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Ⅰ. 서 론

Cyclosporine (CsA)은임상에서사용되는주된면역억제제로1-2),

CsA의장기간투여는신독성, 간독성, 고혈압, 신경독성, 신장

과 폐의 섬유화 등의 전신적인 합병증과 구강 내의 비정상적

인 치은증식이 발생한다고 보고되고 있다1,3-7).  CsA와 관련된

비정상적인치은증식은 Starzl 등8)에의해이식수술을받은환

자에서 처음으로 보고되었고, 동물실험 결과 개와 고양이에

CsA를투여하였을때치은증식이유도됨도확인되었고9), 이

후많은연구가진행되어왔다10). 

CsA에 의한 치은증식에는 섬유성 증식과 염증 반응이라는

두가지기전이관여한다고알려져있으며, 염증반응에원인

을 두는 기전으로는 CsA가 T형 임파구의 작용을 억제하는

cytokine들의 활성에 영향을 주는 과정에 작용한다고 한다6,11).

섬유성 증식을 원인으로 보는 연구들에서는 CsA가 여러

cytokine이 섬유아세포에 의한 교원질과 단백질의 형성 증가,

그리고 교원질분해효소의 활성화 감소에 영향을 미친다고

보고하고있다. 

기질 금속단백분해효소(matrix metalloproteinase; MMP)는 아

연을포함하고있는세포외기질단백분해효소로서20 여종로

나룰 수 있으며, 세포외기질 중 세포간질이나기저막 교원질,
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Purpose : Cyclosporine A (CsA) is a versatile immunosuppresive agent used to prevent graft rejection syndrome and treat autoimmune disease.

One of the major side effects associated with CsA is the abnormal gingival hyperplasia. The purpose of this study was to investigate the relationship

between the mRNA expression of the MMP-1, TIMP-1, and TGF-β1 and the concentration of CsA in cultured human gingival keratinocytes.

Materials & Methods : Gingival keratocytes were obtained from gingival tissues of 4 healthy donors. The cultured gingival keratocytes were incu-

bated with increasing concentrations of CsA (0-2000 ng/ml) for 24 hours and the expression of MMP-1, TIMP-1, and TGF-β1 were determined by

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

Results : The expressions of MMP-1 and TGF-β1 were not significantly different according to the concentrations of CsA. The expression of TIMP-

1 was  significantly increased at the CsA concentration of 500 ng/ml. 

Conclusion : We concluded that the gingival hyperplasia induced by CsA was more related with TIMP-1 than MMP-1 or TGF-β1 on gingival colla-

gen metabolism in patients treated with CsA.
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단백당, fibronectin, laminin과 같은 단백질로 구성된 물질을 분

해시켜발육, 성장, 창상의치유와같은결합조직재형성에관

여하는것으로알려져있다. 금속단백분해효소의활성은세포

외적으로조절할수있으며자연적인억제인자인특이성금속

단백분해효소억제인자(tissue specific inhibitors of matrix metallo-

proteinase; TIMP)와의 상호 작용에 의해서 조절된다12). TGF-

β1(transforming growth factors-β1)은 창상 치유에 관계되는 많은

세포활성물질중에염증반응과세포외기질축적등창상치

유의 모든 과정에서 영향을 미치는 인자로서 많은 교원질을

생산하게하여구강연조직의재형성관여를하게된다. 이러

한CsA에의한치은증식기전의이해는구강악안면영역의장

기이식에유용할뿐만아니라, 구강점막의조직공학적연구

에도많은도움이될것으로사료된다.

CsA에 의한 치은증식이 교원질의 생성에 관련된 MMP-1,

TIMP-1, TGF 등의단백질과의관련이있는연구들이현재많

이진행되고있고, 이들단백질의발현양상도유의한차이들

이 관찰되고 있다. 그러나 치은조직에 관한 조직학적 연구를

보면섬유아세포뿐만아니라상피의각화층세포도증가된것

을관찰할수있다. 하지만CsA의치은각화세포에대한연구와

이들세포들이교원질생성과흡수에관여하는지에대한연구

는아직미비한실정이다. 이에본연구는정상치은조직에서

배양된 치은각화세포에서 CsA의 투여 농도에 따른 MMP-1,

TIMP-1, TGF-β1에서발현정도를관찰하여, CsA가치은각화세

포에서치은증식과관련된교원질대사에관여하는지를밝히

고자하는바이다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 연구재료

본 연구는 한양대학교병원에서 면역억제제를 복용하고 있

지않은건강한성인 4명에서제 3 대구치발치시얻은정상치

은조직을 사용하였다. 치은조직의 채취 시에 환자의 동의를

받았고, 이와관련된실험에대한내용은한양대학교병원기

관윤리심의위원회에서허가를받았다.

