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Melatonin은 솔방울샘(pineal gland)에서 분비되는

주요 호르몬으로 지금까지 melatonin에 대한 대사와

기능적 연구에 의하면 신체의 여러 생리학적 및 병

태생리학적 조절에 중요한 역할을 수행한다(Cassone

1990, Pierpaoli와 Regelson 1994, Cos와 Sanchez-

Barcelo 1995, McMillen 등 1995, Batmanabane와

Ramesh 1996, Roth 등 1997, Nowak와 Zawilska

1998). Melatonin은 밤에 그 분비가 증가하여 시상

하부에 의한 일간리듬(diurnal rhythms)의 조절(Cas-

sone 1990, McMillen 등 1995), 계절에 따라 출산을

하는 계체들에 있어서 생식의 조절 (McMillen 등

1995, Batmanabane와 Ramesh 1996), melatonin의

농도에 따라 여러 세포들의 분화에 영향 (Cos와

Sanchez-Barcelo 1995, Roth 등 1997), 연령증가에

따른 감소(Pierpaoli와 Regelson 1994) 등을 주요한

특징으로 한다. 또한 melatonin은 유방암세포의 증식

을 억제하는데 이는 밤에 일하는 여성의 경우 유방

암 발생율이 더 높다(Cos와 Sanchez-Barcelo 1995).

또한 Pierpaoli와 Reglelson (1994)는 melatonin이 노

화억제제(anti-aging agent)로 작용하여 melatonin을

투여한 흰쥐에서 수명이 20% 연장되었다고 보고하

였다. 

Melatonin은 세 개의 transmembrane receptor (Mel

R1a, -1b, -1c)를 가지고 있는데 이들 모두는 G pro-
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간추림 : Melatonin은 솔방울샘(pineal gland)에서 분비되는 주요 호르몬으로 신체의 여러 생리학적 및 병태생리학

적 조절에 관여한다. 최근의 연구들에 따르면 melatonin은 뼈모세포 분화와 바탕질의 석회화를 촉진시켜 골성장

조절에 있어 중요한 역할을 하는 것으로 알려졌다. 

본 연구에서는 상아질모세포 전구세포인 MDPC-23 세포를 이용하여 melatonin이 상아질모세포 분화를 촉진시

키는 지를 확인하였다. MDPC-23 세포에 분화 배양액과 melatonin을 첨가하여 분화를 유도시킨 후, RT-PCR을 이

용하여 dentin sialophosphoprotein (DSPP), osteocalcin (OC), alkaline phosphatase (ALP)와 nuclear factor I-C (NFI-C)

의 발현 변화를 분석하여 다음과 같은 결과들을 얻었다. 

석회화 결절의 형성은 melatonin의 농도가 증가할수록 촉진되었으며, 특히 분화 15일째에 대조군에 비해 석회

화 결절의 형성이 강하게 관찰되었다. DSPP와 OC의 발현은 melatonin의 농도증가에 따라 증가된 반면에, ALP의

발현은 melatonin의 농도에 따라 변화가 없었다. NFI-C의 발현은 melatonin의 농도증가에 따라 배양 초기에 대조

군에 비해 크게 감소하였다. 

위의 결과들을 종합하면 melatonin은 상아질모세포 전구세포인 MDPC-23 세포의 분화와 석회화를 촉진시키며,

상아질 형성에 중요한 역할을 하는 것으로 생각된다.

찾아보기 낱말 : melatonin, MDPC-23, 분화, 석회화
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tein과 결합하여 cAMP의 형성을 조절한다(Duboco-

vich 1995, Yung 등 1995, Reppert 등 1996). 여성의

경우 폐경기 이후에 melatonin의 분비가 감소하여

골다공증을 일으키는데 관여하고, 뼈모세포와 뼈파

괴세포의 호르몬 조절에 있어서 중요한 인자로 작

용한다(Cardinali 등 2003). Melatonin은 뼈모세포의

증식과 type I collagen의 합성을 촉진하고(Nakade

등 1999), 뼈모세포 전구세포인 MC3T3 세포에서 뼈

모세포로의 분화와 골바탕질의 석회화를 촉진시키

며, 골성장 조절에 있어 중요한 역할을 한다(Roth

등 1999).

