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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

GeneticAlterationsandExpressionofβ-cateninin Calcifying
OdontogenicCysts

Kim,JongWoon
Advisor:Prof.Su-GwanKim,DDS,PhD

DepartmentofDentistry,GraduateSchoolofChosunUniversity

Calcifying odontogenic cyst(COC)has a variety ofhistopathologic
featuresaswellasbiologicbehaviors,and severalclassificationshave
been proposed. However, the molecular changes leading to COC
developmentremainlargelyunknown.Toelucidatethecontributionofβ

-cateningenemutationtoCOCdevelopment,theauthorexaminedgenetic
alterationsandexpressionofβ-cateninindifferentsubtypesofCOCswith
archivalparaffin blocks. β-catenin gene mutations were found in all
subtypesoftheCOCs.Immunohistochemically,allcasesofCOCsshowed
cytoplasmicandnuclearexpressionofβ-catenin.β-cateningenemutations
and overexpression of β-catenin protein are considered to be
characteristics of COCs. Therefore, constitutive activation of
Tcf/Lef-dependenttranscription by β-catenin stabilization seems to be
deeplyinvolvedinthedevelopmentofCOCs.Thesefindingssuggestthat
aberrationsoftheWntsignaling pathway mightplay acrucialrolein
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developmentanddifferentiationstatusofodontogenicepithelium inCOCs
viaderegulationofcellproliferation.

Keywords:Calcifyingodontogeniccyst,β-catenin,Wnt
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III...서서서 론론론

석회화 치성낭(calcifyingodontogeniccyst)은 1962년 Gorlin1)이 처음 기
술한 이후 하나의 독립된 유형의 질환으로 인정하고 있지만,조직학적 소견
이 다양하고 분류 체계도 학자들마다 다르다2-4).1981년,Praetorius등은 석
회화 치성낭을 3가지 형태의 낭성 변이(단순 단낭형,치아종 형성형,법랑모
세포 증식형)와 종양형 변이 (상아질 형성 유령세포종)로 분류하였다.석회화
치성낭은 비록 낭으로 기술하고 있지만 일부 학자들은 종양으로 분류한다2,4).
일부의 석회화 치성낭은 비종양성의 순수한 낭으로 생각할 수 있으나,어떤
경우에는 낭이라기 보다는 종양의 성격을 가지고 있어 상아질 형성 유령세포
종 (dentinogenic ghostcelltumor),상피성 치성 유령세포종 (epithelial
odnotogenicghostcelltumor)또는 치성 유령 세포종 (odontogenicghost
celltumor)으로 부르기도 한다.종양의 형태로 나타난 경우에는 드물게는 악
성의 소견을 갖기도 한다2-5).악성종양의 소견을 보이는 경우 치성 유령세포
암종 (odontogenicghostcellcarcinoma)이라고 한다5).
또한 석회화 치성낭의 피복상피는 인접한 결합조직에 치성조직을 유도할 수
있는 능력을 갖고 있어 다른 치성 종양과 흔히 동반하여 발생하는데,가장
흔한 유형이 치아종이며 드물지만 선양 치성종양이나 법랑모세포종과 동반하
여 발생할 수 있다3,6).보고된 예의 약 24%에서 치아종과 동반하여 발생하며,
이 경우 odontome-producingtype(PraetoriustypeIC)2)이나 또는 치아종과
동반한 낭성 변이3)로 분류하고 있다.그러나 Hirshberg등6)은 치아종과 동반
한 석회화 치성낭은 단순형과는 달리 성별 및 발생연령 또는 위치에 차이가
있으므로 치성 석회화 치성낭 (odontocalcifyingodontogeniccyst)으로 따로
구분하기를 주장하기도 한다.
β-catenin은 세포내 APC (Adenomatouspolyposiscoli)/β-catenin/Tcf(T
cellfactor)경로 신호 전달체계와 세포막에서 cadherin-catenin계 세포간 접
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합부를 구성하는 분자이다7).β-catenin은 APC 단백과 결합하여 glycogen
synthasekinase(GSK)-3β에 의해 인산화 되면 세포내 단백 분해 매개체인
ubiquitin과 결합하여 단백 분해 효소 복합체인 proteosome에 의해 분해된다
8).APC 유전자의 돌연변이로 β-catenin과의 결합이 이루어지지 않거나 β

