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Preservation of natural teeth and their structure is critical for chewing, swallowing, and better speech. Dentin and dental 

tissues are crucial in maintaining natural teeth and their structure, but treatment of dental tissue and dentin fracture is chal-
lenging for dentistry. Hence, scientific understanding needs to be translated to discover novel dental treatments. Dental 
pulp stem cells (DPSCs) are mesenchymal stem cells (MSCs) isolated from the third molar pulp. These cells have similar 
characteristics to MSCs with a unique property where DPSCs can differentiate into dentin forming odontoblast-like cells. 
Here, we made an effort to evaluate the potential substrate that induces odontoblastic differentiation of DPSCs. In this study, 
JD005, a modified A2A antagonist from ZM-241385, was determined to enhance OD. Specifically, JD005 treatment signifi-
cantly enhanced the OD markers like alkaline phosphatase (ALP), runt-related transcription factor 2 (RUNX2), OPN, dentin 
sialophosphoprotein (DSPP), and dentin matrix protein 1 (DMP1). Additionally, the DPSCs treated with JD005 showed 
enhanced SMAD phosphorylation associated with differentiation. These observations distinctively suggest that JD005 po-
tentially contributes to dentin regeneration via odontoblast differentiation.

Key words : DPSCs, JD005, dentine regeneration, odontoblasts, RUNX2, DSPP, SMAD phosphorylation.
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JD005 화합물이 인간치수유래줄기세포의 상아질 
모세포 분화에 미치는 영향에 관한 연구
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간추린 제목: JD005화합물의 상아질 모세포 분화에 미치는 효과
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Ⅰ. INTRODUCTION

성체줄기세포(adult stem cell)1~4)는 배아줄기세포
(embryonic stem cell)와 구별되는 줄기세포로서5), 일
정한 세포로만 분화 가능한 다중분화능(multipotent) 한 
성질을 지니고 있다2,6). 특히 치아줄기세포의 경우 외배
엽성중배엽 세포로 다른 조직에 비하여 용이하게 조직에 
접근하여 줄기세포를 얻을 수 있다는 장점이 있다. 치아
에서 분리할 수 있는 줄기세포로는 치수에서 분리 가능
한 치수유래줄기세포 (dental pulp stem cells, DPSC)7), 
유치줄기세포 (stem cell from human exfoliated de-
ciduous teeth, SHED)8), 치근유두줄기세포 (stem cells 
from the apical part of the papilla, SCAP)9), 치아주머
니줄기세포 (stem cells from the dental follicle, DFPC), 
치주인대줄기세포(periodontal ligament stem cells, 
PDLSC)10) 등이 있다. 

치아재생의 효과를 촉진시키기 위한 참고하여 사용한 
화합물은 ZM241385며, 이와 같은 화합물의 adenosine 
A2A receptor antagonist는 알츠하이머, 파킨슨병 치료
뿐만 아니라 해마 등의 회복에 효과가 있으며11), 골재생 
촉진과 관련하여 연구된 결과가 있었고, 기존에 알려진 
이를 바탕으로 치아재생에 접목시키고자 하였다11). 그리
하여 본 실험에서 사용한 화합물은 JD005는 ZM241385
의 aminoethyl-4-phenol 작용기를 aminomethyl-

4-phenol 작용기로 도입한 화합물이다.
본 연구에서는 위에 설명한 화합물을 이용하여 치수유

래줄기세포에서 치아모세포 분화를 유도12)하였을 때 분
화 촉진 효과가 나타나는지 확인하는 실험을 진행하였다. 
화합물의 세포 독성을 확인하기 위하여 CCK-8 assay를 
실시하였으며, 상아질 모세포의 유도를 촉진하여 Aliza-
rin Red S staining을 통한 염색으로 분화 시 유도되는 석
회화를 확인하였고, 상아질 모세포의 분화 마커로 알려
진 마커 유전자의 발현을 real-time PCR로 확인을 하였
으며, western blot을 통하여 마커 단백질의 발현을 확인 
하였다. 이 뿐 아니라 상아질 모세포 분화에 관여하는 여
러 세포 신호 전달 경로중 BMP/SMAD signaling이 관여
한다는 여러 연구 결과에 따라1,13) SMAD 1/5/8의 phos-
phorylation의 증가를 확인하여 본 신호전달경로를 통하
여 분화가 촉진됨을 확인하였다.

