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Fam83h 발현 억제에 의한 조법랑세포 Amelogenin 발현 변화

이숙경∙이경은∙김정욱

서울대학교 치과대학 소아치과학교실

치과유전질환의 하나인 법랑질 형성부전증은 유전적인 원인이 복잡할 뿐만 아니라 임상적인 양상 또한 다양하다. 법랑질

형성부전증은 임상적 양상에 따라서 크게 저형성형, 저성숙형, 저석회화형의 3 종류로 분류된다. 최근 상염색체 우성 저석회

화 법랑질 형성부전증의 원인 유전자로 밝혀진 Fam83h의 기능에 관하여 알려진 바가 없어, Fam83h의 발현억제가 조법랑

세포의 아멜로제닌 발현에 미치는 영향을 불멸화된 조법랑세포주를 이용하여 분석한 결과, Fam83h의 발현이 억제되더라도

아멜로제닌의 발현에 영향을 주지 않는 것으로 확인되었으며, 향후 추가적인 연구를 통한 전체 유전자의 발현양상 변화 등을

통한 유전자 기능의 연구가 필요하리라 생각된다.

주요어: 법랑질, 법랑질 형성부전증, Fam83h, 발현 억제, 조법랑세포

국문초록

Ⅰ. 서 론

법랑질 형성부전증은 다른 구강외의 증상을 나타내지 않고

치아 법랑질에만 나타나는 유전질환의 통칭으로서, 임상적인

특징에 따라서 크게 3종류로 분류된다. 저형성증은 법랑질 기

질의 양적감소로 인하여 나타나지만 강도는 정상이며, 저성숙

형은 법랑질의 두께는 정상이나 성숙과정에 결함이 발생하여

법랑질의 강도가 약화된 상태이다. 저석회화형은 법랑질의 두

께는 정상이나 석회화의 결함으로 법랑질의 강도가 매우 약해

서 구강내로 맹출함에 따라 법랑질이 소실된다1).

대부분의 법랑질 형성부전증 환자의 경우 법랑질이 얇거나

파절 혹은 소실되어 치아의 외관이 비심미적이고 심리적으로

위축되는 경우가 많고, 온도자극에 민감하게 반응하게 된다2).

50% 정도의 환자가 개교합을 나타낸다고 보고되고 있으나, 이

러한 양상이 특정유전자의 변이와 연관된 것인지, 아니면 냉온

자극이나 저작압에 민감하게 반응하게 된 결과인지는 아직 분

명하지 않다3).

현재 법랑질 형성부전증을 야기하는 것으로 확인된 유전자는

아멜로제닌 (AMELX)4,5), 에나멜린 (ENAM)6,7), matrix

metalloproteinase 20 (MMP20)8,9), Kallikrein 4 (KLK4)10)

등이 있으며, 최근에 기존의 후보유전자 검색기법이 아닌 염색

체 연관성 검사를 통하여 상염색체 우성 저석회화형 법랑질 형

성부전증을 유발하는 원인유전자로 Fam83h가 발견되었고11,12),

상염색체 열성 저성숙형 법랑질 형성부전증을 유발하는 원인

유전자로 WDR72가 발견되었다13).

아직 Fam83h가 법랑질 형성에 있어서 어떠한 기능을 수행

하며 어떤 기전을 통해서 법랑질의 저석회화를 야기하는 지는

알려지지 않고 있다. 이에 본 연구는 조법랑세포에서 이 유전자

의 발현을 억제하였을 때 법랑질 기질에 가장 많은 단백질인 아

멜로제닌 유전자의 발현에 변화양상이 있는지 확인해보고자 하

였다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 세포주

본 연구에 사용된 불멸화된 법랑질모세포주는 2003년

Nakata 등에 의해서 수립∙보고되었는데14), C57BL/6J 생쥐

에서 출산직후 하악구치 치배의 기관배양을 통하여 수립된 것

으로서, 증식배지 (10% FBS, L-glutamine, 10ng/ml

rhEGF를 함유한 SMEM)에서 배양되는 동안에는 분화가 이

루어지지 않지만, 분화배지 (10% FBS, 10ng/ml rhEGF를
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함유한 DMEM)로 배양하면서 분화를 유도하면 생체내에서와

유사하게 분화하는 것으로 알려져 있다. 

2. shRNA plasmid 도입

본 연구에 사용된 shRNA plasmid는 Origene (Rockville,

MD, USA)사의 shRNA plasmid를 사용하였다. Puromycin

에 저항성을 가진 유전자단편을 함유하고 있어, 이를 이용하여

stable cell line을 선택적으로 배양할 수 있다. 선택을 위해서

먼저 세포주의 해당 항생제에 대한 감수성을 파악하여 유효 항

생제 농도를 선정하고, 이를 transfection된 세포주의 배양에

사용한다. 

