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Yun,SeongHo
Advisor:Prof.Park,Joo-Cheol,D.D.S.,M.S.D.,Ph.D.
DepartmentofDentalEngineering,
GraduateSchoolofChosunUniversity

NFI-Cnullmicedemonstratedaberrantodontoblastdifferentiation,abnormal
dentinformation,andthusmolarlackingrootswhileothertissues/organsin
thebody,includingameloblastsappeartobeunaffectedandnormal.Abnormal
denininNFI-Cnullmicesharedmorphologicalsimilaritiestoosteodentinthat
isformedasaresultofdentalcaries.However,littleisknownaboutthe
interrelationshipbetweenNFI-Candosteodentinformation.
Inthisstudy,inordertoelucidatethemolecularcharacteristicsofabnormal

odntoblastinNFI-Cnullmice,weexaminedtheexpressionofAsk-1,Cdc-2,
Smad2/3,andTGF-βR1inthecellcultureandtissuesectionsofNFI-C null
miceusingimmunofluorescenceandimmunohistochemistry.

Theresultswereasfollows:
1.NFI-Cproteinwaslocalizedinthenucleusandcytoplasm ofthenormal
odontoblastsinvitro.
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2.Ask-1andCdc-2proteinwasexpressedintheperinuclearcytoplasm of
bothnormalandNFI-Cnullmice.Therewereanydifferencesinthe
expressionpatternofAsk-1andCDc-2proteinbetweennormaland
NFI-Cnullmice.

3.Smad2/3wasnotexpressedintheodontoblastandsubodontoblasticcells
ofthenormalmice,whereasNFI-CnullmiceexpressedtheSmad2/3
immunoreactivityintheodontoblastandsubodontoblasticcellsofthe
toothpulp.

4.TGF-βR1wasalsonearlyexpressedintheodontoblastand
subodontoblasticcellsofthenormalmice,whereasTGF-βR1
immunoreactivitywasstronglydetected inthesubodontoblasticcellsof
theNFI-Cnullmice.

TheseresultssuggestthatdisruptionofNFI-C increasedtheexpressionof
Smad2/3andTGF-βR1indeveloping odontoblastsandconsequentlycaused
theabnormaldentinformationwhichissimilartoosteodentin.

Keywords:NFI-C,odontoblast,Smad2/3,TGF-βR1,osteodentin
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

치아의 형성은 치성상피와 외배엽성 간엽세포 사이의 상피-간엽 상호작용을 통
해 조절되어지는 복잡한 과정이다1).치아발생에 대한 연구는 세포 및 분자 생물
학적 수준까지 많이 진행되어 초기의 치아발생에는 BMP,FGF,Msx1,Pax9및
Cbfa1등의 여러 유전자 들이 관여하는 것으로 알려지고 있으며,그들의 신호전
달경로들도 밝혀지고 있다2,3,4,5,6).치아의 초기 발생과는 대조적으로 후기 치아발
생,즉 치근의 발생에 관여하는 인자들에 대한 연구는 cadherin같은 부착단백질
과 osteocalcin,osteonectin및 dentinsialoprotein등과 같은 비교원성 단백질과
관련된 연구를 제외하고는 미진한 상태이다7,8).치근,특히 치근 상아질의 발생기
전의 이해는 치주조직의 재생뿐만 아니라 의도적 치아의 재이식 등의 임상적 적
용에 중요하기 때문에 치근 상아질의 발생에 대한 연구는 기초치의학 뿐만 아니
라 임상적으로도 매우 중요하다고 할 수 있다.
NuclearfactorI(NFI)family는 전사-복제 인자들로 닭,생쥐,햄스터,돼지 및

사람에서는 NFI-A,NFI-B,NFI-C그리고 NFI-X의 네 가지 유전자들로 이루어
져 있으나,Drosophilamelanoster와 Caenorhabditiselegans에서는 하나의 유전
자로 구성되어 있다9,10,11).NFI은 시험관에서 adenovirus의 DNA 복제에 필요한
단백질로 처음 발견되었으나,최근에는 많은 세포성 유전자들의 발현에 중요한 역
할을 하는 단백질로 알려지고 있다12,13,14,15).예를 들어,NFI-A 유전자가 없으면
뇌의 발생에 이상이 생기며16),NFI-B가 상실되면 뇌와 폐의 발생 이상이 초래된
다17).NFI-C에 관하여는 최근에 Steele-Perkins등18)이 NFI-C를 knockout하면
하악전치는 부러지기 쉽게 변형되고,상악전치에도 약간의 이상이 발생한다고 하
였다.특히 구치의 치관부는 정상이지만 치근이 짧거나 비정상적으로 형성된다고
하여,NFI-C가 치근 상아질 형성과정 즉 상아모세포의 분화과정에서 중요한 역
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할을 함을 시사하였다.
Thyagarajan등19)이 TGF-β1을 과발현 시킨 transgenicmice에서 상아모세포가 세