Ⅱ. MATERIALS and METHODS

1. 치수줄기세포배양

치수줄기세포(hDPSCs)는 Lonza(PT-5012, Switzer-
land)에서 구매하여 사용하였으며, antibiotic-antimy-
cotic (anti-anti, final concentration 1X)가 포함된 
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xeno-free human MSC medium (StemMACS™ MSC 
Expansion Media Kit XF, MACS)을 사용하여 5% CO2, 
37 ℃ incubator 에서 세포를 배양하였다. 세포는 4000 
cells/cm2 기준으로 배양하였으며, 3일마다 배지를 교체
하였으며 실험에 사용하는 세포는 Passage 3 에서 6 사이
의 세포를 사용하였다.

2. 세포생존률 측정

치수줄기세포를 1 × 103 cells/well로 96 well plates
에 seeding을 하였다. 생존률 측정 시 세포 독성을 확
인하기 위하여 JD005(화합물)을 Dimethyl Sulfoxide 
(DMSO, sigma)에 용해하여농도별로 처리하였고, 3일동
안 배양 후 세포생존률을 측정하였다. 세포생존률 측정을 
위하여 CCK-8 assay kit (동인바이오텍, 대전)를 사용하
였으며, CCK-8 reagent 10 μL를 100 μL의 배지에 넣어
주고 37℃ 에서 2 시간 동안 incubation 한 뒤, microc-
plate reader (Tecan, Sunrise)를 이용하여 450nm에서 
흡광도를 측정하였다.

3. 상아질모세포 분화

48 well plate (SPL, 대전)에 1 × 104 cells/well로 
seeding 한 후, well에 세포가 100%로 자라게 되면 분화

를 유도한다. 분화 유도를 위하여 사용한 배지는 antibi-
otic-antimycotic (anti-anti, final concentration 1X), 
10% FBS (GIBCO, 16000),  0.1 mM dexamethasone, 
10 mM β-glycerophosphate, and 50 mM ascorbic 
acid 가 포함된 α-MEM medium (GIBCO)를 사용하였
으며14), 약물 처리와 함께 3일 마다 한 번씩 배지를 교환해 
주었다. 14일동안 분화를 진행하였으며, Alizarin red S 
staining (2% Alizarin Red S with a pH of 4.3 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA))을 통하여 분화능을 측정
하였다. 염색 된 well은 스캐너로 plate를 스캔 한 후, 현
미경을 이용하여 세포 사진을 찍고, 염색약을 잘 말린 뒤 
염색의 정량 분석을 위하여 10% (w/v) cetylpyridinium 
chloride (Sigma-Aldrich)이 포함 된 10 mM sodium 
phosphate (pH 7.0) 용액을 300 μL씩 well에 넣고 염
색약을 추출해 낸 뒤, micro plate reader기를 이용하여 
570nm에서 흡광도를 측정하였다.

4. Real-time PCR analysis

상아질 모세포 분화 마커 유전자 발현을 확인하기 위하
여 real-time PCR을 진행하였다. 분화 유도 후, 7일째 되
는 날 세포를 회수하여 trizol (FavorPrep™ Tri-RNA re-
agent, 동인바이오)을 이용하여 RNA를 추출하고, cDNA 
(bioneer, 대전)를 합성하였다. 유전자의 발현은 real-

Table 1. Real-time PCR primer sequences

Gene Forward Primer (5’ → 3’) Reverse Primer (5’ → 3’)

DSPP GAA GAT GCT GGC CTG GAT AA TCT TCT TTC CCA TGG TCC TG

DMP1 ACC TTT GGA GAC GAA GAC AAT GGC TGT CTT CAC TGG ACT GTG TGG TG

ALP AGC TGA ACA GGA ACA ACG TGA CTT CAT GGT GCC CGT GGT C

RUNX2 GGT TAA TCT CCG CAG GTC ACT CAC TGT GCT GAA GAG GCT GTT

OPN AGC AGA GCG ACA CCC TAG A GCT CAT TGC TCT CAT CAT TGG C

β-actin GGC ACC CAG CAC AAT GAA G TGC GGT GGA CGA TGG AGG
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time PCR (ABI 7500)을 통하여 실시하였으며, 실험에 사
용한 primer sequence는 table 1에 나타내었다15).

