
I. 서론

치주조직은 치아를 지지하고 있는 조직으로

상피, 결합조직, 백악질, 골로이루어졌으며, 노

령화로 인한 노화변화를 겪게 된다. 이런 변화

는 치주적으로불리한환경증가로인한염증에

의해서도일어나지만노화그 자체에의해서도

일어나게 된다. 노화에 따른 치주조직 자체의

변화는상피에경우, 각화및 두께감소등이일

어나며, 또한 rete peg의두께도감소하게되는

것으로 알려져 있는데, 이로 인해 치주병원에

대한저항력이감소하게된다1 ). 결합조직은세

포성분의 감소, 교원질 합성 감소가 일어나며,

구성하고있는섬유질의배열도좀더불규칙적

으로 변하게 된다. 또한 노화된 세포에의하여

분비된c o l l a g e n a s e와 stomelysin 등의효소와

사이토카인으로인해상피기질과기저막과하

부실질등이파괴된다2 - 4 ). 이런 일련의과정에

의하여만성위축성변화가일어나게된다5 ).

치주조직은세포성분과비세포성분으로이루

어져있다. 치은의 세포성분 중 가장 많은 것은

섬유아세포이다. 치은조직의 손상이나 치주치

료 후 치은섬유아세포는유사분열을통하여증

식하게 되며, 연조직의 치유를 완성한다. 하지

만, 이런치유과정도노화될수록억제되는것으

로알려져있으며, 이런현상은치은섬유아세포

의변화에의하여초래되는것으로사료된다. 

무한복제능을가지고있는배아와일부종양

세포를 제외하고는 대부분의 세포들은 배양계

에서제한된수명을가지고있고, 이제한된수

명에 이르게 되면 증식과 세포의 성장이 멈추

게 된다. 이것을 세포노화 혹은 복제노화라고

하는데, 이런 현상은 처음 H a y f l i c k과 M o o r-

h e a d에 의하여 처음으로 연구되었고, 이 연구

에서는시험관내 조건에서섬유아세포는항상

일정한 횟수의 세포분열 후에 더 이상 세포분

열을하지못하고세포분열이정지한다는연구

결과를발표하였다6 ). 그후복제노화에대한연

구는인간의섬유아세포의배양에서 3 0년 이상

연구되어져 오고 있으며7 - 1 1 ), 또한 다양한 종

에서의 많은 세포들에서도 섬유아세포와 같은

한정적 복제수명을 보여주고 있다1 2 ). Stan-

ulis-Praeger B는 복제노화가 시험관 내에서

세포배양에의한인공산물이아니라는것을밝

혔고, 생체내에서도복제노화가일어난다고보

고하였다1 1 ). 

복제노화의가장중요한현상은 G1 주기에서

세포주기가 멈추고 더 이상 진행되지 않는다는

데에있다. 세포가이단계에이르게되면더 이

상 D N A합성을 하지 않게 된다. 이런 노화현상
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은 우성형질로서젊은 세포와 노화세포를 융합

한세포도노화의표현형을가지며, 또한노화된

세포의 D N A를 추출하여젊은세포에주입하면

D N A합성과성장이정지하게되며1 3 ), 세포주기

를 활성화할 수 있는 생리적 분열촉진인자들도

세포를S 주기로이행시킬수없게된다1 4 ).

이런 세포의 복제노화와 세포주기의 정지는

매우 복잡한 과정을통하여 일어난다. 이를 설

명하기위해서많은가설들이제시되어져오고

있다1 5 , 1 6 ). 이런 가설들은 두 가지 범주로나눌

수 있다. 첫 번째는여러 인자들이 세포내부와

외부의 분자들에 손상을주며, 이런 손상된분

자들이축적되어, 복제노화에이르게된다는것

이다. 이런 손상 가설의대표적인 것이 반응기

산소의 발생으로 인한 단백질과 DNA 합성의

변성으로세포와조직에손상이축적되어유발

된다는 이론이다. 노화를 설명하는두 번째 가

설은 유전자발현의 프로그램설로 유전적 변화

로 변형된 유전자 표현형이 축적됨에 따라 예

정된분열능의상실을초래한다는것인데현재

이 가설이 더 타당성 있는 것으로 받아들여지

고있다. 이런복제노화를조절하는유전자들의

대부분은 세포주기 조절에 관여하는 유전자들

로알려져있다.