포 극성이 상실되며,골양상아질과 유사한 상아질에 세포가 함입되고,DSPPmRNA가
발현되지 않는다고 하였다.이는 NFI-CK/O mice의 상아모세포의 변화와 유사한 것
이다.이 결과는 TGF-β1을 과발현 시킨 transgenicmice와 NFI-CK/O mice에서 모
두 상아모세포에서 골모세포로 표현형 변환이 나타남을 의미한다.
이 연구는 NFI-C결손 생쥐에서 상아질이 비정상적으로 형성되는 것이 NFI-C

결손이 TGF-β1을 과발현 시킨 결과로 나타나는지 알아보기 위하여 TGF-β1을 세포
표면에서 인지하는 TGF-βR1과 TGF-β1에 의하여 세포내에서 형성되는 Smad의 발
현을 면역조직화학적으로 연구하였다.또한,NFI-C 결손 생쥐의 비정상적인 상아모
세포가 TGF-β1과 Smad경로를 통한 세포분열정지(cell-cyclearrest)과정을 통하여
세포사멸의 조절을 받는지 규명하기위하여 세포분열정지에 연관되는 Ask-1과 Cdc-2
의 발현을 면역형광염색법으로 연구하였다.
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ⅡⅡⅡ...실실실험험험재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...조조조직직직표표표본본본 제제제작작작
 생후 10일과 17일의 정상 생쥐(wild type)와 NFI-C (K/O) 생쥐(Dr.
Gronostajski,DepartmentofBiochemistry,SchoolofMedicine,StateUniversity
ofNew YorkatBuffalo)를 4% paraformaldehyde용액을 이용하여 관류 고정 시
킨 후 상,하악골을 포함한 머리뼈를 적출하여 동일 고정액에서 하룻밤 동안 재
고정하였다. 10% ethylene diamine tetra- acetic acid (EDTA)-1%
paraformaldehyde(pH 7.4) 용액에서 2주간 탈회하고 수세,탈수 등의 과정을 거
친 다음 파라핀 포매 하여 8μm 두께로 전치부를 중심으로 시상절단하고 또한 전
치부에서부터 구치부까지 전방에서 후방으로 관상으로 절단하였다.박절한 절편
은 면역조직화학적염색을 위해 4℃에 보관하였고 일부는 통법에 따라
hematoxylin-eosin으로 염색한 후 광학현미경으로 관찰하였다.

222...세세세포포포 배배배양양양 및및및 cccooonnnfffooocccaaalllmmmiiicccrrrooossscccooopppyyy
1)세포 배양

정상 생쥐와 생쥐의 대구치에서 얻은 치수조직을 무균상태
에서 항생제가 함유된

용액으로 수회 세척한 후 해부현미경하에서 정도
의 크기로 자른 다음 열 불활성화된

및 항생제 ㎖ μ ㎖

㎍μ ㎖ 및 μ μ㎖가 함유된
을 이용하여

℃ 습도 상태의 세포 배양기에서 일차배양 하였다
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일차배양 된 세포들을
에서 상태가 되도록 배양한 후 배양액을 제거하고

으로 회 세척한 다음
로 실온에서 분간 고정하고 다시 로 분간 회 세척

하였다 로 분간 처리 한 후
용액을 사용하여 실온에서 분간 하였다 일차항체

는 조선대학교 치과대학 구강조직학 교실에서 에
의뢰하여 제작한 와 구입한

과
항체들을 사용하여 실온에서 분 동안 처리 하였다

로 분간 회 세척한 후 용액 ㎍/㎖,Sigma-Aldrich,
St.Louis,USA)을 사용하여 대조염색하였다.PBS로 10분간 3회 세척 한 후
fluorescentmountingmedia(Calbiochem,Darmstadt,Germany)로 봉입하여
confocalmicroscope(Olympus,Japan)으로 관찰하였다.