2. 연구방법

1) 세포배양

실험에사용된정상및치은증식환자의치은조직에서치은

각화세포를얻었다. 치은조직을 PBS (phosphate-buffered saline;

Gibco, Grand Island, NY, USA)에여러번세척한다음 4℃의 dis-

pase II (Roche, Mannheim, Germany)에 18 - 20 시간 담가두었다.

각화상피층을분리하고가위로잘게자른후에 0.05% trypsin-

EDTA (Gibco) 용액과반응시켜단세포집단을얻었다. 이를모

은 후 원심 분리하여 세포층을 얻었다. 얻어진 세포덩어리를

10% FBS (fetal bovine serum; Gibco)가함유된 Dulbeco's Modified

Eagle's Medium (DMEM; Gibco)에서배양하였다. 배양후 4일째

치은 각화세포가 부착되고 나면, 배지를 keratinocyte growth

medium (KGM; Cambrex, USA) 으로교환하였다(Fig. 1). 각계대

별로 세포의 수와 활성을 평가하기 위해서 trypan blue 염색을

시행하였다. 실험에서는 첫 번째에서 세 번째 계대의 세포를

사용하였다. 

2) Cyclosporine A 처리

치은 각화세포 (1×105 cells/well)에 CsA 농도(ng/ml) 0, 250,

500, 750, 1000, 1500, 2000으로24시간동안처리하였다.

3) Reverse transcriptase-polymerease chain reaction (RT-PCR)

mRNA를추출하기위해서먼저 CsA 각농도로처리된세포

배양 well의상등액을걷어내고, Easy BlueTM (Intron, Seong Nam,

Korea)를각 well 당 1 ml 씩 tube에넣고재부유시킨다음, cholo-

form 200 ㎕를더하여세게흔들고난뒤 4℃에서 13,000 rpm, 15

분간원심분리하였다. 상층에서 400 ㎕를취하여새로옮겨넣

<정상, passage-0>                 <치은 증식군. passage-0>

Fig. 1. Gingival keratinocytes were obtained by incubating from the normal and overgrown gingival tissues.

(× 100)
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고 여기에 isopropanol을 동량 넣어 mRNA를 침전시켰다. 실온

에서 10분간방치한다음역시 4℃에서 13,000 rpm, 5분간원심

분리한뒤상등액을걷어내고, 마지막으로 75% ethanol을넣어

4℃에서 10,000 rpm, 5분간 원심 분리하여 상등액을 버리고

mRNA를얻었다.

추출된 mRNA를 cDNA로변환시키기위해서 mRNA를 70℃

의 0.5 ㎍ random nonamer (Genotech, Daejeon, Korea)에서 5분동

안반응시킨후 4℃에서냉각시켰다. 다음mRNA-nonamer를 10

mM dNTP mix (Intron) 1 ㎕, reverse transcriptase M-MuLV (MBI

Fermentas, Hanover, MD, USA) 1 unit, 5X M-MuLV dilution buffer

(MBI Fermentas) 4 ㎕, 그리고 RNase inhibitor (MBI Fermentas) 0.5

㎕와섞고 20 ㎕에되도록 nuclease-free water (Promega, Madison,

WI, USA)를사용하였다. 이혼합물을 25 ℃에서 10 분, 42 ℃에

서 60 분, 72 ℃에서 10 분, 4 ℃에서 5 분으로 incubation하였다.

PCR은 2 ㎕의 cDNA에 2.5 mM dNTP mix (Intron) 2 ㎕, 10 X Taq

buffer (Intron) 2 ㎕, Taq polymerase (Intron) 0.2 ㎕, 10 pmol 각유전

자에 맞는 forward 및 reverse primers를 사용하여 시행하였다.