치아의 형성은 치성상피와 외배엽성 간엽세포 사

이의 상피-간엽간의 상호작용을 통해 조절되는 복

잡한 발생과정을 통해 이루어진다 (Mina와 Kollar

1987). 치성상피는 치아기(dental organ)를 형성하여

법랑모세포(ameloblast)를 분화시켜 법랑질을 형성

하고, 외배엽성 간엽세포는 치아유두(dental papilla)

를 형성하여 상아질모세포와 치수세포를 분화시켜

상아질과 치수를 형성한다(Nanci 2003). 

상아질모세포는 외배엽성 간엽세포로부터 상아질

모세포 전구세포(preodontoblast)를 거쳐 상아질모

세포로 분화하는 과정에 주로 type I collagen과 같

은 유기바탕질과 일부 지질 및 dentin sialophospho-

protein (DSPP), dentin matrix protein (DMP), osteo-

nectin (ON), osteocalcin (OC), osteopontin (OP) 등과

같은 비아교성 바탕질을 합성하고 분비한다(Begue-

Kirn 등 1994, D’Souza 등 1997, Papagerakis 등

2002). 그러나 melatonin이 상아질모세포로의 분화

과정에 끼치는 영향에 대해서는 아직까지 잘 알려

져 있지 않다.

Nuclear factor I (NFI) family는 전사-복제 인자들

로 NFI-A, NFI-B, NFI-C, NFI-X의 네 가지 유전자

들로 이루어져 있으며(Chaudhry 등 1998), 많은 세

포성 유전자들의 발현에 중요한 역할을 한다(Gro-

nostajski 2000). 최근에 Steele-Perkins 등 (2003)은

NFI-C를 knock out하면 생쥐에서 치아머리 부위는

정상이지만 치아뿌리가 짧거나 비정상적으로 형성

된다고 하여, NFI-C가 치아뿌리 상아질 형성을 위

한 상아질모세포의 분화과정에서 중요한 역할을 함

을 시사하였다. 

위의 여러 연구들에 기초하여 본 논문에서는

Hanks 등(1998)이 CD1 생쥐 어금니의 치아유두에

서 분리한 상아질모세포 전구세포인 MDPC-23 세포

를 이용하여 melatonin이 상아질모세포에서 석회화

결절의 형성을 촉진하는지를 확인하였다. 또 mela-

tonin이 상아질-특이 단백인 DSPP와 석회화 표지

인자인 OC와 ALP 및 최근의 연구에서 상아질모세

포의 분화와 관련이 것으로 알려진 NFI-C의 발현에

끼치는 영향에 대하여 비교, 분석하였다. 

재료 및 방법

1. 세포배양 및 분화

생쥐 어금니 치아유두세포(dental papilla cell) 유

래의 상아질모세포 전구세포인 MDPC-23 세포

(Hanks 등 1998)를 5×105 cells/60 mm dish에서

10% fetal bovine serum (FBS, Gibco BRL, Rockville,

USA)과 항생제 (penicillin 100 U/mL, streptomycin

100µg/mL 및 fungizone 2.5µg/mL, Gibco BRL,

Rockville, USA)가 함유된 Dulbecco’s modified Ea-

gle’s 배양액 (DMEM, Gibco BRL, Rockville, USA)

에서 confluency가 될 때까지 배양하였다. MDPC-23

세포의 상아질모세포로의 분화는 5% FBS, ascorbic

acid (AA: 50µg/mL) 및 β-glycerophosphate (GP: 10

mM)가 포함된 DMEM 배양액에서 15일간 배양 하

였다. 실험군은 Me2SO에 melatonin (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA)을 50 nM과 100 nM씩 녹여 첨

가하였고, 대조군은 같은 양의 Me2SO만 첨가하였

다.

2. 석회화 결절의 확인

MDPC-23 세포(2.7×105 cells/35-mm dish)에 mela-

tonin (50 nM과 100 nM)을 첨가한 실험군과 첨가하

지 않은 대조군을 5일, 10일, 15일 후에 1×PBS로 3

회 세척하고 70% ethanol로 20분간 고정한 다음,

0.1% NH4OH가 함유된 1% Alizarin Red-S (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) 용액으로 염색하여 석

회화 결절을 3회 반복하여 확인하고 위상차 현미경
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으로 관찰하였다.