333...SSSmmmaaaddd222///333와와와 TTTGGGFFF---ββββRRR111항항항체체체를를를 이이이용용용한한한 면면면역역역조조조직직직화화화학학학적적적 염염염색색색
보관된 절편을 탈파라핀과 함수과정을 거친 다음에 0.6% H2O2가 함유된

methanol용액에 20분간,2% non fatmilk로 20분간 처리하였다.절편을 1-2
mg/ml농도의 단백분해효소(ZymedLab.Inc,CA,USA)용액을 이용하여 37℃
에서 10분간 처리한 후 1:20의 비율로 희석한 polyclonalrabbitanti-Smad
antibody (Zymed Lab.Inc,CA,USA)와 polyclonalrabbitanti-TGF-βR1
antibody(ZymedLab.Inc,CA,USA)로 4℃에서 하룻밤 처리하고 PBS로 20분
동안 3회 세척하였다.2차 항체로서 mouse anti-rabbit IgG (Vector Lab,
Burlingame,CA,USA)를 실온에서 45분 동안 처리하고 PBS로 수세하였다.ABC
reagent(VectorLab,Burlingame,CA,USA)를 이용하여 30분 동안 반응시킨 후
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수세하였다.0.05% DAB (deaminobenzidinetetrahydrochloride)를 이용하여 발색
하고 절편을 수세,탈수와 건조 후에 봉입하여 광학 현미경으로 관찰 하였다.
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                       ⅢⅢⅢ...실실실험험험결결결과과과

111...NNNFFFIII---CCC와와와 AAAssskkk---111그그그리리리고고고 CCCdddccc---222항항항체체체를를를 이이이용용용한한한 면면면역역역형형형광광광 염염염색색색 소소소견견견
NFI-C는 정상 생쥐의 상아모세포의 핵과 세포질에서는 강하게 발현되었으나

(Fig.1),NFI-C K/O 생쥐의 비정상적인 상아모세포에서는 NFI-C의 발현이 관
찰되지 않았다.
Ask-1은 정상 생쥐와 NFI-C K/O 생쥐의 상아모세포의 핵주위와 세포질에서

발현되었으며 정상 생쥐와 NFI-CK/O간의 발현의 차이는 관찰되지 않았다(Fig.
2).
Cdc-2도 정상 생쥐와 NFI-C K/O 생쥐의 상아모세포의 핵주위와 세포질에서

약하게 발현되었으나 정상 생쥐와 NFI-C K/O 간의 발현의 차이는 관찰되지 않
았다(Fig.3).

222...SSSmmmaaaddd222///333와와와 TTTGGGFFF---ββββRRR111항항항체체체를를를 이이이용용용한한한 면면면역역역조조조직직직화화화학학학적적적 염염염색색색 소소소견견견
정상 생쥐에서는 치수의 상아모세포와 상아모세포하세포층에서 Smad2/3의 발

현이 관찰되지 않았으나(Fig.4A,B),NFI-CK/O 생쥐에서는 전치부 비정상적인
상아질 아래의 상아모세포하세포들 (subodontoblastcells)에서 Smad2/3의 발현이
관찰되었다(Fig.4C).NFI-CK/O 생쥐의 구치부에서는 상아모세포에 Smad2/3의
강한 발현이 관찰되었다(Fig.4D).
정상 생쥐의 치아에서는 어떤 세포에서도 TGF-βR1의 발현을 뚜렷이 관찰 할

수 없었으나(Fig.5A),NFI-CK/O생쥐의 비정상적인 상아질 아래의 세포들에서
는 TGF-βR1의 발현을 관찰 할 수 있었다(Fig5B).
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

상아질을 형성하는 상아모세포는 외배엽성 간엽세포로부터 분화하는데 이 과
정에서 법랑모세포 전구세포의 존재가 필수적이다20).외배엽성 간엽세포가 상아모
세포 전구세포로 분화하면 세포가 길어지고,세포가 극성을 띔에 따라 핵이 기저
부에 위치하며,골지체가 핵 위에 위치하고,조면내형질세망이 핵에서 먼 세포의
가장자리 쪽에 위치하게 된다.상아모세포는 제I형과 II형 교원질과 같은 유기기
질과 당단백 그리고 dentinsialophosphoprotein(DSPP)등을 합성 분비 한다21).
상아질의 기질이 침착됨에 따라 상아모세포가 세포질 돌기들을 원심 쪽으로 내어
상아세관에 묻히게 되고,결과적으로 상아모세포는 치수 가장자리 상아질의 내면
에 위치해서 상아질을 유지하게 된다20).그러나 이러한 상아모세포의 분화과정에
대한 분자생물학적 기전은 아직까지 잘 알려져 있지 않다.
상아모세포는 세포체와 세포질 돌기를 갖고 있는 키가 크고 극성을 띄는 세포

