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Purpose: Phosphatase and tension homolog (PTEN) has been known to play a role of maintenance of homeostasis over 
the body. It is little known about the roles of PTEN in periodontal complex. The purpose of this study was to explore the role 
of PTEN in periodontal complexes after removing PTEN from osteoblasts and odontoblasts.

Materials and Methods: The resulting OCN‐Cretg/+;Ptenfl/fl mice were created after by conditionally eliminating the 
PTEN gene using an Osteocalcin (OCN) Cre driver and the resulting OCN‐Cretg/+;Ptenfl/fl mice (experimental group) 
were compared with the wild type mice (control group) using micro-CT, histology and immunohistochemical analyses. The 
amount of dentin and alveolar bone was analyzed, and osteopontin and bone sialoprotein in the periodontal ligament space 
(PDL) were evaluated and collagen in the PDL was analyzed quantitatively and qualitatively. 

Results: Micro CT showed that dentin and bone were significantly accumulated in an experimental group. Dentin sialo-
protein was significantly increase in dentin of an experimental group. Internal balance in the PDL was altered with increased 
expression of PCNA in an experimental group.

Conclusions: Loss of PTEN causes an increase of dentin and bone in the periodontal complexes with an alteration of 
internal balance in the PDL. These findings underscore the effect of PTEN on homeostatic control of periodontal complexes.
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Ⅰ. 서론

종양 억제제 (tumor suppressor)로 알려진 phospha-
tase and tension homologue (PTEN)은 세포분화 조절
에 관여한다1). PI3K/Akt 경로를 통하여 세포 분화와 세
포자연사 (apoptosis)를 조절한다1,2). PTEN 유전자의 변
이는 암, 비종양성 이상증식과 뇌질환을 일으킨다3). 또
한 PTEN 유전자의 변이는 여러 기관에서 코우덴 증후군 
(Cowden syndrome)과 과오종 (hamartomas)를 야기하
는 것으로 알려져 있다3~5). 

쥐의 조골세포 (osteoblast)에서 PTEN 유전자를 상실
한 쥐는 태어날 당시는 정상 골크기이지만 평생동안 골
밀도와 골량이 증가한다6,7). 이는 조골세포의 세포자연사 
(apoptosis)와 관련이 있다. PTEN 유전자의 변이로 인한 
세포자연사의 감소로 인하여 간의 교원질 섬유의 축적과 
폐의 섬유증을 야기한다8,9). PTEN 유전자의 변이가 섬유
아세포에서 일어날 경우에 교원질 섬유의 기질내 세포자
연사의 방해를 가져온다10).

PTEN 유전자 변이가 있을 경우에 아데노이드얼굴 
(adenoid faces), 고 구개궁 (high-arched palate), 연구
개의 형성부전, 입술과 인두의 유두종 (papillomatosis), 
치주질환, 균열설 (fissured tongue), 점막 유두종과 잇몸 
결절(gingival nodule)등의 양상이 나타난다5). 즉 PTEN 
유전자 변이가 치아와 주변 치주조직의 기능에 영향을 미
칠 것이라고 생각할 수 있다. 그러나, 치아 및 주위 조직
의 항상성 유지에 PTEN 유전자가 관여하는지에 관한 연
구는 아직까지 거의 없다. 조골세포에서 PTEN 유전자를 
제거한 쥐를 이용하여 PTEN 유전자가 치아와 치주조직
의 항상성에 미치는 영향을 조사하는 것이 이 논문의 목
적이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. OCN-Cretg/+;Ptenfl/flmice 

PTEN 유전자 적중 생쥐(gene targeting mouse: 실험
군) 와 일반쥐 (대조군)는 Van Andel Research Institute
의 동물 보호와 사용 (Institutional Animal Care and 
Use Committee (IACUC))로부터 승인을 얻어서 만들었
다6). 쥐 꼬리에서 DNA를 채취하여 AutoGenprep 960 
automated DNA isolation system (AutoGen)을 사용
하여 PTEN 유전자 적중 (gene targeting) 여부를 확인
하였다. 대조군과 실험군에서 각각 12주령 열마리 쥐를 
사용하였다.

2. 마이크로 CT (Micro–computed tomography) 촬영

SkyScan 1172 MicroXCT-200 (SkyScan, Kontich, 
Belgium)를 이용하여 12주령 여섯마리 (세마리 대조
군, 세마리 실험군) 쥐의 상악골을 마이크로 씨티로 촬영
했다. 촬영조건은 60kV, 7.98W와 2um의 해상도이며, 
8um3의 isotropic voxel size이며, 전치부에서는 800 
CT slices이었다. 분석을 위하여 각각의 CT slices는 Mi-
croXCT7.0 reconstruction software (SkyScan 1076, 
SkyScan, Aartselaar, Belgium)을 이용했다. 3차원으로 
합성을 한 후 치아의 상아질과 치수강의 크기와 주변 치
조골의 양을 비교하였다.