-catenin유전자 자체의 돌연변이로 인해 인산화 과정이 이루어지지 않으면,
β-catenin은 안정화되어 세포질 내에 축적되고,핵내로 들어가서 Tcf/LEF
(lymphoideffectorfactor)family의 단백질과 결합하여 DNA 전사를 촉진한
다7,8).APC/β-catenin/Tcf경로의 표적 유전자로는 종양유전자인 9),기
질 복합체인 10),세포주기에 관여하는 11)등이 보고된 바
있다.이러한 일련의 과정은 Wingless/WNT 경로,또는 APC/β-catenin/Tcf
경로라 불린다7).
β-catenin유전자 돌연변이는 대장암에서 주로 연구되었고9-11),최근 유령세
포가 나타나는 모기질종12),두개인두종과 석회화 치성낭에서 β-catenin돌연
변이가 흔하고 과발현된다는 논문이 발표되어 β-catenin이 유령세포를 포함
하는 종양의 발생에 관여할 것이라 생각되고 있다13,14).
따라서,이 연구에서는 석회화 치성낭의 다양한 조직학적 유형에 따른 β

-catenin유전자 돌연변이와 단백질 발현을 확인하여 석회화 치성낭의 발생기
전을 구명하고자 이 연구를 수행하였다.
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IIIIII...연연연구구구재재재료료료및및및방방방법법법

111...연연연구구구재재재료료료

이 연구에 이용한 석화화 치성낭은 조선대학교 치과대학 구강병리학교실에
생검 의뢰된 조직 중에서 대표적인 조직학적 유형을 선별하였고,석회화 치
성낭의 유형은 Praetorius의 분류2)에 따라 단순 단낭형 (TypeIA),치아종 연
관형 (Type IB),법랑모세포성 증식형 (TypeIC),상아질형성 유령세포종
(TypeII)과 악성 형태인 치성 유령세포암종 각 일예씩을 이용하였다.각 유
형의 임상병리학적 소견은 Table1에 기술하였다.

222...ββββ---cccaaattteeennniiinnn의의의돌돌돌연연연변변변이이이 검검검색색색

β-catenin돌연변이 검색은 파라핀 포매된 조직을 4 μm 두께로 박절한 후
종양조직을 선택적으로 채취하고 기존에 알려진 추출방법 (modifiedsingle
stepDNA extractionmethod)으로 DNA를 추출하였다.Lysisbuffer는 10
mM Trisbuffer(pH 8.0),10mM EDTA,150mM Nacl,0.1% SDS,100 μ

g/mLproteinaseK로 하였으며,50oC에서 조직이 완전히 녹을 때까지 12-24
시간 반응시켰다.추출된 DNA는 TE buffer(10mM Tris-HCl,pH 8.0,1
mM EDTA)에 녹인 다음 분광광도계를 이용하여 260nm 파장에서 흡광도를
측정하고 실험 전까지 4oC에 보관하였다.
Sense 5'-ATGGCTACTCAAGCTGATTTGATGGAG-3'과 antisense
5'-GCTACTTGTTCTTGAGTGAAGGACTGAG-3'primer를 이용하여 다음
과 같은 조건으로 PCR을 수행하였다.94oC에서 4분,변성반응을 94oC에서 30
초,결합반응을 55oC에서 30초,중합반응을 72oC에서 30초간 40주기를 반복하
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고 마지막 중합반응은 72oC에서 10분간 연장하여 반응시켰다.PCR반응 산물
은 1.8% agarose gel에서 전기영동하여 확인하고 Gel Extraction kit
(GIAGEN)을 이용하여 회수하였다.회수된 PCR 산물은 pGEM-T Easy
vector(Promega)에 cloning한 후 sequencing을 수행하였다.