GAPDH , MMP-1, TIMP-1과 TGF-β1의 cDNA는 각각의 specific

primer쌍을 사용하였다. 정확한 mRNA 양을 측정하기 위해서

GAPDH 발현을관찰하였다. 사용된각각의 primer들은 Table 1

과같다. PCR 반응이종료된검체들에서각산물을 10 ㎕씩취

하여 6X loading buffer (0.25% bromphenol blue, 0.25% xylene

cyanol, 3.0% glycerol in water) 2 ㎕와혼합하여 agarose gel에서전

기영동하고 ethidium bromide로 염색하여 Gel-Doc (Bio-rad,

Hercules, CA, USA)에서분석하였다. 각각의샘플에서나온 tar-

get mRNA transcripts는GAPDH band intensity의상대적인비율로

계산하였다.

4) 통계처리

결과는실험에서의평균값±표준편차로표시하였으며, 농

도에따른각각의유전자발현에대한차이는 Wilcoxon sign 검

증에서95% 신뢰구간에서유의성검증을시행하였다.

Table 1. The sequences of used primers and the condition of PCR

Primers sequences (5' → 3') Condition cycle size

MMP-1-FW GGT GAT GAA GCA GCC CAG 95℃ 3 min

95℃ 30 sec

58℃ 30 sec 30 438bp

MMP-1-RV CAG TAG AAT GGG AGA GTC 72℃ 30 sec

72℃ 2 min

4℃ ∞

TIMP-1-FW TGC ACC TGT GTC CCA CCC CAC CCA CAG ACG 94℃ 3 min

93℃ 45 sec

58℃ 45 sec 40 551bp

TIMP-1-RV GGC TAT CTG GGA CCG CAG GGA CTG CCA GGT 72℃ 90 sec

72℃ 7 min

4℃ ∞

TGF-β1FW AAG TGG ATC CAC GAG CCC AA 94℃ 3 min

94℃ 30 sec

55℃ 60 sec 34 246bp

TGF-β1RV GCT GCA CTT GCA GGA GCG CAC 72℃ 30 sec

72℃ 7 min

4℃ ∞

GAPDH-FW GAA GTG GAA GGT CGG AGT C 94℃ 3 min

94℃ 30 sec

57℃ 30 sec 25 313bp

GAPDH-RV GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC 72℃ 30 sec

72℃ 7 min

4℃ ∞

PCR; Polymerase Chain Reaction, MMP; Matrix metalloproteinase, TIMP; Tissue specific inhibitor of matrix metalloproteinase, TGF; Transforming

growth factor, GAPDH, Glyseraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, FW; forward, RV; Reverse.
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Ⅲ. 연구 결과

1) CsA 농도에따른MMP-1의발현양상

CsA의 농도에 따른 MMP-1 mRNA의 발현양상을 관찰하기

위해서각각 4명에서배양된치은각화세포(Normal 1, 2, 3, 4)에

CsA의농도를 0, 250, 500, 750, 1000,1500, 2000 ng/ml으로 24시간

처리하였다. 전체 mRNA를 추출한 다음 MMP-1과 GAPDH

mRNA의 발현을 보기 위해서 RT-PCR을 시행하였다. MMP-1

과 GAPDH mRNA 발현양상은 438 bp, 313 bp에서각각관찰되

었다. MMP-1 mRNA 발현양상은GAPDH mRNA 발현의 density

를기준으로표준화하였다. 치은각화세포에서는 CsA의농도

에 따른 MMP-1의 발현변화는 나타나지 않았고, 통계적으로

유의하지않았다(Fig. 2). 