3. 조직표본 제작 

대조군 다섯 마리와 실험군 다섯 마리 쥐에서 상악골
을 분리하여 4°C에서 4% 파라포름알데하이드에서 하룻
밤 고정시킨 후 19% EDTA에서 2주일 동안 탈회를 시켰
다. 여러 단계의 에탄올 시리즈를 걸쳐서 탈수화 시킨 후 
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embedding 한 후 8-um 두께로 자른 후 Superfrost plus 
슬라이드(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)을 이
용하여 조직샘플을 제작하였다. 

4. 일반염색분석

Hematoxylin and eosin (H&E) staining을 시행하여 
전반적인 치주조직의 구조를 분석했다. H&E 염색에서 세
포핵은 파란색으로, 그 외의 세포질등은 분홍색으로 염색
되었다. 또한 picrosirius red 염색을 통하여 치주인대안
의 교원질의 주행 방향들을 분석했다11).

살아있는 세포 수를 측정하기 위하여 4’,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA) 염색을 시행한 후 형광현미경 하에
서 촬영했다. 죽은 세포 수를 측정하기 위하여 terminal 
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick 
end labeling (TUNEL) 키트를 이용하여 (Roche, Basel, 
Switzerland) 염색한 후 형광현미경 하에서 촬영했다.

5. 면역조직화학 (Immunohistochemistry) 염색 분석

조직표본에서 파라핀을 제거한 후 (deparaffinized), 5
분동안 hydrogen peroxide에 담가서 peroxidase ac-
tivity를 얻은 후 phosphate-buffered saline (PBS)에
서 씻었다. 5% goat serum (Vector, Burlingame, CA, 
USA) 으로 처리 후 1시간 동안 기다렸다. 각각의 1차 항
체 (primary antibody)를 추가한 후에 4˚C 냉장고에 하
룻밤 보관했다. biotinylated 2차 항체 (secondary an-
tibodies; Vector, Burlingame, CA, USA)로 30분 동안 
처리 후 PBS로 씻었다. Anavidin/biotinylated enzyme 
complex 키트(ABC Peroxidase Standard Vectastain 
PK-4000; Vector, Burlingame, CA, USA)를 이용하여 
30분동안 처리했다. 색이 나타나도록 3,3’-diaminoben-

zidine (DAB) substrate 키트 (Vector Peroxidase sub-
strate DAB SK-4100; Vector, Burlingame, CA, USA)를 
사용했다. 사용된 항체 (antibody)는 osteopontin (OPN, 
NIH LF 17, National Institutes of Health, Bethesda, 
MD, USA; dilution 1: 4000), dentin sialoprotein (DSP, 
Merck Millipore, Burlington, MA, USA; dilution 1: 
2000), Bone sialoprotein (BSP, Origene, Rockville, 
MA, USA; dilution 1:800), proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA) (Thermo Scientific, Waltham, MA, 
USA; dilution 1:50), periostin (Abcam, Milton, Cam-
bridge, UK; 1:100 dilution), fibromodulin (Santa 
Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, USA; 1:1000 dilution), 
and type I collagen (Abcam, Milton, Cambridge, UK; 
1:100 dilution) 이었다. 면역조직화학 염색을 통하여 백
악질 형성에 관여하는 OPN과 BSP의  발현양과, 상아질 
형성에 관여하는 DSP의 발현양을 비교 분석했으며, 교원
섬유의 양적, 질적 분석을 시행하였다.

Ⅲ. 결과

전체적인 치아의 크기와 모양은 두 그룹 사이에 차이가 
없었다(Fig. 1.A & B). 그러나, 법랑질 형성은 실험군에서 
다른 양상을 보였다. 대조군에서 치근단쪽 (apex)에서 일
정 부분 떨어진 부위에서부터 법랑질 침착이 시작되나, 실
험군에서는 치근단부위부터 침착된 법랑질이 치아 절단
면 (incisal edge)까지 이어져있었다. 대조군과 비교했을 
때 실험군에서는 상악 전치 주변 치조골의 골량의 증가를 
볼 수 있었다(Fig. 1.A & B). 또한, 실험군에서 상아질 침
착을 관찰할 수 있었다. 상아질의 침착과 함께 치수강의 
감소가 실험군에서 관찰되었다. 실험군에서 상아질의 침
착은 치근단쪽까지 이어져 있었다. 