5. Western blot analysis

상아질 모세포 분화 마커 단백질 발현 및 세포신호전
달경로를 확인하기 위하여 western blot analysis를 시
행 하였다. 1X protease/phosphatase inhibitor가 포
함 된 RIPA buffer(Intron)를 사용하여 단백질을 회수하
고 30 μg의 농도로 western blot analysis를 시행하였다. 
Western blot에 사용한 항체는 Table 2에 나열하였다.

6. 통계처리

본 실험의 결과는 세 번의 독립적인 실험을 수행하여 얻
어진 평균값 및 표준편차를 사용하여 나타내었으며, 그룹
간의 통계적 차이는 control과 실험군을 비교하여 Stu-
dent's t-test를 이용하여 분석하고 P<0.05 이하에서 유의
성을 나타내었다. 여기서 사용한 control은 sample과 다
른 약물 처리군과 동일한 상태로 만들어 주기 위하여 다
른 well과 동일한 양의 0.001%의 DMSO를 처리하였다. 

Ⅲ. RESULTS

1. JD005의 합성
치아유래줄기세포에서 치아모세포 분화를 유도하는 효

능이 있는 새로운 화합물을 합성하기 위해 기존에 골재생
에 효과를 보인 Focus Bioscience 사의 ZM24138516,17)

로부터 유도체화를 진행하여 구조-활성 상관관계를 확
인하였다. ZM241385의 aminoethyl-4-phenol 작용기
에 변형을 주어 JD002, JD003, JD004, JD005, JD006, 
JD007 그리고 JD008를 합성하여 치아 분화 효과를 확인
하였고, 그 중 aminoethyl-4-phenol 대신 aminometh-
yl-4-phenol 작용기를 도입한 JD005가 ZM241385보다 
높은 활성을 보임을 확인하였다. JD005는 ZM241385로
부터 아래 Fig. 1와 같이 합성되었다.

N''-(Furan-2-ylcarbonyl)carbonohydrazonic diamide (1)
2-Furoic hydrazide (894 mg, 7.09 mmol)와 S-me-

thylisothiouronium sulfate (2.37 g, 8.51 mmol)을 섞
은 혼합물은 H2O (12 mL)에 녹인 sodium hydroxide 용
액 (567 mg, 14.2 mmol)이 넣고 상온에서 2일동안 교반 
하였다. 결과로 침전된 물질은 필터 된 후에 diethyl ether
로 washing 하였고, 흰색 가루의 생성물을 얻었다 (1.02 
g, 수율 85.6%). 

5-(Furan-2-yl)-1H-1,2,4-triazol-3-amine (2)

Table 2. Western Antibody lists

Protein Catalog Number

DMP-1 SC-73633, Santa cruz biotechnology

DSPP SC-73632, Santa cruz biotechnology

β-actin SC-47778, Santa cruz biotechnology

Phospho SMAD– 1/5/8 AB3848-I, Merck Millipore

Total SMAD-1/5 PA5-80036, Thermofisher scientific

goat anti-mouse IgG ADI-SAB-100

goat anti-rabbit IgG ADI-SAB-300
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N‘’-(Furan-2-ylcarbonyl)carbonohydrazonic diamide 
(1.02 g, 6.07 mmol) 에 H2O (20 mL)를 넣은 현탁액은 
microwave에서 160 °C, 6 bar 조건으로 1시간동안 교반 
하였다. 반응 혼합물은 ethyl acetate로 추출한 후 brine
으로 washing하고 Na2SO4에 의해 건조했다. 그리고 나
서 감압농축 하여 베이지 가루의 생성물이 얻었다 (815 
mg, 수율 89.5%). 1H-NMR (400 MHz, DMSO-D6) δ 
12.11 (s, 1H), 7.71 (s, 1H), 6.71 (s, 1H), 6.58 (s, 1H), 
6.10 (s, 2H).