세포주기의 진행과 정지에는 여러 세포주기

조절단백질이 복합적으로 관여한다는 것은 널

리알려진사실이다. 세포주기의진행에있어서

R B단백질이 중요한 역할을 한다. RB단백질은

retinoblastoma gene의 산물로 r e t i n o b l a s-

t o m a에서 처음 발견되었다1 7 ). RB는 인단백질

로 인산화가 세포분열의 기능조절에서 결정적

인 역할을 한다1 8 ). 이런 조절 작용은 R B에서

인산이떨어지거나, 활성형태가전사인자와결

합하게되었을때1 9 ), RB의 기능이불활성화되

고 전사인자효소인 E 2 F는 유리되어 세포주기

에 있어 D N A합성의 개시와 진행이 일어난다.

그러나, 세포분열을하지 않는 섬유아세포에서

일반적으로 dephosphorylated form으로존재

하고 있으며, 분열활성인자들과반응하게 되면

인산화된다2 0 ). RB의 인산화에는 c y c l i n과

cyclin dependent kinase(cdk)의복합체가관

여하는데 이들은 R B를 인산화시켜 유전자 전

사조절단백질에영향을미치게된다2 1 ). Cdk들

은 각기 독특한 c y c l i n이라는단백질과 결합하

거나, 다른 효소에의한인산화, 그리고 세포주

기 억제인자와의상호작용에의하여그 활성이

조절된다2 2 ). 세포주기억제인자는 c y c l i n - c d k

복합체와결합하여그 활성을저해하는데 p 1 6 ,

p21, p27, p53 등을들수있다. 이들은정상적

인 세포주기조절에서억제의조절자로서필수

적인 역할을 한다. 세포의 복제노화는 이러한

세포주기 조절단백질의 발현변화로 일어나는

것으로알려져 있다. 이런 억제의 조절자가 정

상적으로작용하지못하게되면, 세포는불멸화

되고반복적인증식을통하여종양화된다2 3 , 2 4 ).

세포주기 억제인자는정상세포에서 D N A의 손

상이있거나, TGF-β와 같은여러인자에의하
여 활성화되고 세포주기를 정지시켜 세포를

G1 주기에머무르게된다. 이때 세포내에서는

D N A의 수선과정이진행되고정상적으로회복

되면 세포주기억제인자들은 제거되고 다시 S

주기로 세포주기는 진행하게 된다. 그러나, 복

제노화된 세포의 경우에는 세포증식인자를 주

입을 해도 G1 주기가 다시 S 주기로진행되지

않는비가역적인변화가일어난다.

최근 연구에따르면복제노화가 일어난섬유

아세포에서 세포주기 조절단백질의 발현변화

가보고되고있으며, 섬유아세포의기원에따라

세포주기조절단백질의 변화도차이가있었다.

사람의 폐에서 일차배양해서 분리해낸 섬유아

세포의 복제노화세포에서는 p 2 1과 p16 발현

증가가주요한원인으로 p R B와 cyclin D1등은

큰 관계가없는 것으로보고된2 5 ) 반면, 사람의

구강각화세포의복제노화과정에는주로 p 1 6이

관련되어져있다고보고된바있다2 6 ). 

그러나, 치주조직에서재생과치유에있어중

요한 역할을 담당하는 치은섬유아세포의 복제

노화시 세포주기의 조절이 어떻게 조절되는지
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는그자세한기전은아직연구된바가없다. 따

라서 본 연구에서는 치은섬유아세포의 복제노

화에 따른 세포증식 및 세포주기의 변화를 관

찰하고 세포주기 조절의 분자기전을 연구하기

위하여 세포주기조절 단백질의 발현을 관찰하

였다.

