, 1 2

대구치의 형성이 관찰 되었다 (Fig. 3).

발생 일 하악원기에서 채취 이식 후 를 투여한 치배 역시 후기 종상기 치13.5 , BMP4 ,

관기 까지의 발육을 보였고 이식한 치배는 제 대구치 및 제 대구치 형성을 보였다 총, 1 2 .

개의 투여 치배 중 치간극 이식 및 기관배양을 통해 개의 치배56 BMP4 Ed 13.5 46 (82%)

에서 제 대구치와 함께 제 대구치의 형성을 관찰 할 수 있었다 형성된 제 대구치는 내1 2 . 1

치상피세포층의 발육에 따른 치관부 교두 발달을 보였다 발육 중인 교두 부위는 뚜렷한.

법랑아세포 및 조상아세포 분화를 보였고 이에 따른 법랑질 및 상아질 침착을 보였다 총.

개의 투여 치배 중 개의 치배에서 법랑질 및 상아질층 형성을 동반한56 BMP4 49 (88%)

교두 발육을 보였다 형성된 제 대구치는 제 대구치에 비하여 그 크기는 작지만 뚜렷한. 2 1

교두 발육을 보였다 발육 중인 치아의 치경부에서는 상피 근초가 치아기를 따. Hertwigs

라 증식하는 양상을 보였고 상아질 침착을 동반한 치근 형성이 관찰되었다, (Fig. 4).



고찰4.

치아발육의 시작 및 형태 형성에서의 골형성단백의 역할에 대한 연구가 계속되어

왔으며 신호전달 물질로 그 중요성이 제시되고 있다 상악골 및 하악골 원기의 발육에 따, .

른 골형성단백의 발현 부위 및 시기는 치아 발육에서 이의 역할을 시사한다고 할 수 있으

며8-10 직접적으로 골형성단백 수용기인 및 가 치, ALK3 (BMPR 1A) ALK6 (BMPR 1B)

아발생 과정 중의 모상기에서 내치상피층 및 외치상피층에 발현되는 것으로 알려졌다18,19.

본 연구에서는 치아 발육 중 치관 형성에 미치는 골형성단백의 역할을 알아보고자,

함유 를 이식 치배 주위에 위치시켰다 를 투여 치배는 후기 종상기 치BMP4 bead . BMP4 ,

관기까지의 발육을 보였고 이식한 치배에서는 제 대구치 및 제 대구치 형성이 관찰되었, 1 2

다 발육된 치아는 내치상피세포층의 발육에 따른 뚜렷한 치관부 교두 발달을 보였다 발육. .

중인 교두 부위는 법랑아세포 및 조상아세포 분화와 이에 따른 법랑질 및 상아질 침착을

보였다 이러한 발육은 발생 일 채취 이식한 치배에서 뚜렷하였는데 이 시기 즉 뇌상. 13.5 , ,

기는 치판이 하방의 간엽으로 증식되어 들어가며 이러한 상피증식의 바로 인접한 부위에,

서 간엽 세포의 밀도 증가를 특징적으로 나타낸다 이러한 간엽세포의 군집부인 치유두는.

향후 상아질과 치수를 형성하며 간엽조직 상방에 위치한 상피 증식 부분은 최종적으로 법,

랑질을 형성하게 된다.

이 후 치아 발육은 뇌상기에서 모상기로 진행되며 이러한 전환은 치아 형성에 가장,

중요한 역할을 하며 치관 발육의 시작을 보인다 이 과정은 발육 중인 치배의 치성상피 첨.

단 부위에서 일차 법랑결절의 형성에 의해 매개된다 치성상피 첨단의 국소적 세포증식에.

의해 법랑결절이 형성되며 신호전달의 중심으로 작용한다, 20-23 이 부위는 특징적으로.