로 상아전질과 상아질을 형성하고 유지한다.이와 같이 상아모세포는 그 근심 끝
단으로 기질 단백질을 분비하는 고도의 극성을 띄는 결합조직-합성 세포이다.골
세포나 연골세포와는 달리 상아모세포는 석회화된 기질에 함입되어 있지 않고 항
상 상아질의 치수측에 자리한다.또한 다른 특징으로 상아모세포는 세포의 근심
끝단에 액틴 (actin)미세사로 이루어진 terminalweb이 발달하며 치밀과 부착 결
합장치들도 세포들 사이에서 잘 관찰 되는 것으로 알려져 있다22,23,24).이 결합장치
들이 상아모세포가 상아질 내면을 따라서 한 층으로 배열 할 수 있게 하며,상아
전질에 세포들이 함입되지 못하도록 세포들 끼리 붙잡는 역할을 한다25,26).또한,
이런 결합장치들이 상아전질과 상아질을 평탄한 양상으로 형성하고 유지하는 데
중요한 역할을 하는 것으로 추측된다.
Dentin sialophosphoprotein (DSPP)은 비교원질성 단백질에 속하는 대표적인
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상아질-특이 단백질로 하나의 유전자로부터 dentinsialoprotein(DSP)과 dentin
phosphoprotein(DPP)의 두 가지 단백질을 합성하며 상아질의 석회화 과정에서
중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다27,28). 반면에 BSP(Bonesialoprotein)는
골의 석회화 과정에 관여하는 인자로 알려져 있어21),BSP와 DSPP가 상아질과
골을 구분하는 실험에 많이 이용된다.

배 등29)은 최근에 상아모세포주인 MDPC-23세포에 NFI-C를 과발현 또는 발
현 억제시킨 후 DSPP와 BSPmRNA의 발현 확인을 통하여 상아모세포 분화과정에서
NFI-C의 역할을 규명하고자 하였다.연구결과에 의하면 MDPC-23세포에 NFI-C를
과발현 시킨 3일 후에 DSPP mRNA의 발현이 확인되었다.이는 정상적으로는
MDPC-23 세포가 배양 14일후에 DSPP mRNA를 발현한다는 사실을 생각하면,
NFI-C에 의해 DSPPmRNA의 발현이 촉진되었음을 나타낸다.이 결과는 NFI-C가
상아모세포-특이 유전자인 DSPP의 전사와 상아모세포의 분화 과정에서 중요한 역할
을 함을 시사한다.또한,MDPC-23세포에 NFI-C를 발현 억제 시킨 3일후에는 BSP
mRNA의 발현이 확인되었다.이 결과는 NFI-C의 기능이 상실되면 MDPC-23세포의
표현형이 상아모세포에서 골모세포로 변화될 수 있음을 시사하는 연구 결과이다.따라
서 이 연구에서는 NFI-C K/O 생쥐의 상아모세포가 형태학적으로 골모세포와 유
사한 특성을 나타낸다는 사실에 기초하여 NFI-C가 TGF-β1과 상호 관계 속에서
상아모세포를 골모세포의 특징을 나타나게 하는 기전을 알아보고자 하였다.
이 연구에서 NFI-C가 결손 되면 수용체인 TGF-βR1이 증가하고 TGF-β1의