2) CsA 농도에따른TIMP-1의발현양상

CsA의 농도에 따른 TIMP-1 mRNA의 발현양상을 관찰하기

위해서각각 4명에서배양된치은각화세포(Normal 1, 2, 3, 4)에

CsA의농도를0, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 ng/ml으로24시간

처리하였다. 전체 mRNA를 추출한 다음 TIMP-1과 GAPDH

mRNA의 발현을 보기 위해서 RT-PCR을 시행하였다. TIMP-1

과GAPDH mRNA 발현양상은 551 bp, 313 bp에서각각관찰되

었다. TIMP-1 mRNA 발현양상은GAPDH mRNA의발현의 den-

sity를 기준으로 표준화하였다. 배양한 치은 각화세포에서는

CsA의 농도가 증가함에 따라서 TIMP-1의 발현은 500, 1000

ng/ml에서증가하였고농도 500 ng/ml에서는통계학적으로유

의한증가가관찰되었다(Fig. 3). 

Fig. 2. Effects of CsA on expression of MMP-1 by human gingival keratinocytes. Total mRNA was isolated and cDNA

was synthesized by reverse transcriptase. After amplification using specific primers to MMP-1 and GAPDH, the

products were resolved in an agarose gel and ethidium bromide stain. The expression of MMP-1 according to CsA

concentration was not statistically significant.

Fig. 3. Effects of CsA on expression of TIMP-1 by human gingival keratinocytes. Total mRNA was isolated and cDNA

was synthesized by reverse transcriptase. After amplification using specific primers to TIMP-1 and GAPDH, the

products were resolved in an agarose gel and ethidium bromide stain. The expression of TIMP-1 was significantly

increased at CsA concentration of 500 ng/ml (*p<0.05).

*
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3) CsA 농도에따른TGF-β1의발현양상

CsA의 농도에 따른 TGF-β1 mRNA의 발현양상을 관찰하기

위해서각각 4명에서배양된치은각화세포(Normal 1, 2, 3, 4)에

CsA의농도를 0, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000ng/ml으로 24시간

처리하였다. 전체 mRNA를 추출한 다음 TGF-β1과 GAPDH

mRNA의 발현을 보기 위해서 RT-PCR을 시행하였다. TGF-β1

과 GAPDH mRNA 발현양상은 246 bp, 313 bp에서각각관찰되

었다. TGF-β1 mRNA 발현양상은 GAPDH mRNA의발현의 den-

sity를기준으로표준화하였다. 치은각화세포에서 CsA의농도

에따른TGF-β1의발현의변화는관찰되지않았다(Fig. 4). 

Ⅳ. 총괄 및 고찰

비정상적인치은증식은치주조직의병변이외에도약물, 호

르몬 변화, 백혈병, 비타민 결핍과 같은 전신질환에의해서도

발생할 수 있고13-17), 이 중 CsA에 의한 치은증식은 Rateitschak-

pluss 등10)에의해처음보고된이후많은연구자들에의해논의

되어왔다. CsA에의해유독구강내치은만이증식하는것은

특히 치은 결합조직내의 섬유아세포가 CsA에 민감하기 때문

으로 추정되나 정확한 연구는 미비한 실정이다. 치간 유두에

서시작하는치은증식은 CsA의투여량보다는투여기간에영

향을많이받으며, 투여후 6개월이내에발병률이가장높다고

한다18-20). 치은증식이발생했을경우그심한정도는 CsA의혈

장내농도보다는이미존재하고있는치은염이더영향을미

친다고 보고되고 있다21). Nash 등22)은 치은증식의 평가를 임상

적인치관길이, 치은열구깊이, 치간유두의길이등을기준으

로 치료의 결과를 비교하여 보고 하였는데 많은 증례에서 치

료후일정기간후에재발이생기게되고, 환자는주로기능적

또는심미적인개선을위해내원하는경우가많았다. CsA에의

한 치은증식의 치료에 대해 Wirnsberger 등23)은 치석제거술 등

의구강위생술식은치은의건강에는도움이될지모르나, 치

은증식의 치료에는 효과가 없다고 보고하고 있다. 따라서 외

과적치료가병행되어야하나, 구강위생술식과치은절제술을

병행하였을경우에도재발률은50%에이른다고보고하였다.