333...면면면역역역조조조직직직화화화학학학염염염색색색

면역조직화학 염색은 통법에 따라 파라핀 포매조직을 만든 후 박절 표본을
xylene용액에서 30분간 파라핀을 제거하고 95%,90%,70% 알콜과 증류수에
순차적으로 함수하였다.3% H2O2로 20분간 endogenousperoxidase를 제거한
후,0.1% trypsin으로 효소 처리하여 항원 부위를 노출시키고,goatserum에
30분간 반응시켰다.일차항체로는 β-catenin(C19220,1:200,Transduction
Laboratories,Lexinton,KY)을 4oC overnight으로 반응시키고,avidin-biotin
method로 면역조직화학 염색을 시행한 후,Diaminobenzidine
(DAB)로 발색하고 Mayer'shematoxylin으로 대조염색하여 관찰하였다.
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IIIIIIIII연연연구구구결결결과과과

111...ββββ---cccaaattteeennniiinnn의의의돌돌돌연연연변변변이이이 검검검색색색
유전자 서열분석 결과 β-catenin 유전자가 모든 유형의 석회화
치성낭에서관찰되었다 (Table 1).단순 단낭형에서는 codon 4,5에서 복합
돌연변이 (CAA->CAT, GCT->GTT)를 보였고, 이는 glutamine 에서
histidine(G4H)으로,alanine에서 valine(A5V)으로 각각 변환시켰다 (Fig1A,
B).치아종 연관형은 codon5(GCT->GTT)에서 돌연변이가 나타났고 이는
alanine에서 valine(A5V)으로 변환시켰다 (Fig 1C).법랑모세포증식형 또한
codon 3 과 57에서 복합 돌연변이가 나타났으며 이는 threonine에서
serine(T3S)으로,valine에서 alanine(V57A)으로 각각 변환시켰다 (Fig 1D,
E).종양형인 상아질형성 유령세포종은 codon 3에서 돌연변이를 보였다
(ACT->TCT).이 돌연변이는 threonine에서 serine(T3S)으로 변환시켰다
(Fig.1F).마지막으로,악성종양 유형인 치성유령세포암종에서는 codon
33에서 β-catenin 유전자 돌연변이를 나타냈고(TCT->TAT), 이는
serine에서 tyrosine(S33T)으로 변환시켰다 (Fig1G).
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TTTaaabbbllleee111...CCCllliiinnniiicccaaallldddaaatttaaaaaannndddssstttaaatttuuusssooofffmmmuuutttaaatttiiiooonnnaaalllaaannnaaalllyyysssiiisssooofffββββ---cccaaattteeennniiinnn
gggeeennneeeiiinnnCCCaaalllccciiifffyyyiiinnngggOOOdddooonnntttooogggeeennniiicccCCCyyyssstttsss

M:Male,F:Female,Ant:Anterior,Post:Posterior,Mx:Maxilla,Mn:
Mandible,DGCT:Dentinogenicghostcelltumor,
OGCC:Odontogenicghostcellcarcinoma

222...면면면역역역조조조직직직화화화학학학염염염색색색
면역조직화학 염색에 모든 유형의 석회화 치성낭은 β-catenin발현이 거의
유사하게 나타났다.피복상피의 기저부 원주세포에서 세포질과 핵 모두에서
미약하거나 또는 중등도의 발현을 보였다. 유령세포 가까이에 응집된
세포들은 핵,세포질,세포막 모두에 강한 양성을 나타내는 경향을 보였다.
성상망과 유사한 세포는 약에서 중등도의 세포질내 발현을 보였고,
유령세포는 음성이었다.법랑모세포 증식형에서 법랑모세포는 미약하거나
중등도의 세포질 발현을 보였다 (Fig.2A-C).

CaseCaseCaseCase Age/sexAge/sexAge/sexAge/sex SiteSiteSiteSite DiagnosisDiagnosisDiagnosisDiagnosis
Affected Affected Affected Affected 
codoncodoncodoncodon

MutationMutationMutationMutation

1 49/M Ant Mx Simple unicystic type 5
GCT(Ala) -> 

GTT(Val)

4
CAA(Gln) -> 

CAT(His)

2 9/F Ant Mx Odontoma associated type 5
GCT(Ala) -> 
GTT(Val)

3 39/M Post Mn
Ameloblastomatous 
proliferating type

3
ACT(Thr) -> 
TCT(Ser)

57
GTG(Val) -> 

GCG(Ala)

4 24/F Post Mn OGCT 3
ACT(Thr) -> 
TCT(Ser)

5 26/M Ant Mx OGCC 33
TCT(Ser) -> 
TAT(Tyr)
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FFFiiiggg...111...DNA sequencingchromatogram.Arrow indicatesmissensemutation
ofβ-catenin