세포내 신호전달 물질인 Smad단백질이 증가하여 비정상적인 상아질이 형성되고 이
들이 골양상아질의 특징을 나타내게 한 것으로 볼 수 있다.이와 관련하여 NFI-C와
Smad3와 같은 TGF-β 신호전달 물질사이에 기능적 관련성이 있음을 시사하는 다양
한 연구 결과들이 보고되고 있는데,기능적 관련성을 뒷받침하는 논리적 근거들은 크
게 다섯 가지로 분류할 수 있다.첫째로는 상아모세포 전구세포나 골모세포 전구세포
에서 모두 CBFA1이 발현된다는 것은 상아모세포 전구세포가 상아모세포나 골모세포
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로 분화가 가능한 능력을 가진 세포인데30,31,32),예를 들어 골모세포로 분화하면 DSPP
의 발현이 줄어들고 BSP발현이 증가 된다는 사실이다.둘째로는 상아모세포나 골모
세포 모두 TGF-β1을 합성하고 분비한다는 점이다33).셋째로는 생쥐 상아모세포에 제
I형과 II형의 TGF-β 수용체와 TGF-β 신호전달과정에 관여하는 Smad2,Smad3,
Smad4수용체가 존재한다는 것이다34).넷째로는 TGF-β1이 골모세포에서 BSP의 발
현은 증진시키지만 상아모세포에서 DSPP의 발현은 억제 시킨다는 점이다35,36).다섯째
로는 흰쥐 BSP 유전자의 promoter에 NFI-C binding site와 TGF-β responsive
element가 동일한 부위에 존재해서 서로 중첩 (overlap)되어 있다는 사실이다35).이는
DSPP유전자의 promoter도 이와 동일한 구조를 가지고 있음을 시사한다.결과적으로
NFI-C가 존재할 때는 NFI-C가 DSPP promoter의 NFI-C bindingsite에 결합하여
DSPP의 발현을 촉진하고,NFI-C가 존재하지 않을 때에는TGF-β1이 BSP와 DSPP
promoter의 TGF-β responsiveelement에 결합하여 BSP의 발현을 촉진하고 DSPP의
발현을 억제한다고 추정 할 수 있다.
TGF-β는 세포의 proliferation,differentiation,migration그리고 apoptosis의
조절을 통하여 발생과 조직의 항상성유지를 위한 중요한 역할을 수행하는 인자이
다.최근에 다양한 세포에서 TGF-β가 cellcyclearrest와 apoptosis를 유도한다
고 보고하였다37,38). TGF-β는 Smad signaling pathway를 통하여 cyclin
dependantkinase(Cdk)inhibitor인 p15,p21그리고 p27등을 활성화 시킴으로써
cellcyclearrest를 유도한다39).p21은 cyclin/CDK complex에 직접 결합하여 Cdk
inhibitor와 같은 역할을 수행하며,Cdc2/cyclinB,Cdk2/cyclinE등의 활성을 억제
한다.Cdc2(orp34,Cyclin-dependantkinase1(Cdk-1))는 cyclinB와 작용하여
cellcycle이 G2기에서 M기로 진행하게 한다.이들 complex는 Cdc25c의 작용에
의해 활성화 되어진다40).Smad는 p21과 같은 Cdkinhibitor을 활성화 시킬 뿐만
아니라 Cdc25c의 활성을 억제함으로써 cellcyclearrest를 유도한다41).최근에
TGF-β는 gastricepithelialcells에서 Smadsignalingpathway와 mitochondrial
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dysfunction을 통하여 caspase-9을 활성화 시킴으로써 apoptosis를 유도한다고 보
고 하였다42.또한 TGF-β는 MAPK (mitogen-activatedproteinkinase)signaling
을 통하여 apoptosis를 유도 할 수 있다38.TGF-β는 TGF-β receptorI과 TGF-
β receptorII의 heteromericcomplex에 의해 세포내 신호전달을 활성화 시킨다.
TGF-β receptorII는 Fasassociatedprotein인 Daxx와 작용하여 MAPKKK중
하나인 ASK1을 활성화 시켜 MAPK cascade를 통하여JNK (Junamino-terminal
kinase)을 활성화 시켜 apoptosis가 유도 되어진다38,4344,45).
이 연구에서 NFI-C의 결손이 Smad 단백질의 발현을 증진 시켰으나 Smad
signalingpathway를 통한 cellcyclearrest와 관련되는 Ask-1과 CDc-2의 발현
이 정상 상아모세포와 NFI-C의 결손 생쥐의 상아모세포에서 차이가 없는 결과로
보아 NFI-C의 결손에 의한 상아모세포의 apoptosis는 cellcyclearrest와 관련이
없는 것으로 생각 할 수 있다.
결론적으로 NFI-C는 상아모세포의 분화와 상아질의 형성 과정에 중요한 역할을
하며,특히 TGF-β1의 Smadpathway를 통한 DSPP와 BSP 유전자의 조절과
apoptosis가 상아모세포의 표현형 결정에 영향을 미쳐 NFI-C가 결손되면 치수손
상에 의한 수복상아질의 형성 때와 유사한 골양상아질이 형성되는 것으로 사료되
나,이를 명확히 구명하기 위해서는 유전자 전사인자와 구조분석 등의 다양한 연구가
필요할 것이다.
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VVV...결결결 론론론