CsA에 의한 치은증식은 염증성 증식과 섬유성 증식이라는

두가지기전이작용할것으로보인다. 염증반응에중점을두

는기전에서는 IL (Interleukin)-1이 IL-2 수용체를가진세포독성

T-임파구의 전구체를 활성화시키는 과정에서 IL-2에 의한 세

포독성 T-임파구의활성화가이식의거부반응을일으키는데,

이과정에서CsA이작용할것이라고가정한다6,11). 또한혈소판

활성인자는많은염증반응과면역반응에관여하는데이는섬

유아세포의 활성도나 증식에도 영향을 미칠 수 있다. 보통

leukotriene B4와 혈소판 활성인자는 치주질환에 이환된 곳과

치은열구액에서발견되어진다고보고된바있다13,24).

CsA에의한치은증식이치은조직의섬유성증식에기인한다

는보고들은섬유아세포에의한교원질과단백질의형성증가,

그리고교원질분해효소의활성화감소가주된원인이며, 여기

에는여러단백질과 cytokine 등이영향을미친다고한다. 세포

외기질의 생성과 합성은 MMPs들에 의해서 조절되고, CsA에

의해서 섬유아세포의 MMPs 발현 양상이 달라진다는 보고들

이 있다. 이러한 MMPs의 활성을 억제하는 단백질로 알려진

TIMPs의 섬유아세포에서 조절기전에 대한 연구들도 활발히

진행되고 있다. Hyland 등25)은 CsA에 의한 섬유아세포에서의

MMP-1, TIMP-1의 mRNA발현 양상을 관찰한 후, CsA에 의한

교원질의 증가는 MMP-1의 발현 감소에 따른 교원질 분해의

억제에 의한 것이고, 여기에 TIMP-1에 의한 MMP-1의 억제작

용은관찰되지않는다고보고하였다. 그러나 Tüter 등26)은 CsA

에의한치은증식에서 TIMP-1이 MMP-1보다더많은영향을

미친다고 보고하고 있다. Kim 등27)은 정상치은 조직과 CsA에

의한치은증식이있는치은조직에서단백질발현양상을면역

조직화학적방법에의해서분석한후 MMP-1의발현양상에서

두군간에차이는있으나, TIMP-1의발현에서는유의한차이

Fig. 4. Effects of CsA on expression of TGF-β1 by human gingival keratinocytes. Total mRNA was isolated and cDNA

was synthesized by reverse transcriptase. After amplification using specific primers to TGF-β1 and GAPDH, the

products were resolved in an agarose gel and ethidium bromide stain. The expression of TGF-β1 according to CsA

concentration was not statistically significant.
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가없음을보고하고있다. 

그러나위의연구들은주로치은증식을결합조직내의섬유

아세포에 의한 교원질 성분의 증가와 감소에만 초점이 되어

있다. 임상적으로도 치은증식의 경우 결합조직 내의 증식과

더불어상피층의결합조직내로의증식이관찰되는데이번연

구는 위의 연구들과는 달리 상피조직 내의 각화세포에서의

교원질대사와관련된 MMP와 TIMP의관련성에대한연구에

중점을 두고 시행하였다. 본 연구 결과를 보면, 치은각화세포

에관한연구에서는MMP-1는CsA 처리농도가증가함에따라

유의성있는발현차이가없었으나 TIMP-1은 CsA 500 ng/ml과

1000 ng/ml 처리군에서발현이증가되었으며특히 500 ng/ml 처

리 군에서는 통계적으로도 유의성 있는 증가가 관찰되었다.

이는CsA에의한치은증식이MMP-1의교원질분해를통한상

피층또는결합조직으로의침윤성증식보다는TIMP-1의상피

층내에서의교원질분해억제를통한상피층증식으로인하여

발생할수있다는가능성을제시한다고할수있겠다. 그러나

실험 구성 상 건강한 환자의 치은에서 채취한 각화세포에 직

접적으로 CsA를 처리하였고 임상적으로 CsA가 장기적으로

사용됨과는달리 24시간처리하였으므로단기간의효과에한

정될 수 있는 생체 외 실험(in vitro)결과여서 해석에는 논란이

있을수있다. 

TGF-β1의 기능은 세포증식, 세포사멸기전, 세포 분화, 세포

외 기질의 생성 등으로 병적인 세포외기질의 축적에 의한 조

직의섬유화에서도중요한조절인자역할을한다. CsA의자극

에의해서발현된 TGF-β1은 MMP와 TIMP의생성을조율할뿐

아니라, 섬유아세포 증식, 교원질 생성들도 자극하게 된다.