Bmp2, 4, 7 등의 골형성단백과 sonic hedgehog (Shh), Fgf4, Fgf9, p21 등의 신호전달

물질이 발현된다. Bmp2 와 Bmp7는 발생 일경 간엽으로 증식하는 상피에 발현되는 반13

면 Bmp4는 모상기 후반기에 법랑결절의 원심부에서 발현된다 이러한. Bmp4의 발현 양상

은 법랑결절의 세포사와 밀접한 관련을 가지며 이러한 과정을 통하여, Bmp4가 치관 형성

에 관여하는 것으로 알려졌다21-24 나아가 이차 법랑결절이 추가적인 교두 발생부위에 형.

성되게 되는데 이 부위는 일차 법랑결절과 동일한 유전자 발현 양상에 추가적인, Fgf4의

발현을 특징으로 한다. Bmp2, 4는 이차 법랑결절에 국한되어 발현되지 않으며, Bmp4 전

사체는 일차 법랑결절의 소실과 함께 치성상피에서의 발현이 사라진다24 이러한 사실은.

일차 법랑결절이 일정한 간격을 두고 이차 법랑결절이 형성되도록 하는 역할을 하는 것을

시사한다 추가적인 법랑결절 형성에 역할을 하는 측방억제 기전을 통하. (lateral inhibition)

여 이차 법랑결절이 형성되며 이 과정 중 골형성단백은 치관형성 중 교두발달에 중요한,

역할을 한다
25,26
.



발육 중인 치아의 교두 형성은 특정 위치에서의 국소적인 내치상피 세포의 증식에 의

해 이루어지며 이에 뒤이어 상피와 간엽의 경계부에서 상아질을 형성하는 조상아세포 및,

법랑질을 형성하는 법랑에세포의 분화를 통하여 이루어진다 치관완성기 즉 세포 분화기. ,

중 골형성단백 수용기인 는 상피와 간엽층 모두에 발현되며 이는 내치상피 세포층ALK3

및 외치상피 세포층 성상세망 및 치유두에 발현된다, 19 한편. Bmp4는 이시기에 내 외치,

상피세포층에 인접한 간엽세포층에 발현된다27. Bmp2 와 Bmp7은 초기 종상기에 내치상

피세포에 발현되며 이러한 발현부위는 하방의 간엽세포들이 조상아세포로 분화하도록 하,

는 상피유래 신호전달물질로 작용하는 것과 일치한다10 또한. Bmp4 발생 일경 전조상아16

세포층을 포함한 치유두의 교두 형성 부위에 강하게 발현되며 이 보다 하루 늦게, Bmp2

와 Bmp7 유전자 전사체가 전조상아세포층에 발현하는 특징을 보인다10,28,29 이러한 골형.

성단백의 발현 양상은 조상아세포 분화가 완료될수록 약해지는 특징을 보인다 한편.

Bmp2, 4, 7 등이 법랑아세포의 말기 분화과정에 발현되는 것으로 알려졌고 이 중, Bmp4

가 가장 강하게 발현 된다27,28. Bmp4의 발현은 정도는 상아질 형성이 진행될수록 조상아

세포에서 감소하나 법랑아세포에서는 지속되는 특징을 보인다, 28 따라서 발현은 조. BMP4

상아세포와 법랑아세포 분화를 유도하는 간엽성 신호전달물질로 작용하며 이의 발현 시점,

과 부위는 치아를 구성하는 세포의 분화에 중요한 역할을 한다 함유 를 이식. BMP4 bead

한 치배에서 법랑질 및 상아질 층의 뚜렷한 형성과 이로 인한 조상아세포층과 법랑아세포

층의 분리를 관찰할 수 있었다.

생쥐 발생 일경부터 제 대구치의 발육이 제 대구치 후방에서 나타나게 되며14 2 1 29 상, ,

하 제 대구치 치아기의 전방경계는 발생 일경부터 뚜렷한 구분이 가능하다2 16 30 또한 발생.

일 경부터 제 대구치의 치성상피는 제 대구치 치성상피와 분리되어 발생중인 턱뼈의17 , 2 1

후미 방향으로 성장 및 전 후방 크기 증가를 보인다- 31 본 연구에서 투여군의 경우. BMP4

치관부 형성을 동반한 제 대구치의 발육을 관찰할 수 있었고 이는 생 후 상아질 및 법랑2 ,

질 침착 시기에 해당하는 양상을 보였다 이러한 발육 양상은 가 제 대구치 발육 및. BMP4 2

생성에 중요한 역할을 함을 보여 준다.