3. Stable cell line 확보

0.6ug/ml농도의 puromycin을 포함하는 배지로 선택된 세

포를 배양하고, 통법에 따라 RNA를 분리하였다.

4. RT-PCR을 이용한 발현억제 확인

분리된 total RNA 4ug을 이용하여 cDNA를 합성하고

(One-step 5x RT-PCR premix, ElpisBio, Daejeon,

Korea) RT-PCR 을 수행하여 해당 유전자의 발현 억제를 확인

하고, 그 정도를 비교하였다. 본 실험에 사용된 프라이머는 다

음과 같다. Amelx; forward primer: ACCCCTTTGAAGTG-

GTACCAG, reverse primer: TGTTGGGTTGGAGT-

CATGGAG, Fam83h; forward primer: GGGTACCTGC-

CACCTCACTA, reverse primer: ACTTGTCGGC-

CATGTCTAGG, Gapdh; forward primer: CCAAG-

GTCATCCATGACAAC, reverse primer: GCTTCAC-

CACCTTCTTGATG.

Ⅲ. 연구 결과

Fam83h의 발현이 억제된 경우와 그렇지 않은 경우를 비교

한 결과 Amelx의 mRNA 발현양에는 차이가 없는 것으로 확인

되었다 (Fig. 1). Housekeeping 유전자인 Gapdh로 각각에

사용된 RNA양이 동일함을 확인하였다.

Ⅳ. 총괄 및 고찰

법랑질은 인체내에서 가장 단단한 조직으로서 분비, 석회화,

성숙 등의 단계별 과정을 거침으로써 저작압에 견딜 수 있는 특

이한 구조를 가진 구조와 물성을 가진다. 이러한 법랑질의 석회

화과정은 다른 광화조직과 유사성과 차이점을 가지는데 이러한

기전을 규명하는 것은 질환의 치료가능성을 제시하는데 필수적

이며, 작용기전의 파악에는 유전자의 기능 및 상호작용의 이해

가 필수적이다.

법랑기질단백질로는 성염색체에 존재하는 아멜로제닌

(Amelogenin X, Xp22.31-p22.1, Amelogenin Y, Yp11.2)

과 4번 염색체에 위치하고 있는 에나멜린 (Enamelin, 4q21)

과 아멜로블라스틴 (Ameloblastin, 4q21), 11번 염색체에 위

치하고 있는 matrix metalloproteinase 20 (MMP20,

11q22.3), 19번 염색체에 위치하고 있는 serin proteinase의

일종인 Kallikrein 4 (KLK4, 19q13.41), 그리고 1번 염색체

에 위치하고 있는 터프텔린 1 (Tuftelin 1, 1q21) 등이 있다1). 

1979년 돼지 아멜로제닌의 부분 단백질 서열이 보고된 이후15),

소와 사람에서의 보고가 잇따랐다16,17). 부분 단백질 서열에 이

어 1983년 생쥐의 아멜로제닌 유전자가 처음 클로닝되었다18).

1989년 아멜로제닌이 성염색체에 위치한다는 것이 보고되었으

며19), 결국 이런 연구 성과들을 토대로 1991년 반성유전되는

법랑질 형성부전증이 X 염색체 상에 존재하는 아멜로제닌 유전

자의 변이에 의해 발생됨이 규명되었다20). 성숙법랑질은 단백질

함량이 불과 2.5%이하인데, 아멜로제닌이 법랑기질내의 단백

질 함량의 90% 정도를 차지하고, 나머지 10%에서 가장 많은

단백질이 에나멜린이며, 이의 발견은 아멜로제닌에 관한 연구

에 비해 약 10-15년 정도 뒤졌다. 이처럼 법랑기질내에 발현하

는 단백질의 규명과정은 현재까지 단백질의 직접 분리 및 부분

단백질 서열의 확인, 그리고 이를 통한 단백질 발현 유전자의

클로닝의 과정을 거쳐서 이루어졌다21).

본 연구에서 조법랑세포주에서 Fam83h 유전자의 발현을 억

제하더라도, 법랑기질내에 가장 많이 존재하는 아멜로제닌의

발현에는 아무런 영향을 미치는 않는 것이 확인되었다. 추가적

인 연구를 통하여 전체적인 유전자 발현 양상을 분석하면, 이

유전자의 발현억제에 의한 영향을 보다 자세히 파악할 수 있을

것으로 사료된다.