2-(Furan-2-yl)-5-(methylthio)-[1,2,4]triazolo[1,5-
a][1,3,5]triazin-7-amine (3)

5-(Furan-2-yl)-1H-1,2,4-triazol-3-amine (770 mg, 
5.13 mmol)과 S,S'-dimethyl N-cyanodithioimino-
carbonate (825 mg, 5.64 mmol) 혼합물은 argon 으
로 치환된 대기환경에서 170 °C에 3시간동안 교반 하였
다. 반응 혼합물을 상온까지 식히고 methanol (5 mL)과 
DCM (5 mL)을 넣었다. 이후 반응 혼합물은 over night으

로 환류 시켰다. 결과물은 컬럼크로마토그래피로 정제하
여 흰색 고체의 생성물이 얻었다 (273 mg, 수율 21.4%).

2-(Furan-2-yl)-5-(methylsulfonyl)-[1,2,4]
triazolo[1,5-a][1,3,5]triazin-7-amine (4)

2-(Furan-2-yl)-5-(methylthio)-[1,2,4]triazolo[1,5-
a][1,3,5]triazin-7-amine (273 mg, 1.10 mmol)에 
DCM (8 mL)을 넣은 혼탁액은 0 °C에서 교반되며 m-
chloroperoxybenzoic acid (<77%, 759 mg, <3.39 
mmol)를 DCM (2 mL)에 녹인 용액이 천천히 넣었다. 반
응 혼합물을 상온에서 밤새 교반 하였다. 용매가 감압 조
건에서 없어진 후 ethanol이 넣고 생성된 고체는 필터 된 
후에 ethanol로 씻어졌고, 상아색 가루의 생성물이 얻었
다 (248 mg, 수율 80.5%).

4-(((7-Amino-2-(furan-2-yl)-[1,2,4]triazolo[1,5-a]
[1,3,5]triazin-5-yl)amino)methyl)phenol (JD005)

2-(Furan-2-yl)-5-(methylsulfonyl)-[1,2,4]
triazolo[1,5-a][1,3,5]triazin-7-amine (50 mg, 0.18 

Figure 1. ‌�Synthetic scheme for the synthesis of JD005. Synthetic scheme for the synthesis of JD005. 
2-Furoic hydrazide was cyclized via two step reactions to afford 2 (yield 85.6%, 89.5% each). 
Then, 2 was refluxed under neat condition with dimethyl cyanodithiominocarbonate to afford 3 
(yield 21.4%). 3 was oxidized via mCPBA to afford 4 (yield 80.5%). Finally, 4 was substituted with 
aminomethyl-4-phenol to afford JD005 (yield 17%, purity 98.07% (LC)).
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Figure 2. ‌�The effect of JD005 on odontoblastic differentiation (1) of dental pulp stem cells (DPSCs). (A) A 
cell proliferation assay (CCK-8) was performed in the indicated concentrations of JD005-treated 
cells (n=3).   (B) Alizarin Red S staining of odontoblasts. Representative image showing differen-
tiated odontoblast cells (C) Quantitation of Alizarin Red S staining (n=3). 

mmol)에 MeOH (1 mL)을 넣은 혼탁액에 DIPEA (0.16 
mL, 0.89 mmol)와 4-hydroxybenzylamine (26 mg, 
0.21 mmol)이 넣고, 반응 혼합물은 상온에서 밤새 교반 
하였다. 이후 컬럼 크로마토그래피로 정제하여 흰색 고체
의 생성물을 얻었다 (10 mg, 수율 17%). 1H-NMR (400 
MHz, DMSO-D6) δ 9.20 (s, 1H), 7.82 (t, 2H), 7.11 (d, 
2H), 7.01 (t, 1H), 6.66 (s, 2H), 6.63 (m, 1H), 4.34 (d, 
2H). MS [M+H]+=324.1. 순도 (18) 98.07%.

2. ‌�JD005가 치수줄기세포 성장에 미치는 세포독성 및 상아
질 모세포 분화에 미치는 영향

본 연구를 위하여 합성된 JD005가 치수유래중간엽 줄
기세포의 상아질 모세포 분화 기간 동안 미치는 영향에 대
한 실험을 진행하였다. 세포의 분화를 진행하기에 앞서 본 
화합물이 세포에 미치는 독성을 확인하기 위하여 CCK-8 
assay를 실시 하였다. 