본 연구에서는 생체공학적 기관배양법을 이용하여 치아 형성 및 세포 분화 과정에서

의 골형성단백의 역할을 고찰하였다 생체 기관 내 여러 종류 세포사이의 구조적 관계 및.

상호작용을 유지하고 또한 외부 자극에 의한 발달의 방향을 연구하기 위해 기관배양법이

고안되었다 이러한 관계는 조직 전체를 적출하거나 또는 구성조직을 분리하여 재조하는.

방식을 통하여 유지될 수 있다 이러한 조직체는 생체내 이식을 통하여 발달을 관찰할 수.

있고 또한 실험실에서 배양되어 질수 있다, 32 본 연구에서는 방법. Trowell 17을 이용하여

일차적인 배양을 실시하였다 이 방법은 배양하고자 하는 기관을 배양액과 기체의 계면에.

위치하여 영양분에 대한 접근이 용이한 동시에 기체 교환이 가능하며 기관의 구조적 특성,



을 유지하도록 하는 특징을 지닌다 이러한 배양법은 치아 배양 및 장기 배양에 가능성을.

제시하며 향후 연구의 필요성을 제시한다 즉 일반적인 세포배양과는 다른 차원적 배양. , 3

법을 통한 치아 배양이 필요하고 이식된 치배 및 하악원기의 생리적 환경내에서의 성장과,

분화를 위하여 신장에서의 배양을 실시하였다 이는 시험관내의 배양 속도나 환경이 생체.

내에서의 배양속도나 환경에 미치지 못한 것에 의한 것으로 생리적 환경을 제공할 수 있는

배양법에 대한 연구가 필요하다.

결론5.

하악 치간극에 이식 후 기관 배양법을 이용해 배양된 치배에서 치아 형성 및 성장이 관1.

찰되었다.

하악 치간극에 이식 후 를 투여한 치배에서는 제 대구치의 형성을 관찰할 수2. BMP4 1, 2

있었다 형성된 치아의 치관부는 법랑질 및 상아질 형성을 동반한 교두 발달을 관찰할 수.

있었다.

치아 발달에 있어서 는 교두의 발달과 법랑질 형성에 중요한 역할을 하며 치아 초3. BMP4

기 형성에 영향을 미치는 것으로 여겨진다.

본 연구의 결과는 생체기관 배양법을 이용한 하악원기의 배양을 통하여 하악골 발육

및 치아형성을 이룰 수 있음을 보여주며 또한 골형성단백이 치아의 치관 형성과 법랑아,

세포 및 조상아세포의 분화에 관여함을 보여준다 이러한 생체 배양 방법을 통한 치아 발.

육과 그 주변 지지조직의 형성은 향후 치열 및 턱뼈 결손 부위의 재건에 이용될 수 있으리

라 판단된다.
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Explanation of figures

Figure 1. (A) Ed 13.5 tooth germs, which was dissected from the mandibular

prominence. (B) Embryonic mandible, which had the transplanted tooth germ in the

diastema. An arrow indicates the transplanted tooth germ.

Figure 2. Cultured diastema area, which had the transplanted tooth germ. The

formation of the supporting structures and the development of the tooth was

observed. (A: Ed11.5 tooth germ, Hematoxylin-eosin, x40, B: E13.5 tooth germ,

Hematoxylin-eosin stain, x40).

Figure 3. The Ed 11.5 tooth germs cultured with the BMP4-soaked beads. The

transplanted tooth germ showed development to the bell stage (A:

Hematoxylin-eosin, x40, B: Masson-trichrome, x100).

Figure 4. The Ed 13.5 tooth germs cultured with BMP4-soaked beads. The first

and second molars originated from the transplanted tooth germs And the

developing tooth showed mature cusp development with the formation of the

enamel and dentin matrix (A. Hematoxylin-eosin, x40, B. Masson-trichrome, x100).