II. 연구재료 및 방법

1. 세포 배양

치은섬유아세포는 치관길이 연장을 위해 내

원한건강한2 1세남성의치간유두를절제하여

얻은조직으로부터배양하여얻었다. 절제된조

직 은 Dulbecco's Modified Eagle's

Medium(DMEM, Gibco Co., USA)이 담겨있

는 15 ml tube에 바로 옮겨 담아 혈액이나 이

물질을 제거하기 위해 3회 세척을 시행한 후,

미생물 오염을 방지하기 위해 10% FBS(fetal

bovine serum, Gibco Co., USA)와 1% 항생

제(Penicillin G 10,000 units/ml, Ampho-

tericin B 25㎍/ml, Gibco Co., USA)가첨가된

D M E M이 들어 있는 100 ㎜ 조직배양접시에

옮겨 No. 15 blade를 사용하여 1 ㎟으로 세절

하고, 60 ㎜ 배양접시에 5∼6개조각을고르게

분포시켰다. 약 3 0분간 3 7℃, 100% 습도, 5%

C O2 배양기에서 배양하여 배양접시 바닥에조

직이고르게부착되도록배양시킨후, 배양접시

에 10% FBS와 1% 항생제가포함된DMEM 3

m l을 첨가하였다. 단일세포층이형성될때까지

2∼3일간격으로배양액을교환하였다. 단층밀

생이 형성된 후 배양액을 제거하고 2회 세척

후, 0.25% Trypsin/EDTA (Gibco Co., USA)

를 이용하여 배양 접시에 부착된 세포를 분리

시킨후 다시 60 ㎜ 조직배양용접시에분주하

였다. 배양액은 세포의 충분한 증식이 나타날

때까지 3일 간격으로 교환하였고 계대배양은

1 : 3∼4의비율로시행하였다. 

2. Population doubling level(PDL)의 측
정

치은섬유아세포를 시험관내에서 배양하고

PDL 증가에 따른 복제노화를 관찰하였다. 정

상 치은조직으로부터 분리한 치은조직을 배양

접시의 표면적을 80 % 이상의 세포로 채워졌

을 때 까 지 배 양 하 고 , 0.25%

Trypsin/EDTA(Gibco Co., USA)으로세포를

배양접시에서 분리시키고, 위상차현미경과 혈

구계수기를 사용하여세포수를측정하였다. 일

차 배양으로얻는치은섬유아세포는다음배양

에 사용되었다. 이런 일련의 배양과정은 1 8계

대까지 시행하였다. 치은섬유아세포의 P D L은

각각의 과정에서 다음의 공식으로 계산하였다
2 7 ). 

(N : Population doubing level, Cf : 수확한

세포수, Ci : 부착된세포수) 

3. 세포증식율과세포생존율의 측정

복제노화가치은섬유아세포의세포증식에미

치는 영향을 평가하기 위하여, 밀생에 도달한

PDL 27, PDL 41 및 PDL 58의 세포들을

0.25% Trypsin/EDTA로 분리해 내었다. 이

세포들을 배양액으로 현탁시키고 6 - w e l l

p l a t e에 5×1 04 개의 세포가 되도록 분주하였

다. 2일군과 4일군으로 나누어 배양한 후

0.25% Trypsin/EDTA를 이용하여 배양접시

에서 떼어내었다. 세포부유액 90 ㎕와 t r y-

pan-blue 10 ㎕를 섞어죽은세포만을염색시

켰다. 위상차현미경과 혈구계수기를 이용하여

염색되지않은살아있는세포수를계산하여세

포증식율을 측정하였으며, 세포생존율은 죽은
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세포수와 살아있는 세포수를 측정하여아래의

공식을이용하여측정하였다.

4. 세포활성도의측정

복제노화가치은섬유아세포의세포활성에미

치는 영향을 평가하기 위하여, PDL 27, PDL

41 및 PDL 58에서 80% 밀생에도달한단층의

세포들을 0.25% Trypsin/EDTA로 떼어내어

혈구계수기로세포를세어24-well plate의각

w e l l당 1×1 04개의 세포가들어가도록 분주하

였다. 세포들이 부착할 수 있도록 1일간 5 %

C O2, 100% 습도의 3 7℃ 배양기에서 배양한

후 부착되지 않은 세포를 제거하기 위해 배지

를 교환하고, 2일군과 4일군으로 나누어 배양

한 후, 생리 식염수로 용해한 M T T ( 3 - ( 4 , 5 -

d i m e t h y l t h i a z o l - 2 - y l ) - 2 , 5 - d i p h e n y l

tetrazolium bromide ; Sigma, USA) 용액

300 ㎕를 w e l l에 첨가하여 4시간동안 배양하

였다. 배양 후 배지를 제거하고 200 ㎕의

DMSO(Junsei, Japan)를 첨가하여 형성된

formazan 결정을 용해시킨 후 96-well plate

상으로 옮겨서 ELISA analyser(Spectra

MAX 250, Molecular Devices Co., USA)를

이용하여540 nm에서흡광도를측정하였다.