3. 총 RNA 추출 및 RT-PCR 분석

총 RNA는 0, 5, 10, 15일 후에 Trizol reagent (Gib-

co BRL, Gaithersberg, MD, USA)를 이용하여 추출

하였다. Superscript one-step reverse transcriptase poly-

merase chain reaction (RT-PCR) (Invitrogene, MD,

USA)을 이용하여 cDNA을 합성하였고, dentin sialo-

phosphoprotein (DSPP), osteocalcin (OC), alkaline

phosphatase (ALP), nuclear factor I-C (NFI-C) 및

GAPDH 특이적 primer를 이용하여 PCR을 수행하

였다(Table 1). PCR 생성물은 1.2% agarose gel에 전

기영동하여 유전자 발현을 확인하였다.

4. Densitometry 분석

RT-PCR을 수행한 각 유전자의 densitometry 분석

은 Gel-Doc system (Bio-rad laboratories, Inc. CA,

USA)의 differential analysis 프로그램을 이용하여

분석하였고 GAPDH로 표준화하였다.

5. 통계적 분석

각각의 실험군과 대조군의 densitometry 분석의

통계처리는 Students’ t-test를 이용하여 통계적 유의

성을 검정하였고, p-value가 0.05 미만일 경우 유의

한 것으로 판정하였다.

결 과

1. DSPP 유전자 발현

DSPP의 발현은 대조군과 비교하여 실험군에서

melatonin의 농도가 증가할수록 발현양이 증가하였

다. Melatonin 100 nM을 처리한 군에서 5일째부터

강하게 발현하여 15일까지 일정하게 유지되었으며,

50 nM을 처리한 군에서는 초기에는 대조군에 비해

증가를 보이지 않다가 15일째 100 nM을 처리한 군

과 발현양이 유사하게 증가하였다(Figs. 1, 2). 

2. OC 유전자 발현

OC의 발현은 DSPP와 유사한 양상을 보였다. 대

조군에서 15일까지 일정하게 발현이 증가 하였으며,

melatonin 50 nM을 처리한 군에서는 대조군과 비슷

하게 증가하다가 15일째에 크게 증가하여 대조군보

다 2배 정도 높은 발현을 보였다. 100 nM을 처리한

군에서는 5일째부터 대조군과 melatonin 50 nM을

처리한 군에 비교하여 발현량이 증가하여, 10일째부

터 현저히 증가하였다. 15일째 melatonin을 50 nM과

100 nM을 처리한 두 실험군의 발현양이 유사하였

다(Figs. 1, 2).
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Table 1.Nucleotide sequences of the primers used for RT-PCR

Names Primer sequence (5′→3′) Size Tm
(bp) (�C)

DSPP
S AATGGGACTAAGGAAGCTG

714 55
AS AAGAAGCATCTCCTCGGC

OC
S CCACAGCCTTCATGTCCAAG

489 63.5
AS GGCAGAGAGAGAGGACAGGG

ALP
S CTCTCCGAGATGGTGGAGGT

450 62
AS GTCTTCTCCACCGTGGGTCT

NFI-C
S GACCTGTACCTGGCCTACTTTG

914 55
AS TTTCCACCAAAAATGCAGGCTGG

GAPDH
S ACCACAGTCCATGCCATCAC

452 60
AS TCCACCACCCTGTTGCTGT

DSPP: dentin sialophosphoprotein, OC: osteocalcin, ALP: alkaline
phosphatase, NFI-C: nuclear factor I-C 

Fig. 1.Dose responses of melatonin on the expression of mRNAs
for DSPP, OC, ALP and NFI-C. DSPP: dentin sialophos-
phoprotein, OC: osteocalcin, ALP: alkaline phosphatase,
NFI-C: nuclear factor I-C, GAPDH: glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase

DSPP

OC

ALP

NFI-C

GAPDH

GP/AA

Melatonin

- ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

- - - - ++ ++ ++ ++ ++ ++

0 5 10 15 5 10 15 5 10 15

50 nM 100 nM
Days



3. ALP 유전자 발현

ALP의 발현은 실험군과 대조군 모두에서 분화가

진행되는 동안 미약한 발현양의 증가를 보였으나,

각 군에서의 발현양의 차이는 보이지 않았다(Figs.