상아질 형성 유령세포종에서는 법랑상피의 책상배열을 하는 원주상피는
세포질과 세포막에 중등도의 β-catenin발현을 보였다.유령세포에 인접하여
국소적으로 군집된 세포에서 세포질,세포막,핵에 관계없이 강한 발현이
관찰되었다.법랑상피 내의 성상망과 유사한 구조에서 국소적으로 군집된
세포에서도 유령세포에 인접하여 국소적으로 군집된 세포와 유사하게 강한
발현이 관찰되었다.그러나,성상망 자체의 세포는 미약하거나 중등도의
발현을 보였고 유령세포와 간질조직은 음성이었다.치성 유령세포종에서는
종양세포의 핵과 세포질에서 미만성으로 강한 발현을 보였다 (Fig.2D).
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FFFiiiggg 222...A.Simple unicystic COC (Case 1)showed moderate nuclear
andcytoplasmic accumulation of β-catenin,and the ghost cells were
negative. B. Odontoma associated COC (Case 2) revealed weak
cytoplasmicstaining for β-catenin,whilefocally aggregated cellswere
moderateexpression.C.Ameloblastomatousproliferating COC (Case 3)
showedmoderatecytoplasmicandmembranousaccumulationofβ-catenin.
D.OGCC (Case5)showeddiffusestrongercytoplasmicandnuclear β

-cateninexpression.
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IIIVVV...고고고찰찰찰

석회화 치성낭은 악골에 발생하는 전체 낭과 종양의 5-7%를 차지하는 비교
적 드문 병소이다1-5). WHO의 정의에 의하면 석회화 치성낭은 “비종양성 낭
성 병소로 기저층은 잘 형성되어 있는 원주세포로 덮여 있고 그 상방의 두꺼
운 세포층에는 치배의 성상망 (stellatereticulum)을 닮은 세포와 유령세포
(ghostcell)의 무리가 존재하며,유령세포는 석회화될 수 있다.이형성 상아
질 (dysplasticdentin)이 기저층 바로 하방에 존재하기도 하고,이 질환은 복
잡 또는 복합 치아종 등과 유사한 치아 경조직과 동반되어 나타날 수 있다.”
고 하였다6).그러나 석회화 치성낭에서는 임상 및 조직학적으로 다양한 변이
가 존재하여 학자들마다 사용하는 용어도 다르고 분류법도 다양하다1-6).이러
한 이유는 석회화 치성낭의 피복상피는 인접한 결합조직에 치성조직을 유도
할 수 있는 능력을 갖고 있기 때문이다3).

β-catenin 유전자 돌연변이는 대장암에서 주로 연구되었고9-11), 최근
유령세포가 나타나는 모기질종,두개인두종과 석회화 치성낭에서 β-catenin
돌연변이가 흔하고 과발현된다는 논문이 발표되어 β-catenin이 유령세포를
포함하는 종양의 발생에 관여할 것이라 생각되고 있다12-14).이 연구에서
저자는 낭형은 물론 종양형을 포함하는 여러 유형의 석회화 치성낭에서
β-catenin유전자 돌연변이에 대해 분석하였다.모든 아형에서 β-catenin의
돌연변이가 나타났고,이는 석회화 치성낭의 발생에 β-catenin 유전자의
돌연변이가 필수적이라는 것을 시사한다.모든 돌연변이는 GSK-3β 인산화
부위의 아미노산 변환에 의한 것이었다.아울러 면역조직화학적으로 모든
유형에서 β-catenin 단백이 핵과 세포질에서 축적됨을 관찰하였다.따라서
β-catenin유전자 돌연변이와 과발현은 석회화 치성낭의 특징으로 생각할 수
있다.이는 β-catenin안정화에 의한 지속적인 Tcf/Lef의존성 전사 활성이
석회화 치성낭의 발생에 깊이 관여함을 의미한다7).β-catenin의 안정화와
세포질과 핵내 축적은 APC또는 Axin 종양 억제 단백질 또는 β-catenin
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분자 스스로에서 돌연변이의 활성에 의해서 일어난다7,8).이 연구에서 저자는
모든 유형의 석회화 치성낭에서 β-catenin의 돌연변이를 관찰하여 이
유전자가 석회화 치성낭의 발생에 중요한 영향을 미칠 것 이라고
생각하였다.