NFI-C는 정상적으로 상아모세포에 존재하는데,NFI-C가 없으면 치근 상아질
형성과정과 상아모세포의 분화과정에 이상이 초래되어 비정상적인 상아질이 형성
되는 것으로 알려져 있다.또한 NFI-C가 결손된 치아의 비정상적인 상아질은 치
아 손상 후에 나타나는 수복상아질과 유사한 특징을 나타낸다.그러나 NFI-C의
결손으로 수복상아질과 유사한 비정상적인 상아질이 형성되는 형성 기전에 관하
여는 잘 알려져 있지 않다.
본 연구에서는 NFI-C K/O 생쥐의 상아모세포의 특성을 규명하기위하여

NFI-C K/O생쥐에서 발생한 비정상적인 상아모세포들에서 Ask-1, Cdc-2,
Smad2/3및 TGF-βR1의 발현을 면역형광과 면역조직화학적 염색을 통하여 배양
상아모세포와 치수조직에서 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.NFI-C는 정상 생쥐의 상아모세포의 핵과 세포질에서는 강하게 발현되었다.
2.Ask-1과 Cdc-2는 정상 생쥐와 NFI-C K/O 생쥐의 상아모세포의 핵 주위와
세포질에서 발현되었으나,생쥐와 NFI-C K/O 간의 발현의 차이는 관찰되지
않았다.

3.정상 생쥐에서는 치수의 상아모세포와 상아모세포하세포층에서 Smad2/3의
발현이 관찰되지 않았으나,NFI-CK/O생쥐에서는 전치부 비정상적인 상아질
아래의 상아모세포하세포들 (subodontoblastcells)과 구치부 상아모세포에서
Smad2/3의 발현이 관찰되었다.

4.정상 생쥐의 치아에서는 TGF-βR1의 발현을 뚜렷이 관찰 할 수 없었으나,
NFI-CK/O생쥐의 비정상적인 상아질 아래의 세포들에서는 TGF-βR1의 발
현을 관찰 할 수 있었다.
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이상의 결과를 종합해 보면 상아모세포의 분화와 상아질의 형성과정에서
NFI-CK/O의 결손이 Smad2/3와 TGF-βR1의 발현을 증진시키고 이에 따라 상
아질이 비정상적인 골양상아질의 특징을 나타내는 것으로 사료된다.
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사사사진진진부부부도도도 설설설명명명

Fig.1.ImmunofluorescentlocalizationofNFI-C inthepulpcellsofnormal
mice.(A)ExpressionofNFI-C (greenfluorescence)usingantibodiesagainst
NFI-C. (B)Thecellswerecounterstainedwithp

---------------------------------------------------------------25
Fig.2.ImmunofluorescentlocalizationofAsk-1inthepulpcellsofnormal
(WT)andNFI-C (K/O)mice.(A)ExpressionofAsk-1(greenfluorescence)
using antibodies againstAsk-1. (B)The cells were counterstained with
p

---------------------------------------------------------------26
Fig.3.ImmunofluorescentlocalizationofCDC-2inthepulpcellsofnormal
(WT)andNFI-C (K/O)mice.(A)ExpressionofAsk-1(greenfluorescence)
using antibodies againstCDC-2.(B)The cells were counterstained with
p

---------------------------------------------------------------26
Fig.4.ImmunohistochemicallocalizationofSmad2/3intissuesectionsfrom
P10andP17wildtype(A,B)andknockoutmice(C,D).(A)Immunostaining
withSmad2/3antibodiesinacrosssectionfrom anincisortoothofP10wild
type mouse.(B)Immunostaining with Smad2/3 antibodiesin a longitudinal
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sectionfrom amolartoothofP17wildtypemouse.(C)A longitudinalsection
from anincisortoothofP10wildtypemouse.Smad2/3immunoreactivitywas
observedin subodontoblasticcells(arrows)ofthepulp.(D)A longitudinal
sectionfrom amolartoothofP17wildtypemouse.Smad2/3immunoreactivity
wasstronglydetectedinodontoblasts.Am,ameloblast;E,enamel;De,dentin;
OD,odontoblast.
---------------------------------------------------------------26
Fig.5.ImmunohistochemicallocalizationofTGF-βR1intissuesectionsfrom
P10incisorsofwildtype(A)andknockoutmouse(B).(A)Therewasno
TGF-βR1immunoreaxtivityinnormalodontoblasts.(B)Immunostainingwith
TGF-βR1antibodiesinacrosssectionfrom anincisortoothofP10knockout
mouse.TGF-βR1 immunoreactivity was detected in subodontoblastic cells
(arrows)ofthepulp.s.Am,ameloblast;E,enamel;De,dentin
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