5. 세포주기 분석

복제노화가치은섬유아세포의세포주기조절

에 미치는 영향을 평가하기 위하여, PDL 27,

PDL 41 및 PDL 58에서밀생에도달한단층의

세포들을 t r y p s i n i z a t i o n하여 혈구계수기로 세

포수를 측정한 다음 3×1 05 개의 세포를

phosphate buffered saline(PBS)으로 세척하

고 70% ethanol로 고정시킨후, RNase A(0.1

m g / m l )로 처리하여 R N A를 제거하였다. 50㎍

/ m l의 propiodium iodide 용액으로 3 0분간 염

색한 후 flow cytometer(Becton, Dickinson,

Mountain View, CA)로 488 nm에서 p r o p i-

odium iodide-DNA complex에서 발생하는

형광을측정하였다.

6. Western blot 분석

복제노화가치은섬유아세포의세포주기조절

단백질의발현에미치는영향을평가하기위하

여, PDL 27, PDL 41 및 PDL 58의 세포를

P B S로 2회 세척한후, lysis buffer로 세포 단

백질을 추출하고, BCA 용액( B i c i n c h o n i n i c

acid sol. Sigma, USA)에 C o p p e r (Ⅱ) sul-

fate(Sigma, USA)를 50 : 1로 혼합하여단백

질 농도를 측정하였다. 각 실험군별로 추출된

단백질 50 ㎍을 사용하여 15% SDS-poly-

acrylamide gel electrophoresis를 시행한 후

PVDF(Immobilon-P membrane, Milipore,

U S A )에 t r a n s f e r하였다. 비특이항체의결합을

막기위하여실온상태에서m e m b r a n e을 각각

의 blocking 용액(Zymed, USA)에1시간동안

처리하였다. 그후에다음과같은1차항체들을

이용하여 6 0분 동안 반응시켰다 . 1)

cdk4(Santa Cruz, USA), 2) cyclin D1 (S a n t a

Cruz, USA), 3) p21(Santa Cruz , USA), 4)

p53(Oncogene science), 5) p16(Santa

Cruz, USA), 6) RB(Santa Cruz, USA). 각각

의 1차 항체로반응시킨 후 blocking buffer로

2회 세척해 내고, anti-mouse와 a n t i - r a b b i t

IgG-alkaline phosphatase conjugated sec-

ondary antibody(Santa Cruz, USA)로실온에

서 2 0분 동안반응시킨후 1×P B S로 세척하였

다 . ECL(Amersham, UK)반 응시키고

Hyperfilm-MP(Amersham, UK)에 노출시킨

다. 사용된단백질이동일한양인지를확인하기

위하여 m e m b r a n e을 1× Ponceau S 용액

(Sigma, USA)에 염색한후 발현 정도를 서로

비교하였다.

8. 통계분석
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실험결과의 분석은 SPSS WIN program을

사용하여 평균과 표준 편차를 구하고, 이들의

통계학적 유의성은 일원분산분석법을 이용하

여처리하였다.

III. 연구결과

1 . Population doubling level의 증가
에 따른 복제노화

치은섬유아세포의 시험관 내 배양실험에서

population doubling level(PDL)의 증가에 따

1 3 9

Figure 1. Population doubling level (PDL) of human gingival fibroblasts according to replicative
senescence. The total cell numbers from the beginning to the end of each passage were
used to determine PDLs, based on which cell proliferation curve was generated. The PDL
numbers at which the cells were harvested are noted adjacent to the data points on the

Figure 2. Proliferation of human gingival fibroblasts according to PDLs. 
* ; Significant difference compared to PDL 27 at 2 days (p<0.05)
# ; Significant difference compared to PDL 27 at 4 days (p<0.05)



른 복제노화를 관찰하였다. 치은섬유아세포가

PDL 증가에따라복제노화가일어남을관찰할

수있었는데, PDL 58에서는치은섬유아세포의

완전한복제노화가일어남을관찰할수 있었다

(Figure 1).