사람의 암에서 발견되는 대부분의 β-catenin 돌연변이는 4개의
serine/threonineresidues(codons33,37,41,45)에 위치한다.β-catenin의
N-terminaldomain 부분에는 GSK3β 인산화 부위를 포함하고,이 부분의
돌연변이가 ubiquitin-proteasom pathway를 통해 변성이 억제되어 β-catenin
단백질 축척을 일으킨다7,8,10).이 연구에서 저자는 치성 유령세포암종을
제외하고 대부분의 증례에서 codon 3,4,5,57에서 β-catenin 돌연변이를
관찰하였다.이 부위는 β-catenin 유전자 돌연변이의 hotspot이 아니고,
현재까지 사람의 종양에서 이 부위의 돌연변이가 관찰되었다는 보고도
없다12). 이러한 돌연변이가 β-catenin의 안정화에 영향을 미치는지는
확실하지 않다.다만 β-catenin돌연변이에 의해 단백질의 이차구조가 바뀌고
이에 따라 β-catenin과 그 조절 단백질 사이의 상호작용이 억제될 가능성은
없지 않다11).또 다른 가능성으로는 다른 Wnt pathway를 조절하는
유전자의 변화에 의해 석회화 치성낭이 발생될 수 도 있다7).흥미롭게도,이
연구에서 악성유형인 치성 유령세포암종은 codon 33 (TCT->TAT)에서
β-catenin 유전자 돌연변이가 관찰되었고,serine에서 tyrosine으로 (S33T)
변환되었다.이 부분은 β-catenin유전자 돌연변이의 hotspot으로 직결장,
자궁내막,난소,전립선암,간세포 암종,수질모세포종,모기질세포종 등을
포함하는 사람의 다양한 악성종양에서 β-catenin유전자 돌연변이가 관찰된
바 있다7-14).

석회화 치성낭의 병리조직학적 소견은 치아 형성기 동안 법랑기 성장에서
보이는 태생 패턴과 부분적으로 유사하다1-3).그러므로 석회화 치성낭의
발생은 치아발생과 같이 발생에 영향을 미치는 정도에 따라 석회화 치성낭의
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분화 정도가 다양하게 나타날 수 있다3).WNT 신호 경로는 치아 발생에도
필수적인 역할을 수행한다15). 치아발생 과정에서 β-catenin 유전자에
돌연변이가 일어나면 β-catenin의 안정화가 초래되어 Tcf/LEF-1 경로에
따른 표적 유전자의 전사가 지속적으로 활성화된다14). 한편 Sasaki등16)은
LEF1 유전자를 결여시킨 마우스에서 치성상피의 apoptosis가 증가함을
관찰하여,치아형태 발생에서 LEF1이 치성상피의 생존에 중요한 역할을
수행할 것이라는 사실을 보고하였다.이에 따라 WNT 신호경로에 의한
정상적인 분화과정이 방해받게 되면 석회화 치성낭이 형성될 것이라
생각된다16).Sekine 등14)은 석회화 치성낭 10예 중 9예에서 β-catenin
돌연변이를 관찰하여 β-catenin돌연변이가 석회화 치성낭의 발생에 중요한
역할을 할 것이라 주장하였다.특히,돌연변이가 GSK-3β에 의한 인산화
부위에 일어남으로써 GSK-3β 의존 인산화가 억제되고 이어지는
proteosomaldegradation에 의해 β-catenin이 분해되지 못하므로 세포질과
핵내에 축적되어 표적유전자의 발현을 유도하는 것으로 믿고 있다14).이
연구에서도 β-catenin의 돌연변이는 양성 유형의 석회화 치성낭의 발생 뿐
만 아니라 악성 유형의 발생에도 관여하며,특히 악성 유형의 경우 β-catenin
유전자 돌연변이의 hotspot부분에서 관찰되었다는 점이 의미가 있다.

요약하면,Wnt신호전달체계는 치아를 포함한 여러 장기에서 세포분화,
형태,운동성,운명 등의 조절을 통해 다양한 분화 및 발생과정을 조절한다.
Wnt신호전달체계는 β-catenin에 의해 조절되며,이런 전달체계의 활성으로
β-catenin의 세포질 축척과 핵으로의 전사가 일어난다.이 연구결과에서
β-catenin의 돌연변이와 세포질/핵내 발현은 모든 형태의 석회화 치성낭에서
관찰되었다.이러한 소견은 Wnt신호전달체계의 이상이 석회화 치성낭에서
세포증식의 이상조절을 통한 치성상피의 발생과 분화에 결정적인 역할을 할
것으로 생각되었다.
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