실험군의 상악 구치와 주변조직을 포함한 사진에서 치
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Figure 1. 마이크로 CT 분석
(A, B) There was no difference of tooth size and shape between a control and an experimental group. 
However, the amount of dentin and alveolar bone was increased in an experimental group compared 
to that in a control group. (C, D) In an experimental group, the width of periodontal ligament space was 
decreased and rough root surface was observed.  

Figure 2. 치아의 수직 단면 분석
(A) The pulp space was not observed in an experimental group on the 1st plane. (B) The pulp space was 
scarcely observed in an experimental group on the 2nd plane. (C) The size of the pulp was very small in an 
experimental group on the 3rd plane. (D) The size of pulp in an experimental group on the 4th plane was the 
same as that in a control group on the 1st plane.



대한치과의사협회지 제61권 제4호 20223280

ORIGINAL ARTICLE

주인대의 공간의 감소와 불규칙한 치근이 관찰되었다 
(Fig. 1.C & D). 

전치부 치아에서 상아질 침착과 치수강의 감소의 변화
를 치근단 부위, 치근단으로부터 1.2μm, 1.8μm, 2.4μm
로 나누어 살펴보면 치아절단면에서 가까운 곳인 (1)에서 
자른 단면에서 보면 정상적인 치아 구조를 가진 대조군
에 비해서 실험군에서는 치수강이 거의 관찰되지 않았다
(Fig. 2A). (2)에서 자른 단면을 살펴보면 실험군에서는 여
전히 치수강이 거의 관찰되지 않았다(Fig. 2B). (3)에서 자
른 단면을 살펴보면 실험군에서 점 정도 크기의 치수강이 

관찰되었다(Fig. 2C). (4)에서 자른 단면에서 대조군은 넓
은 치수강을 가진 반면 실험군에서는 대조군의 (1)의 위
치에서 보이는 치수강의 면적을 보여주었다(Fig. 2D). 또
한, 실험군에서 치조골의 양이 증가함을 볼 수 있었다. 대
조군에서는 (4)에서 자른 단면에서 법랑질의 침착을 거의 
볼 수 없으나 실험군에서는 (1)의 단면과 같은 양의 침착 
된 법랑질을 볼 수 있었다. 

정상적인 치아의 구조에서 벗어나서 치수강이 좁아진 
것의 원인을 찾기 위하여 면역염색을 시행하였다. 백악질
을 만드는 요소 중 하나인 OPN의 발현양은 대조군과 비

Figure 3. 면역형광염색을 통한 치아구조의 관찰
(A) There was no different expression of osteopontin between a control and an experimental group. (B) 
There was no different expression of bone sialoprotein between a control and an experimental group. (C) 
Expression of dentin sialoprotein was increased in an experimental group. d, dentin; ab, alveolar bone; p, 
pulp; pdl, periodontal ligament. All scale bars are 500 µm.
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Figure 4. 치주인대 내의 분자 생물학적 변화
(A, B) Picrosirius red staining showed no difference of orientation of collagen fibers between a control 
and an experimental group. (C, D) Expression of periostin showed no difference between a control and 
an experimental group. (E, F) Expression of fibromodulin was decreased in an experimental group. (G, H) 
Expression of collagen was increased in an experimental group. d, dentin; ab, alveolar bone; p, pulp; pdl, 
periodontal ligament. All scale bars are 500 µm.

교했을 때 실험군에서 차이가 없었다(Fig. 3A). 백악질을 
만드는 다른 요소인 BSP의 발현정도를 비교해 볼 때 대
조군과 실험군 사이에 차이는 없었다(Fig. 3B). 상아질 형
성에 관여하는 DSP의 발현정도에서는 대조군과는 달리 
실험군에서는 발현량이 유의미하게 증가하였다(Fig. 3C). 

치주인대의 콜라겐 섬유의 전반적인 구조 등을 관찰
하기 위해 picrosirius red, periostin, fibromodulin과 

collagen염색을 시행하였다(Fig. 4.). 교원질 섬유의 주
행 방향은 대조군과 비교했을 때 실험군에서 다르지 않
으며 교원질 섬유 사이의 거리도 비슷하며 전반적인 양
도 다르지 않음을 알 수 있었다(Fig. 4.A & B). 치주인대 
안에서 발현되는 osteoblast인자인 periostin 발현정도
도 대조군과 실험군 사이에서 차이를 발견할 수 없다(Fig. 
4.C & D). 대조군에서 fibromodulin의 발현정도는 콜라
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겐 섬유에서 뚜렷하게 발현되어 있는 반면, 실험군에서 
fibromodulin의 발현정도는 대조군과 비교 시 감소되었
음을 볼 수 있었다(Fig. 4.E & F). 실험군에서 collagen의 
발현정도는 대조군보다 증가되었음을 볼 수 있었다(Fig. 
4.G & H).