2. 복제노화에 따른 세포증식율과 세포생존
율의 변화

치은섬유아세의복제노화가세포증식에미치

는 영향을 평가하기 위하여 PDL 27, PDL 41

및 PDL 58의 세포를 2일군과 4일군으로 나누

어 분석한 결과 P D L이 증가할수록 증식율이

감소하였다. 배양 2일군에서세 종류의치은섬

유아세포간에유의성있는차이는없었으나, 배

양 4일군에서는 PDL 27에 비하여 PDL 41과

PDL 58이 유의성있게 낮은 증식율을보였다

(Figure 2).

세포생존율도 세포증식율과 유사하게 P D L

이 증가함에따라 감소하였다. 배양 2일군에서

세 종류의치은섬유아세포간에유의성있는차

이는 없었으나, 배양 4일군에서는 PDL 27에

비하여PDL 41과 PDL 58은유의성있게낮은

세포생존율을보였다(Table 1). 이러한결과로

치은섬유아세포의 복제노화가 세포증식율과

세포생존율을억제시킨다는것을알수있었다.

1 4 0

Table 1. Cell viability of human gingival fibroblasts according to PDLs (% of control, Mean±S . D . )

D a y P D L 2 7 P D L 4 1 P D L 5 8

2 6 5 . 6 1±4 . 4 4 6 3 . 4 1±4 . 9 3 5 6 . 0 8±1 2 . 4 2

4 7 9 . 5 9±1 . 1 6 7 5 . 2 9±3 . 3 2* 5 9 . 4 9±9 . 9 5*

* ; Significant difference compared to PDL 27 at 4 days(p<0.05)

Table 2. Cell activity of human gingival fibroblasts according to PDLs (Mean±S . D . )

D a y P D L 2 7 P D L 4 1 P D L 5 8

2 0 . 4 3±0 . 0 4 0 . 4 4±0 . 0 5 0 . 3 8 4±0 . 0 1

4 1 . 9 5±0 . 1 3 1 . 7 2 6±0 . 1 0* 0 . 5±0 . 0 2*

* ; Significant difference compared to PDL 27 at 4 days(p<0.05)

Figure 3. Variation of cell cycle of human gin-
gival fibroblasts according to PDLs.
Cells were cultured for 4 days (A: PDL
27, B: PDL 41, C: PDL 58).



3. 복제노화에 따른 세포활성도의 변화

복제노화가치은섬유아세포의세포활성에미

치는 영향을 평가하기 위하여 PDL 27, PDL

41 및 PDL 58의 세포를 2일군과 4일군으로

나누어배양하고MTT assay를통하여세포활

성도를측정한결과 P D L이 증가할수록세포활

성도가감소하였다. 배양 2일군에서 세 종류의

치은섬유아세포간에 유의성 있는 차이는 없었

1 4 1

Figure 4. Western blot analysis for intracellular levels of cyclin D and cdk 4 in cultured human gingi-
val fibroblasts(HGFs). Cell extract equivalent to 50 ㎍ 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 dilut-
ed by 1 : 1000. After probing, the membrane was stained with 1×Ponceau S stain for 10
min to reveal the total cellular protein loaded per each lane.(1 : PDL 27, 2 : PDL 41, 3 : PDL

Figure 5. Western blot analysis for intracellular levels of p53 and p21 in cultured human gingival
fibroblasts(HGFs). Cell extract equivalent to 50 ㎍ 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×Ponceau S stain for 10 min to
reveal the total cellular protein loaded per each lane.( 1 : PDL 27, 2 : PDL 41, 3 : PDL 58)

Figure 6. Western blot analysis for intracellular levels of pRB and p16 in cultured human gingival
fibroblasts(HGFs). Cell extract equivalent to 50 ㎍ of total cellular protein of HGFs was
electrophoresed by 15% SDS-PAGE and transferred to a PVDF membrane. The intracellular
protein levels of pRB and p16 in HGFs were probed with respective antibodies diluted by 1 :
1000. After probing, the membrane was stained with 1×Ponceau S stain for 10 min to
reveal the total cellular protein loaded per each lane.( 1 : PDL 27, 2 : PDL 41, 3 : PDL 58)



으나, 배양 4일군에서는 PDL 27에 비하여

PDL 41과 PDL 58이유의성있게낮은세포활

성도를보였다. 이러한 결과로치은섬유아세포

의 복제노화가 세포활성을 억제시킨다는 것을

알수있었다(Table 2). 