상염색체 우성 법랑질 형성부전증의 경우 1994년 유전적 연

관검사를 통하여 4번 염색체상에 연관부위가 존재함이 보고되

Fig. 1. RT-PCR result of ameloblastic cell line transfected with empty
vector (left) and shRNA (right).
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었고 (AIH2, 4q)22), 1996년에 다른 환자군에서는 이 부분이

연관되어 있지 않다는 것이 증명되어 법랑질 형성부전증의 유

전적 원인이 다양함이 규명되었다23). 2001년 처음으로 에나멜

린 유전자의 결함이 상염색체 우성 법랑질 형성부전증에서 보

고되었고6), 2003년에는 상염색체 열성 유전양상을 보이는 법

랑질 형성부전증의 원인 유전자로도 에나멜린이 관여하는 것이

보고된 바 있다3). 이는 동일한 유전자가 상염색체 우성과 열성

유전 질환에 모두 관여한다는 것이다. 또한 2004년에는 상염색

체 열성유전양상의 저성숙형의 법랑질 형성부전증의 원인으로

Kallikrein 4의 돌연변이가 보고되었으며10), 2005년에는 유사

한 양상을 보이는 경우에서 또 다른 법랑기질내의 단백질 분해

효소인 MMP20에서의 돌연변이가 보고되었다8).

저석회화형 법랑질 형성부전증의 경우 연관검사조차 보고되

지 못하였으나, 2007년 인간염색체 8q24.3부위에 연관되어 있

음이 최초로 보고되었고24), 이후 Fam83h라는 신규유전자의

변이가 저석회화형 법랑질 형성부전증을 야기하는 것이 보고되

었다11). 최근에는 상염색체 열성의 저성숙형 법랑질 형성부전증

의 원인유전자가 SNP chip을 이용한 microarray 기법으로

WDR72라는 것이 밝혀진 바 있다13). 이 두 유전자는 법랑질 기

질에 존재하는 것이 아니라 세포내에서 법랑질 형성에 관여하

는 것으로 알려져 있다25).

치아 법랑질의 석회화에 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀진

Fam83h 유전자의 기능에 관한 연구는 아직까지 미지의 세계

로 남아있던 광화의 기전에 대한 이해와 이를 이용한 생체내 석

회화기전의 조절에 필수적인 자료를 마련할 수 있을 것으로 사

료된다. 해당 유전자의 기능파악에 있어서 발현억제를 통한 발

현유전자의 변화양상의 해석은 해당 유전자의 다른 유전자와의

상호작용을 연구하는 중요한 수단으로서, 향후 추가적인 연구

를 통해서 전체적인 세포수준에서의 역할을 파악할 수 있을 것

으로 여겨진다. 

Ⅴ. 결 론

상염색체 우성 저석회화 법랑질 형성부전증의 원인 유전자로

최근 밝혀진 Fam83h의 발현억제가 조법랑세포의 아멜로제닌

발현에 미치는 영향을 불멸화된 조법랑세포주를 이용하여 분석

한 결과, Fam83h의 발현이 억제되더라도 아멜로제닌의 발현

에 영향을 주지 않는 것으로 확인되었으며, 향후 추가적인 연구

를 통한 전체 유전자의 발현양상 변화 등을 통한 유전자 기능의

연구가 필요하리라 사료된다.
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THE EFFECT OF Fam83h KNOCKDOWN ON THE AMELOGENIN GENE EXPRESSION 

IN THE AMELOBLAST CELL LINE

Sook-Kyung Lee, Kyung-Eun Lee, Jung-Wook Kim

Department of Pediatric Dentistry, School of Dentistry, Seoul National University

Amelogenesis imperfecta, one of the dental genetic disease, is clinically and genetically complex disease.

Amelogenesis imperfecta can be classified into three major categories according to clinical phenotype; hypoplas-

tic, hypomaturation, and hypocalcification. Recently a novel gene, Fam83h, was identified to cause autosomal

dominant hypocalcification amelogenesis imperfecta, however its functional role in the pathogenesis of enamel

defect is not known yet. So this study was aimed to identify the knockdown effect of Fam83h gene on the amel-

ogenin mRNA expression via shRNA transfection into immortalized ameloblast cell line. The result showed that

the knockdown of Fam83h did not influence the amelogenin expression. Further study of the functional role of

Fam83h gene should be performed to understand the complex nature of amelogenesis as well as molecular

pathogenesis of amelogenesis imperfecta.

Key words : Enamel, Amelogenesis imperfecta, Fam83h, Knockdown, Ameloblast
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