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1. 서 론 

입천장은 구강 내 압력을 형성하거나 음식물 

을 삼키거나 발음을 하는 데에 중요한 역할을 하 

는 구강 내 구조물로서 발생단계 동안의 이차구 

개판의 상승，융합동의 정확한형태학적 변화가 

있어야 입천장의 기능을 제대로 수행할 수 있다. 

생 쥐 에서 E13.5 (embryonic day 13.5)λ171 에 이 

차구개판은 혀의 양쪽 옆에 수직 방향으로 위치 

하게 된다. 그러나 E14.0시기가 되면 이차구개판 

이 혀의 위로 상승하여 평행을 이루고 E14.5시기 

가 되면 두 개의 구개판이 융합하게 된다1) 이때 
완전한 융합을 위해서는 정중선 (midline epi

theli떠 seam; MES)이라는 구조물이 사라져야 

한다. 이 과정 중에는 안면조직세포의 이동， 증 

식， 사멸， 패턴화 (patterning)와 분화 (differen 

tiation)에 정확한 조절이 필수적이며， 여러 전사 

인자들과 신호전달물질간의 네트워크에 의해 조 

율되며 이러한 조절이 실패하게 되면 가장 흔한 

유전적 질병인 중 하나인 입천장갈림증이 발생 
하게 된다 2) 

업천장의 발생과정에 관여하는 전사인자와 

신호전달물질은 지금까지 다양하게 알려져 왔 

* 교신저자. 
•• 본 연구는 연세대학교 치과대학 학술연구비 (6-2003 

1094) 지원을 받았음 

다. 초기 입천장 발생 과정에서 Fgfs, Bmps, 

Tbx, Shh 등의 상호작용에 의해 세포증식 이 유 
도된다는 연구결과가 알려져 있으며 융합과정 

에서 는 Tgf-b, Snail과 같은 유전자들이 관여 한 
다고 알려져 있다 3-5) 다양한 기관형성 동안 나타 

나는 조직 간의 상호작용은 유전자의 발현 및 상 

호작용을 이해할 수 있는 발생원리로 알려져 왔 

다 6) 이전연구에서는 이차구개판의 발생동안 나 
타나는 외 배 엽과 중배 엽 의 상호작용을 (epi

thelial-mesenchymal interaction)간접 적 인 유전 
자의 발현양상을 통해 확인하였다 3，7) 그러나 현 

재까지 외배엽과 중배엽의 상호작용으로 이차 

구개판의 형태형성파 발생이 이루어진다는 정 

확하고 직접적인 연구결과는 밝혀져 있지 않은 

상태이다. 

Tbx3와 Bm어의 상호작용은 배아의 여 러 기 

관에서 세포의 증식을 조절하는 것으로 알려져 

있으며 입천장의 형성에도 중요한 역할을 하는 
것으로 알려져 있다.5) Tbx 유전자는 T-box 전 
사인자중의 하나로， 척추동물의 배아발생 동안 

다양한 장기와 시기에 발현되며 중요한 역할을 

담당한다.8，9) Tb.생 돌연변이는 척골一유선증후군 

(ulnar-mammary syndrome)을 유발하는데， 치 

아와 모발， 유선의 미 발육과 사지， 생식기 이상 

동의 특정 을 가진다. Bone morphogenic protein 

(Bmp)은 얼굴 및 머 리 발생 에 중요한 인자로 알 

려져 있다.10) Bmp4 돌연변이 mouse 배아는 입 
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천장 형성 시기 이전에 죽는다는 사실이 알려져 
있다 11 ， 12) 

이 논문에서는 Tb생와 Bm여의 상호작용이 

입천장 발생에서 세포증식을 유발하여 정상발생 

을 유도한다는 이전 연구5)를 토대로 이차구개판 

의 발생 동안 Tb녕와 Bm여의 기능과 외배엽 중 

배엽의 상호작용을 확인하고자 하였다. 본 연구 

에서는 연구팀이 개발한 체외배양 시스템인 역 

전 체 외 배 양방법 (Reverse in vitro culture)으로 

발생시기 E13.5 에서 이차구개판을 미세해부하 

여 trowel culture방법을 응용하여 실시하였다. 

또한 상피 와 중배 엽 의 상호작용이 Tbx3와 

Bmp4유전자의 발현에 어떠한 영향을 미치는지 

확인하기 위하여 상피를 제거하고 일정 부분만 

을 재결합한 후 각 유전자의 발현을 비교 분석하 

였다. 

II . 재료 및 방법 

1 . 실험대상 

성체 ICR mouse는 항온 (22 'C)이 유지되고 상 

대습도가 55%인 동물실에 인공조명 (오전 5시부 

터 오후 5시까지)하에서 음식과 물에 대한 자유 

로운 접근이 가능하도록 하였다， 배아는 시기를 

맞추어 임신한 ICR mouse에서 채취하였다. 배 

아기 o (embryonic day 0; EO)는 vaginal plug가 

확인되기 시작한 날로 정하고 E13.5시기의 배아 

를 실험용으로 사용하였다. 각각의 실험당 최소 

10개 이상의 배아를 이용하였다. 