4. 복제노화에 따른 세포주기의 변화

복제노화가치은섬유아세포의세포주기에미

치는 영향을 평가하기 위하여 PDL 27, PDL

41 및 PDL 58의 세포를 4일간배양하여 세포

주기를 flow cytometer로 분석한결과 P D L이

증가할수록 S 주기와 G2/M 주기가 감소하였

다. S 주기는 PDL 27이 2 2 . 7 6 %로 가장 높았

으며, PDL 58은 3 . 3 4 %로 가장낮았다. 이러한

결과로 치은섬유아세포의 복제노화가 세포주

기 진행을 억제시킨다는 것을 알 수 있었다

(Figure 3).

7. 세포주기 조절단백질의 발현

1)  Cyclin D1과 c d k 4의 발현

PDL 27, PDL 41 및 PDL 58에서 cyclin D1

과 c d k 4의 발현을분석하기위해western blot

a n a l y s i s를 시행하였다. 세포주기에서 c y c l i n

D1과 c d k 4는 복합체를 이루어 p R B를 인산화

시켜 세포주기를 진행시키는 데, cyclin D1은

P D L의 증가와 관계없이 일정한 발현을 보인

반면 c d k 4는 P D L이 늘어날수록 발현이 감소

하였다(Figure 4). 

2) p53과 p 2 1의 발현

PDL 27, PDL 41 및 PDL 58에서 p 5 3과

p 2 1의 발현을 분석하기 위해 western blot

a n a l y s i s를 시행하였다. PDL이 증가함에 따라

p 5 3과 p 2 1의 발현이증가되는것을 관찰할수

있었다(Figure 5).

3) pRB와 p 1 6의 발현

PDL 27, PDL 41 및 PDL 58 의 p R B와 p 1 6

의 발현을분석하기위해western blot analy-

s i s를 시행하였다. pRB는인산화되어야세포주

기를 진행시키며, p16은 세포주기를 억제하는

세포주기 조절단백질이다. pRB와 p16 모두

P D L이 증가함에 따라 발현이 증가하였다

(Figure 6).

IV. 총괄 및 고찰

구강영역에서의 노화는 신체의 다른 부분과

유사하게진행되지만, 구강조직만의 특수한형

태적, 기능적 상실을보인다. 여러 연구에서노

화가진행될수록치조골의흡수, 저작상피의케

라틴 두께감소, 세포층의 감소 등을 야기하여

저작능율의 저하를초래한다고보고하고있다.

본 연구에서는 치주조직 중 치은을 구성하고

있는 치은섬유아세포의 복제노화에 따른 세포

증식율, 세포생존율및 세포활성도를 관찰하였

고, 이런노화에의한세포의변화와더불어이

에 따른 구강점막의 위축성변화에 복제노화가

어떤역할을하는가를시험관내에서세포주기

와 세포주기조절단백질의변화를통하여관찰

하였다. 

사람 이배체 섬유아세포(human diploid

f i b r o b l a s t )는 배양초기에는활발한증식을하

다가어느한계점에이르면세포증식능이소멸

되고 그로 인해 시험관 내에서 제한된 수명을

갖는 것은 잘 알려져있다6 ). 본 연구에서는 치

은섬유아세포의 계대배양을 통하여 세포에 노

화를 유도하였다. 복제가 진행될수록 치은섬유

아세포의증식율, 생존율및활성도는감소하였

다. 그러한 사실은치은섬유아세포에 복제노화

가 진행될수록세포의전반적인생활력이감소

됨을입증하여주었다.

노화된세포에서보인 증식율의 현저한감소

와 세포고사된 세포의 증가를 생체 내의 현상

과관련시킨다면, 노화에따라치은을구성하고

있는 세포성분의 감소는 특히 치은섬유아세포

의 경우 본 연구에서 관찰된것처럼여러 기능

이 저하되어 유발되는 것으로생각될 수 있다.
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또한, 생체 내에서노화에 따른 치유능의 감소

도 설명될 수 있을 것이다. 치은섬유아세포의

유사분열이필요한치주치료후의치유나외상

후의 치유도 노화된 치은섬유아세포에서는 느

려질것이기때문이다.