그 결과 본 화합물 100 µM의 농도가 되었을 때, 약 10%

의 세포생존률 감소를 보였지만, 이는 매우 낮은 비율이
므로 본 농도를 이용하여 세포 분화를 유도가 가능하다는 
것을 나타내었으며 세포생존률 실험에 이용한 1, 10, 100 
µM 농도를 사용하여 분화 실험을 진행 하였다. 그 결과 
화합물의 농도에 따라 상아질 모세포 분화가 증가하는 것
을 알 수 있었으며, well plate의 이미지와 염색된 세포의 
사진 그리고 정량 결과를 그래프로 나타내었다 (Fig. 2A, 
B, C). 본 연구의 결과로 JD005화합물은 세포 독성은 높
지 않으면서도 농도가 증가 할수록 치수줄기세포의 상아
질 모세포 분화를 촉진 시키는 것을 보여주었다. 

위의 실험 결과로 화합물이 치수줄기세포에 독성과 상
아질 모세포 분화 촉진의 효과가 있음을 확인 하였으며, 
JD005가 상아질 모세포 분화를 촉진하는 것을 증명 하기 
위하여 추가로 분화 마커 발현 실험 및 세포 신호전달 경
로에 대한 실험을 진행하였다.

본 연구를 위하여 분화 기간 동안 화합물을 처리 하였
으며, 화합물을 농도 별로 처리 한 세포에서 상아질 모세
포 분화 마커 유전자와 단백질 발현을 확인하였다. 그 결
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과, 화합물의 농도 증가에 따라 alkaline phosphatase 
(ALP), RUNX 및 OPN을 포함한 osteoblast 및 상아질 모
세포 분화 마커 유전자의 증가를 real-time PCR을 통하
여 확인 할 수 있었으며 (Figure 3A-C), 상아질 모세포의 
마커로 사용된 DMP-1과 DSPP의 mRNA 및 단백질의 발
현 또한 증가하는 것을 확인하였다 (Fig. 3D-F). 이는 화합
물이 상아질 모세포로의 분화에 있어서 석회화의 증가뿐
만 아니라 유전자 및 단백질 발현을 증가 시켰다. 또한, 상
아질 모세포 분화 시 관련된 세포신호전달경로를 확인 하
였으며, 이를 위하여 SMAD 1/5/8의 phosphorylation
의 발현을 측정하였다. 그 결과 SMAD 1/5/8의 phos-
phorylation이 증가하는 것을 알 수 있었다 (Fig. 3G). 본 
화합물이 SMAD 1/5/8의 phosphorylation을 통한 상아
질 모세포 분화 기전을 가지고 있음을 시사해 주고 있다. 

Ⅳ. DISCUSSION

본 연구에서는 치수에서 얻은 중간엽 줄기세포를 사용
한 치수줄기세포를 이용하여 치아재생후보물질 JD005의 
유효성을 평가하였다. 본 화합물은, 치수유래 중간엽 줄기
세포의 상아질 모세포분화 촉진을 유도할 것으로 생각되
었다. 본 연구에 사용한 참고하여 화합물로 사용된 Focus 
Bioscience사의 ZM241385는 기존에 골재생 및 치아재
생에 효과가 있었음을 시사하였으며16,17). 이에 참고하여
약물, ZM241385에서 변형 합성된 JD005약물에 대하여 
치수유래 중간엽 줄기세포의 상아질 모세포 분화에 미치
는 영향을 관찰하고자 하였다. 본 분화를 촉진하는 작용을 
보였으며 상아질 모세포 분화 마커 유전자 및 단백질의 발
현 역시 화합물의 농도에 따라 증가함을 보여주었다. 또한 
SMAD signaling pathway를 통하여 치수유래 중간엽 줄
기세포의 분화가 촉진됨을 시사하였다.  