1, 2).

4. NFI-C 유전자 발현

NFI-C의 발현은 MDPC-23 세포의 분화가 진행함

에 따라 발현양이 감소하였으며, 특히 melatonin을

처리한 실험군에서 대조군과 비교하여 초기의 2배

정도 빠르게 발현양이 감소함을 보였다(Figs. 1, 2). 

5. 석회화결절의 형성 확인

MDPC-23 세포는 GP/AA가 첨가된 DMEM 배양

액 (분화 배양액)에서 상아질모세포로 분화하였다.

이들 세포는 분화 배양액에서 적어도 15일 동안 배

양하였을 때 석회화 결절을 형성하였다. 배양 5일째

모든 군에서 석회화 결절이 관찰되지 않았다(Fig.

3). Melatonin의 농도가 증가할수록 석회화 결절 형

110088

─ 박주철, 신인철, 이동설, 윤성호, 양재호, 김상봉, 김흥중 ─

16
14
12
10
8
6
4
2
0

14

12

10

8

6

4

2

0

16
14
12
10
8
6
4
2
0

DSPP

ALP

Osteocalcin

NFI-C

m
R

N
A

 fo
ld

 in
cr

ea
se

m
R

N
A

 fo
ld

 in
cr

ea
se

m
R

N
A

 fo
ld

 in
cr

ea
se

m
R

N
A

 fo
ld

 in
cr

ea
se

0 5 10 15
Days

0 5 10 15
Days

0 5 10 15
Days

0 5 10 15
Days

W/o Me
W/ Me 50 nM
W/ Me 100 nM

W/o Me
W/ Me 50 nM
W/ Me 100 nM

W/o Me
W/ Me 50 nM
W/ Me 100 nM

W/o Me
W/ Me 50 nM
W/ Me 100 nM

20

15

10

0

5

* * * *

*

* * *

*

*

Fig. 2.A densitometric analysis of DSPP, OC, ALP and NFI-C expressions in MDPC-23 cells with or without melatonin. Results are
means±SD from three independent experiments. *, p⁄0.05. DSPP: dentin sialophosphoprotein, OC: osteocalcin, ALP: alkaline
phosphatase, NFI-C: nuclear factor I-C

Fig. 3.Photomicrographs of Alizarin Red-S stained MDPC-23
control and melatonin-treated cells. Cultures were stained
at 5 and 15 days after treatment with GP/AA only (A),
melatonin 50 nM/GP/AA (B) and melatonin 100 nM/GP/
AA (C). GP: β-glycerophosphate, AA: ascorbic acid

5 days

15 days

A B C



성을 촉진하였는데, 분화 15일 째 melatonin을 첨가

하지 않은 군에 비해 첨가한 군에서 석회화 결절

형성이 촉진되었다(Fig. 4). 

고 찰

솔방울샘에서 분비되는 melatonin은 밤에 분비가

증가하여 인체의 밤과 낮의 주기조절에 관여하고

연령의 증가에 따라 그 분비량이 감소하여 노화의

진행과 밀접한 관련을 갖는다(Cassone 1990, Cos와

Sanchez-Barcelo 1995, Cardinali 등 2003). Cardinali

등(2003)은 골에 대한 melatonin의 임상적 적용에

서 여성의 경우 폐경기 이후에 melatonin의 감소가

골다공증을 일으키는데 관여한다고 하여 뼈모세포

와 뼈파괴세포의 호르몬 조절에 있어서 중요한 인

자로 melatonin을 보고하였다. Nakade 등 (1999)은

in vitro에서 melatonin이 뼈모세포의 증식과 type I

collagen의 합성을 촉진시킨다고 하였고, Roth 등

(1999)은 melatonin은 뼈모세포분화와 바탕질의 석

회화를 촉진시키며, 골성장 조절에 있어 중요한 역

할을 한다고 보고하였다.