H&E염색을 통해서 전체적인 치주인대내의 구조를 살
펴보면 대조군과 실험군 사이에서 교원질의 주행방향에 
차이가 없었다(Fig. 5.A & B). PCNA염색을 보면 실험군

에서 증식하는 세포의 발현정도가 상당히 증가되어 있었
다(Fig. 5 .C & D). PCNA 염색은 세포주기의 G1초기와 
S 단계의 세포 marker로 증식하는 세포수가  실험군에서 
증가되어 있었다. DAPI 염색을 통해 보면 대조군에 비하
여 실험군에서 세포의 밀도가 증가해 있었다(Fig. 5.E & F). 
또한, TUNEL염색을 통해 보면 실험군에서 apoptosis가 
감소되어 있었다(Fig. 5.G & H).

Figure 5. 치주인대 내의 세포 변화
(A, B) H&E staining showed no difference in general structure between a control and an experimental 
group. (C, D) Expression of PCNA was increased in an experimental group. (E, F) DAPI staining showed an 
increase of cell density in an experimental group. (G, H) TUNEL staining showed a decrease of apoptosis 
in an experimental group.  d, dentin; ab, alveolar bone; p, pulp; pdl, periodontal ligament. All scale bars are 
500 µm.
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Ⅳ. 고찰

PTEN은 정상적인 치아조직 (odontogenic tissues)
의 세포질에서 발현되며 세포분화에 관여한다12). 그러나 
PTEN이 치아와 주변 치주조직의 항상성에 미치는 영향
에 대하여는 많이 보고되지 않았다. 실험군에서 모든 치
아들은 대조군과 크기와 모양도 같고 정상적으로 맹출하
여 정상적인 기능을 한다. 

마이크로 CT 영상에서 상아질의 지속적인 형성으로 인
해 치수강이 좁아지는 것이 실험군에서 관찰되었다. 즉 
실험군에서 odontoblast가 DSP의 발현양을 증가시켜서 
상아질이 더 많이 분비되었다고 생각할 수 있다13). 이 부
분에 관한 정확한 기전에 대해서는 더 연구가 진행되어
야 한다. 

전신적인 골량과 골밀도의 증가를 보이는 실험군에서 
치조골의 골량의 증가가 관찰되었다1,6). 전신적인 골조직
의 변화를 치조골에서도 관찰할 수 있었으며, 더 나아가 
치아를 구성하는 법랑질, 상아질, 백악질의 양의 증가도 
관찰되었다. 전신적 골조직의 변화가 있을 때 치조골뿐 
아니라 치아에도 변화를 가져왔다. Wnt signal이 감소된 
쥐에서 골조직의 변화가 치아를 포함한 주변조직에 영향
을 미치는 등 연관성이 관찰되었다13).

실험군에서 교원질의 주행 방향에는 차이가 없으나 치
주인대 안에서 관찰되는 특이한 점은 증식되는 세포의 증
가와 함께 apoptosis되는 세포의 감소이다. PTEN 소실 
시 다른 조직에서 세포증식이 이어지며 apoptosis가 감
소하는데 이를 치주인대 안에서 관찰할 수 있었다(Fig. 5). 
이런 변화들이 다른 조직에서는 섬유화를 야기하고14 ) 

잇몸 증식을 야기하는 것으로 알려져 있다15). 
치주인대 안의 교원섬유에 부착하는 fibromodulin의 

정확한 역할이 알려지지 않았지만, predentin의 경화를 
억제하는 것으로 볼 때 경조직에 둘러싸인 치주인대의 석
회화를 막는데 기여하는 것으로 추측하고 있다16,17). 실험

군에서 fibromodulin의 발현정도가 대조군보다 감소되
어 있는 것으로 볼 때 predentin의 경화로 인해서 치주인
대의 공간이 감소하는 원인으로 생각할 수 있다. 

PTEN유전자 변이가 일어났을 때 전신적인 골량과 골
밀도의 증가와 함께 치조골와 주변 경조직인 상아질의 침
착을 관찰할 수 있었다. 따라서, 그 기전에 대한 연구를 진
행할 때 전신적인 골대사의 이상이 치아, 치조골의 이상
과도 연관지어 생각하여 보며 치료법에 대해서도 같이 고
민해 볼 수 있다. 
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