Figure 3. ‌�Effect of JD005 on odontoblastic differentiation (OD) markers. (A-E) mRNA expression of vari-
ous OD markers (n=3). (F) Immunoblotting using antibodies against DSPP and DMP-1. (G) Im-
munoblotting using antibodies against pSMAD and tSMAD (n=3).
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본 연구의 결과로 본 JD005화합물은 세포 독성은 높지 
않으면서도 농도의존적으로 치수줄기세포의 상아질 모
세포 분화 또한 촉진 시키는 것을 알 수 있다 (Fig. 2A-C). 
많은 연구에서 치아 조직의 줄기 또는 전구 세포는 얻기 
쉽고, 시험관 내에서 확장될 수 있으며, 놀라운 가소성을 
보인다고 보고되어 있으며19), 본 연구에서 분리된 사람 치
수줄기세포 역시 상아질 모세포 유사 세포로의 분화능을 
잘 보여주고 있다. 본 연구에서 JD005의 분화과정에서의 
유전자발현증가를 제시하면서 SMAD 신호전달기전을 
보여주었다. ALP는 알칼리 환경에서 monophosphate 
ester의 가수분해를 촉매하는 phosphotadyl inositol 연
결 막 당단백질로써18) 이는 osteoblast 및 상아질 모세포 
분화의 생화학적 마커로 널리 사용되어 왔으며 bone 석
회화에 중요한것으로 알려져 있다. ALP 활성의 상승은 
생체 내 치수 세포의 분화 및 치수 세포의 상아질 모세
포 분화에 필수적인 마커이다20). 이와 연관하여 ALP 및 
연관 유전자인 RUNX2와 OPN의 RNA를 확인하였으며 
(Fig. 3A, B, C), 본 화합물로 인한 증가는 JD005가 조골
세포 및 상아질 모세포 분화에 기여함을 알 수 있었다. 또
한 JD005에 의하여 total Smad의 양은 변화가 없지만 
Smad (Smad1, 5, 8) 인산화가 증가하는 것을 확인하였으
며 이는 Co-mad(Smad4)와 함께 복합체가 형성되고 여
러 핵 보조인자와 함께 분화 표적 유전자의 전사를 조절하
는 핵으로 이동할 것임을 유추하여 볼 수 있다.  

JD005가 상아질 모세포 특이적 분자의 발현에 영향을 
미치는지 조사하였고 DSP와 DMP-1의 발현이 JD005에 
의해 농도 의존적으로 유도됨을 발견하였다 (Fig. 3D, E, 
F). DSP는 상아질 시알로인단백질(Dentin sialophos-

phoprotein, DSPP) 유전자로부터 전사되는 비콜라겐성 
상아질 기질 단백질로 상아질 모세포 특이 단백질로 알려
져 있다21). DMP-1은 석회화된 조직에서 발현되는 비콜
라겐성 단백질이다22). 다양한 증거에 따르면 DSP는 상아
질 모세포 분화의 초기 단계에서 유도되는 반면 DMP-1
은 후기 단계에서 유도되고 상아질의 미네랄 단계에 단단
히 결합된다. JD005처리시에 DMP-1과 DSP mRNA와 
단백질발현이 증가하는 결과는 Smad 신호 전달 경로의 
활성화를 통해 상아질 모세포 특성을 유도하는 데 중요한 
역할을 한다는 것을 나타내었다. 

치아 발생 과정에서 가장 중요한 점은 다른 상피세포 
유래 장기와 마찬가지로 상피-간엽 의 상호 작용이 필요
하다는 것이다23). 최근 연구에서 사람의 유치 치수에서 상
피세포와 유사한 치수 줄기세포를 발견하였으며24,25). 자
연치아의 보존을 위한 방법의 일환으로 다양한 가능성을 
시사해 주고 있다. 고령화 사회로의 진입은 노인 인구에
서 자연치아의 보존을 위한 연구26,27)의 필요성이 대두되
고있는 상황에서 골재생에 대한 많은 논란을 가지고 있는 
ZM241385 화합물18) 에 비해 본 연구에서 사용한 JD005 
화합물의 상아질 모세포의 분화능을 보여주고 있으며 치
과영역에서 치아재생 및 치아수복등에 적용할 수 있는 기
초자료를 제시하였으며, 본 그룹에서 연구한 JD005는 보
다 다양한 연구를 통하여 골재생을 정밀하게 분석하며 더 
나아가 in vivo 실험을 통하여 상아질 재생을 확인해보는 
실험을 진행 하여 좀 더 심화된 결과를 도출할 필요가 있
다. 이러한 노력은 임상에 적용하기 위한 충분한 연구 결
과를 제공해 줄 것으로 사료된다.
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