본 연구에서는 복제노화에 따른 치은섬유아

세포의 세포주기변화를 관찰하였다. 치은섬유

아세포의 유사분열을 통한 증식은 세포주기의

진행에의하여일어나며, 치주조직의유지와치

유과정에 매우중요하다. 세포주기는분열에서

다음분열까지세포에서일어나는일련의과정

이며, M 주기, G1 주기, S주기, G2 주기의 4기

로 나뉜다. 복제노화로 인한치은섬유아세포의

세포주기변화는D N A를 합성하는S 주기와유

사분열이일어나는M 주기가 감소한반면, G1

주기는 증가하였다. 정상세포의 경우 G1 주기

는 세포가 성장하고 D N A의 복제를 준비하는

기간이지만, 복제노화가일어난세포는 S 주기

로 이행되지않게된다. 이실험의결과는복제

노화가진행됨에따라치은섬유아세포는G 1에

머무르게되는것을알 수 있었으며, 다른 섬유

아세포를 이용한 실험결과와도 일치한다1 4 , 2 8 -

3 0 ). 

최근의 연구들로부터 특정 세포주기 조절단

백질이 세포노화에 작용할 것이라고 보고되고

있다3 1 - 3 5 ). 본 연구에서는 세포주기 조절단백

질 중 인산화효소인 c d k 4와 c d k 4와 결합하는

cyclin D1, 그리고세포주기의진행을억제하는

단백질인 p21, p53, p16, 마지막으로전사인자

인 E 2 F와 결합하여있는 p R B의 발현을관찰하

였다. 유사분열을 하기 위해서는 G1 주기에서

S주기로의 진행에는전사유전자가 활성화되어

야 한다. 이 전사유전자의 활성에는 여러 가지

세포주기 조절단백질이 관여하게 되는데 세포

주기진행을촉진하는것과억제하는것으로나

눌 수 있다. 세포주기 조절단백질은호르몬, 성

장인자, cytokine 및 여러 가지 인자에의하여

영향을받아, 그발현이억제혹은증가하게된

다. cdk와 cyclin 복합체가 p R B를 인산화시키

고 E 2 F는 유리되고 G1 주기에서 S 주기로 진

행하게된다. S 주기가감소하였다는것은세포

주기진행을 억제하는 세포주기 조절단백질의

발현증가, 또는세포주기진행을촉진하는세포

주기 조절단백질의 발현 감소로 설명할 수 있

다. 이 연구에서 인산화효소인 c d k 4의 발현은

감소하였고, cdk4와결합하여활성을조절하는

cyclin D1의 발현은변화가없었다. 그리고, 세

포주기진행을억제하는 p16, p21, p53은 발현

이증가하였다. 

p 2 1과 p 1 6은 각각 독립적으로 c d k 4와

cyclin D 복합체의 활성을 억제한다. p21은

p 5 3에 의존하여그 활성이증가하는것으로알

려져 있다. p53의 증가는 DNA 변이를 초래하

는 거의 모든 자극인자들에 의하여 유도되며

복제노화에 의해서도 일어난다3 6 - 3 8 ). 이 세포

주기 억제자의 기능은 D N A의 손상이 유도되

었을 때 일단 세포주기를 G 1상태에고정 시켜

D N A의 수선과복구를위한 시간적 여유를갖

기위한것으로p 2 1의 활성을통하여세포주기

의 진행을차단한다고알려져있다. 그러나, 최

근 p 5 3이 존재하지않는상태에서도 p 2 1의 발

현이 유도된다는 사실이 밝혀졌다3 9 , 4 0 ). 이 연

구에서도 p 2 1의 증가가 p 5 3에 의존적인지 비

의존적인지는 알 수 없었다. p16도 다른 이배

체 섬유아세포의 노화연구에서 발현이 노화의

진행에따라증가한다고알려져있다4 1 - 4 3 ).

본 연구에서도 복제노화로 인해 세포주기의

진행하는 억제하는 세포주기단백질의 발현이

증가하였으며이로인해 c d k 4와 cyclin D 복합

체의 활성이 감소되고, pRB의 c d k 4와 c y c l i n

D1 복합체의 활성에 의한 인산화가 감소하였

다. 이런 이런 현상과 더불어노화된 세포에서

는 R B는 항상 인산화되지 않은 형태로존재하

는 것으로 알려져 있어 복제노화에 의한 세포

주기진행은억제된다2 1 , 4 4 ).