본 연구에서는 상아질모세포 전구세포인 MDPC-

23 세포를 이용하여 melatonin이 상아질모세포로의

분화와 석회화 결절의 형성에 어떠한 영향을 미치

는 지를 확인하였다. MDPC-23 세포는 Hanks 등

(1998)이 CD1 생쥐 어금니의 치아유두에서 분리하

여 만든 세포주로 일정한 조건에서 배양하면 분화하

여 상아질모세포의 특성을 나타낸다(Cho 등 1992,

Hanks 등 1998, Sun 등 1998). Bae 등(2005)의 실험

에서도 MDPC-23 세포를 배양하여 DSPP mRNA의

발현을 관찰하였다. 이는 치아유두 세포주인 MDPC

-23 세포가 상아질모세포의 특성을 나타내며, 상아질

모세포의 분화과정을 연구하는데 MDPC-23 세포가

유용하게 사용될 수 있음을 의미한다.

이 실험에서 석회화 결절 형성에 관하여 살펴보

면, MDPC-23 세포에 GP/AA를 첨가하여 15일 동안

배양하였을 때 석회화가 일어났다. Melatonin의 농

도가 증가할수록 석회화결절 형성을 촉진하여 분화

15일째는 melatonin을 첨가하지 않은 군에 비해

melatonin을 첨가한 군에서 석회화 결절의 형성이

강하게 관찰되었다. Roth 등(1999)은 뼈모세포 전구

세포인 MC3T3 세포를 이용한 실험에서 melatonin

을 첨가하지 않은 군에서는 21일이 되어서야 석회

화결절이 형성됨에 반하여 melatonin 50 nM을 첨가

한 군에서는 12일째에 석회화 결절이 형성되었다고
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Fig. 4.Phase contrast micrographs of Alizarin Red-S stained MDPC-23 control and melatonin-treated cells. Cultures were stained at 5
(A) and 15 (B, C) days after treatment with GP/AA only (B) and melatonin 100 nM/GP/AA (A, C). GP: β-glycerophosphate, AA:
ascorbic acid

A B C



하였다. 

상아질모세포-특이 유전자인 DSPP는 ALP, OC과

같은 석회화 표지 단백과 함께 상아질의 석회화를

유도한다. DSPP는 비아교성 단백질에 속하는 대표

적인 상아질-특이 단백질로 하나의 유전자로부터

dentin sialoprotein과 dentin phosphoprotein의 두 가

지 단백질을 합성하며 상아질의 석회화 과정에서

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Rutherford

등 1993, Feng 등 1998). OC는 뼈모세포, 상아질모세

포, 백악모세포에 의해서 합성되는 비아교성 단백질

로 석회화 후기에 주로 발현된다(Bronckers 등 1998,

Papagerakis 등 2002). Alkaline phosphatase (ALP)의

활성은 모든 무기질침착 조직의 형성과 관련이 있

다(Hanawa 등 1990). 

본 연구에서는 MDPC-23 세포에 melatonin을 첨

가하지 않은 군과 첨가한 군을 15일 동안 배양하여,

상아질의 분화와 석회화를 판단할 수 있는 지표가

되는 인자인 DSPP, OC, ALP의 발현 정도를 RT-

PCR을 수행하여 분석하였다. DSPP의 발현은 대조

군과 비교하여 실험군에서 melatonin의 농도가 증가

할수록 발현양이 증가하였으며, 특히 melatonin 100

nM에서 5일째부터 강하게 발현하여 15일까지 일정

하게 유지되었다. OC는 DSPP와 유사한 결과를 보

여 주었는데 100 nM을 처리한 군에서는 5일째부터

대조군과 melatonin 50 nM을 처리한 군에 비해서 2

배정도 발현량이 증가하였다. ALP는 melatonin 대조

군과 실험군 모두에서 분화가 진행되는 동안 발현

양이 증가하였으며, 각 군에서 큰 차이를 보이지 않

았다.

Roth 등(1999)은 MC3T3 세포에 melatonin을 첨

가한 경우에는 첨가하지 않은 군에 비해 뼈모세포-

특이 유전자인 BSP와 ALP, OP, OC와 같은 다른

석회화 표지자들의 유전자 발현이 증가하였다고 보

고하였다. 또한 melatonin은 세 개의 막투과 수용체

를 가지고 있는데 뼈모세포 분화가 이들 수용체에

의해 조절되는지를 규명하기 위하여 막투과 수용체

에 경쟁적 억제제(competitive inhibitor)인 luzindole

과 함께 처리한 실험에서 luzindole은 melatonin에

의해 유도된 BSP와 ALP의 발현을 감소시킨다고

보고하였다. 앞으로 상아질모세포에서도 막투과 수

용체의 억제제에 의해서 melatonin의 효과가 감소되

는지 연구가 필요하다고 생각된다. 위의 두 연구에

의하면 melatonin은 뼈모세포에서와 비슷하게 상아

질모세포의 분화와 석회화를 촉진함을 알 수 있다. 