Cotrim 등28)은정상섬유아세포에CsA을처리한연구에서TGF-

β1이 autocrine형태의 기전에 의해 인간 섬유아세포의 단백질

분해기능을 저하시킴으로서 치은증식의 세포외기질 축적을

야기한다고보고하였고, Gagliano 등29)은 CsA의의한교원질의

축적은MMP-1의감소에의한것이고, 이때에TGF-β1의증가가

동반된다는것을보고하였다. Yoshida 등30)은백서의치은세포

에서 CsA의 자극에 의해서 TGF-β의 발현이 증가를 관찰하고

CsA에의한교원질대사의변화와교원질섬유분해효소의발

현은TGF-β1의발현증가에기인한다고보고하였다. Cotrim 등31)

도 antisense에의한 TGF-β1의발현억제실험에서 TGF-β1의억

제에따른교원질분해효소의증가를보고하였다. 그러나이

들연구는주로치은의섬유아세포만에서의관찰이고상피층

의각화세포에서의 TGF-β1의발현양상에대한연구는미비한

실정이다. Kim27) 등의연구결과를보면 CsA에의해증식된조

직에서 TGF-β1발현이상피와결합조직의연결부위에서발현

되는것으로보면각화세포와섬유아세포간의연관을추측할

수있다. Kim31) 등은 CsA에의한 TGF-β1의발현의증가가배양

된치은섬유아세포에서관찰되는것으로보고하고있으나이

번 실험에서 배양된 치은각화세포에서의 TGF-β1은 CsA 처리

농도에따라유의한변화양상을보이지않았으며MMP-1 또는

TIMP-1의발현양상과도별다른관련성이없는것으로나타났

는데 이는 TGF-β1가 CsA에 의한 치은각화세포의 교원질대사

에별다른영향을나타내지않는것으로사료된다.

CsA에의한치은증식에대한기존의연구들은살펴보면상

피층이두터워짐과상피돌기(rete peg)의침윤성증식을특징적

으로보고하고여러실험들도이러한조직학적발견들을기반

으로 하여 진행된 것을 알 수 있다32,33). 이에 비하여 상피층 중

각화층의 두께변화에 대한 연구들은 많지 않은데 본 연구는

이러한 점에 착안하여 상피층 중 특히 각화층을 구성하는 치

은각화세포에 초점을 맞추고 시행하였다. CsA가 각화세포의

세포주기를 빠르게 변화시켜 각화층이 증식된다거나 각화세

포자체의비대(hypertrophy)를유도하여직접적으로치은증식

을 일으킨다는 보고34)가 있는 반면 정반대로 CsA가 치은각화

세포에서항증식효과(antiproliferative effect)를가진다는보고35)

도있다. 결론적으로이번실험은CsA에의한치은증식은상피

층중각화층의변화와관련이있을수있으며, 이는각화세포

에 대한 CsA의 직간접적인 교원질 대사, 특히 성장인자 중

MMP-1 발현증가에 의한 영향으로 발생할 수도 있다는 것을

보여준다. 그리고치은각화세포에서 CsA에의한교원질대사

에관련된성장인자와세포분열의주기를조절하는성장인자

들 사이의 관련성에 대한 연구는 추가적으로 진행되어야 할

것으로사료된다.

Ⅴ. 결 론

본 연구는 정상치은조직에서 배양된 구강 치은각화세포에

서 CsA에 농도 변화에 의한 MMP-1, TIMP-1, TGF-β1 mRNA의

발현을관찰하여다음과같은결과를얻었다. MMP-1과TGF-β1

은배양된치은각화세포에서CsA 농도에따른발현변화는없

었지만,  TIMP-1은배양된치은각화세포에CsA 농도 500 ng/ml

에서유의한증가를보였다. 결론적으로CsA에의한치은증식

이MMP-1의교원질분해를통한상피층또는결합조직으로의

침윤성증식보다는TIMP-1의상피층내에서의교원질분해억

제를 통한 상피층 증식으로 인하여 발생할 수 있다는 가능성

을제시한다고할수있다. 
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