이 연구에서많은세포주기조절단백질중일

부의발현만을관찰하여한계가있으며, 앞으로

다른세포주기조절단백질의변화에대한연구
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도필요할것으로사료된다.

결론적으로시험관내에서치은섬유아세포의

복제노화가 세포주기진행을 억제하는 p 2 1 ,

p16, p53의 발현을 증가시키고, 세포주기진행

에서 중요한 역할을하는 인산화 효소 c d k 4의

발현억제를 통하여 세포주기의 진행을 차단하

였다. 

본 연구 결과 치은섬유아세포에대한계대배

양을통하여복제노화의효과는세포주기조절

단백질의 발현을변화시켜, 세포주기진행을억

제하며, 이로인해세포의증식, 활성도, 생존율

등을 감소시키는 것으로 사료된다. 앞으로 더

많은세포주기조절단백질에대한연구와복제

노화를 극복하기 위한 연구가 필요할 것으로

생각된다.

V. 결론

본 연구는 치은섬유아세포의 복제노화가 세

포에 어떤 영향을 미치는지를 PDL 27, PDL

41 및 PDL 58의 세포를 이용한 세포증식, 세

포활성도, 세포주기분석과 세포주기 조절단백

질의 발현을 분석을 통하여 다음과 같은 결론

을얻었다.

1. 세포증식율과 세포생존율을 측정한

결과 P D L이 증가할수록 세포증식율과 세

포생존율이 감소하였으며, 특히 배양 4일

군에서는 PDL 27에 비하여 PDL 41과

PDL 58에서 세포증식율과 세포생존율의

유의한감소를보였다( p < 0 . 0 5 ) .

2. 세포활성도를 측정한결과 P D L이 증

가할수록 세포활성도가 감소하였으며, 특

히 배양 4일군에서는 PDL 27에 비하여

PDL 41과 PDL 58은 유의한감소를보였

다(p<0.05). 

3. 세포주기를 분석한결과 P D L이 증가

할수록 S 주기와 G 2 / M주기는 감소하고,

G 1주기는증가하는경향을보였다.

4. 세포주기 조절단백질의 발현을 분석

한 결과 P D L이 증가함에 따라 cyclin D1

은 변화가 없었지만, cdk4의 발현은 감소

하고, p53, p21, p16 및 p R B의 발현은증

가하는경향을보였다.

이상의결과들로치은섬유아세포의복제노화

가 세포의세포주기 진행을 억제하며, 그 기전

은 복제노화에 따른 c d k 4의 발현감소와 p 5 3 ,

p21, pRB 및 p 1 6의 발현증가가 일어남으로써

이루어지는것으로생각된다.
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Gingival fibroblasts are major cellular

component of gingiva. However, the mole-

cular mechanisms of senescence of human

gingival fibroblasts are unknown. Human

fibroblasts undergo replicative senescence

in vitro after a limited number of population

doublings. A reduced rate of proliferation is

a prominent phenomenon observed in

senescent fibroblasts. This phenomenon is

happened with cell cycle arrest that was

controled by cell cycle regulatory proteins.

The purpose of present study was to

investigate the effect of replicative senes-

cence on cell cycle progression and to find

out its molecular mechanisms in human

gingival fibroblasts. Replicative senescence

of gingival fibroblasts were induced by

subsequent cultures that were repeated up

to 18 passage. In the present study, I

examined change of cell proliferation, cell

activity, cell viability and cell cycle pro-

gression during the replicative process.

Also, I examined expression of cell cycle

regulatory proteins which was estimated by

western blot analysis. 

Cell proliferation, cell activity and cell

viability of gingival fibroblasts were notably

decreased with increase of population dou-

bling level(PDL). S phase was decreased

and G1 phase was increased with increase

of PDL. Western blot analysis showed that

levels of p16, p21 and p53 of senescent

gingival fibroblasts(PDL41, PDL58) were

higher than young fibroblasts(PDL27) and

cdk4 were lower than young

f i b r o b l a s t s ( P D L 2 7 ) .

In conclusion, these results suggest that

proliferative function of human gingival

fibroblasts may be decreased by replicative

senescence and its molecular mechanisms

may be activatied with p16, p21, p53 and

pRB, and repressed wtih cdk4.
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