NFI-C는 치아 발생과정에서 외배엽성 간엽세포

에는 발현되지 않으나, 상아질모세포 전구세포에서

발현되기 시작하여 상아질모세포의 분화가 진행되

어 감에 따라 발현이 증가한다 (Steele-Perkins 등

2003). NFI-C가 상아질모세포 뿐만 아니라 뼈모세

포에도 발현되지만 NFI-C (-/-) 생쥐에서 치아뿌리

상아질 형성에만 이상이 초래된 것은, NFI-C가 상

아질모세포에만 선택적으로 작용함을 의미한다

(Steele-Perkins 등 2003). Bae 등(2005)의 연구에 의

하면 NFI-C (-/-) 생쥐의 상아질모세포는 키가 작

고 타원형 모양으로 세포 극성이 상실되는 등 매우

불규칙한 양상을 보였다. 이 결과는 NFI-C 유전자의

결손이 일어나면 세포사이 결합장치의 형성이 방해

되어 상아질모세포가 비정상적으로 분화하고, 이에

따라 비정상적인 상아질이 형성되는 것으로 생각할

수 있다. 

Bae 등(2005)은 MDPC-23 세포에서 NFI-C를 과

발현 시킨 3일 후에 DSPP mRNA의 발현이 증가함

을 확인하였다. 이는 DSPP가 상아질모세포의 분화

후기에 발현이 증가한다는 것을 생각하면, NFI-C에

의해 DSPP의 발현이 촉진되었음을 의미한다. 본 연

구에서는 NFI-C는 MDPC-23 세포가 분화함에 따라

발현양이 감소하였으며, 특히 melatonin을 처리한

군에서 두 배정도 빠르게 발현량이 감소함을 보여

주었다. 위의 결과들은 NFI-C가 상아질모세포의 분

화 초기에 작용함을 의미하며, melatonin에 의해서

상아질모세포의 분화가 촉진됨에 따라 NFI-C의 작

용도 그와 비례하여 빨라지는 것으로 생각된다. 

위의 결과들을 종합하면 melatonin은 상아질모세

포 전구세포인 MDPC-23 세포의 분화와 석회화를

촉진시키며, 상아질 형성에 중요한 역할을 하는 것

으로 생각된다.
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Abstract

Effects of Melatonin on MDPC-23 Cells Differentiation

Joo-Cheol Park, In-Cheol Shin, Dong-Seol Lee, Seong-Ho Yoon, 
Jae-Ho Yang, Sang-Bong Kim, Heung-Joong Kim

Oral Biology Research Institute & Post BK21, College of Dentistry, Chosun University 

Melatonin is the major hormone released from the pineal gland and regulates a variety of physiological and patho-

physiological processes. According to the recent studies the melatonin plays an important role in regulation of bone

growth. The purpose of this study was to determine whether melatonin promotes the cell differentiation and nodules

formation in MDPC-23 pre-odontoblast cell line. 

MDPC-23 cells were cultured for up to 15 days in growth media containing differentiation medium with melatonin

or without melatonin. Cultures were stained with Alizarin-S. The expression of the mRNAs for DSPP, OC, ALP and

NFI-C were analyzed by RT-PCR. 

The results were as follows. Cultures containing melatonin at day 15 showed extensive mineralization as compared

with control cultures. Melatonin increased the expression of DSPP and OC mRNAs in MDPC-23 cells in a concentra-

tion-dependent manner. However, melatonin did not changed ALP expression. Melatonin markedly decreased mRNA

expression of NFI-C in early stage cultures as compared with control cultures.

These results demonstrated that melatonin is capable of promoting MDPC-23 cells differentiation and mineralization

and suggested that melatonin may play an important role in dentin formation.

Key words : Melatonin, MDPC-23, Differentiation, Mineralization
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