2. 역전 체외배앙법 

이차구개판은 이미 이전연구에서 체외배양이 

가능한 기관으로 확인 되었으며 이 방법을 본 실 

험에 적용 하였다 5) 한 마리의 E13.5 배아의 상 

악에서 분리한 이차구개판에서， 좌측 구개판을 

취하고 다른 배아에서 분리한 좌측 이차구개판 

을 180。 회 전시 켜 0.04mm의 간격 을 두고 서 로 

마주보도록 위치시킨다 (Fig. 1A). 이와 같은 상 

태로 37'C, 5% C02 배양기에서 48시간 배양한 
다. 배지는 DMEM;F12 (Gibco BRL, UK)를 이 
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용 하였고 ascorbic acid (20μg/mD와 1% peni 

ci llin/ streptomycin을 첨 가하였으며 24시 간마다 

교체하였다 

3. 상피 재조할 

E13.5의 배아에서 이차구개의 상피를 분리하 

기 위 하여 dispase II (0.6 U/ml, Roche)를 4t 에 

서 50분간 처리하였다. 10% FBS (Fetal Bovine 

Serum)를 포함한 PBS를 반응정지 액 으로 사용 

하였다. 한 쌍의 forceps를 이 용하여 중배 엽 으로 

부터 상피를 빅리하고 박리된 상피 중 전방 구개 

부의 상피를 취하여 구개판 증배엽에 재조합 하 

였다. 

4. In situ hybridization 

이전 연구에서 이 제시한 방법에 따라 시행하 

였다 13) 표본을 4% PFA로 고정 한 후 Methanol 

을 처리하였고 다시 PBT를 처리한 후 설온에서 

3분간 proteinase K (20μg/ml)를 처리하였다. 

0.2- 0.5 g/ml RNA probe를 함유한 hybridization 

buffer에서 20시간 동안 hybridization하였다.20 

시 간 후 RNA probe의 세 척 에 standard saline 

citrate를 이용하였으며 비 특이적 발현의 차단 

을 위 하여 15% FßS를 함유한 TBT를 시-용하였 

다. 이 러 한 과정 후에 alkaline phosphatase와 결 

합하는 antidigoxigenin antibody를 20시 간 처 리 

한 후 빌-현양상을 확인하였다. 

m. 실힘 결과 

1 . 역전 체외배앙 후 Tbx3의 발현과 융흠망상 

입천장에서 lòx3유전자의 발현은 발생시기에 

따라 점진적으로 방향성을 가지고 나타난다. 발 

생중인 이차구개판은 형태학 적으로 입천장이 

융합되기 이전인 E13.5시기와 융합이 진행되는 

E14.5시기로 구분이 가능하다 이전 연구에서 이 

차구개판의 중요한 시 기 인 E13.5와 E14.5와 체외 

배양동안 나타나는 Tb값의 발현 양상을 확인하 

였다 (Supplementary Figure).5) 그 결과 lò.성는 
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Fig. 1‘ Expresslon pattern of Tbx3 in vltro E13.5 palate cultured for 48 hours. 
(A) Schamatic diagram of cultura methods employed in this experiment Reverse culture. in which palatal 
shelves were cultured in opposita orientations One side of the palatal shelf from the other embryo was 
rotated 180 degrees and cultured with the contralateral palatal shelf from another E13.5 embryo in the normal 
orientation . (8) Reverse in vitro culture at 48 hours: Tbx3 was expressed only in the anterior region of the 
palate (arrowheads) CC. 0) After frontal sectioning. the palate was seen to be not completely fused and 
Tbx3 axpression was observed only in tha anterior region of palate mesenchyme Carrowheads) . dotted lina 
indicatas the saction plane. @. anterior ‘ @. postarior: dotted circle. first molar region ‘ f. filter papar: m. 
molar: ps. platal shalf Scale bars in B = 500 l' m: C. 0 = 200 μ m 

이차구개판의 앞쪽으로부터 중간부분까지의 중 

배엽에서 발현되며 이는 세포분열을 유도하여 

정상적인 입천장 형성하는데 중요한 역할을 한 

다고 확인되었다. 이러한 R상유전자 발현의 방 

향성이 가지는 의미를 알아보기 위하여 E13.5시 

기에서 이차구개판을 분리하여 한쪽을 180도 돌 

려 %시 간 배 양한 후 Thx3유전자의 발현양상을 

확인해 보았다 (Fig. 1A-D). 역전 체외배양결과 
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대조꾼으로 사용한 정상제외배양군과 마찬가지 

로 Tbx3는 이차구개판의 앞쪽에서부터 중간부 

분의 위치까지 발현되는 것을 확인할 수 있었다 

(Fig. 1B). 이 를 상악의 molar부분이 나타나는 

위치 정도의 수준 (Fig. 1B의 검정 점선부위 수 

준)에서 이차구개판을 조직절편을 만들어 확인 

해 본 결과Tb생는 앞쪽 이차구개의 중배엽에만 

발현되는 것을 알 수 있었다 (Fig. 1C, D). 또한 

입천장의 융합이 대조군에 비해 느라게 진행되 

는 것을 확인하였다.48시간 역전 체외배양 후 

입천장의 정중선 (midline epithelial seam; 
l\IIES)이 사라지지 않고 남아 있는 것을 확인할 

수 있었다 (Fig. 1C, D). 

2. 상피를 제거 또는 재조합 한 후 Tbx3와 

Bmp4으| 발현앙상 

이차구개판 발생동안 외배엽과 중배엽의 상 

호작용에 대한 이해를 위하여 상피를 제거한 

후 Tbχ?와 Bmp4의 발현 양상을 in situ 

hybridization방법을 이용하여 확인하였다 (Fig. 

2A, D, G, J). Tb생는 상피를 제거한 후 그 발현 
이 사라지는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2A). 

상악의 molar부분이 나타나는 위치 정도의 수 

준 (Fig. 2A의 검정 점선)에서 전단면 표본을 

만들어 확인해 본 결과 Tbx3는 상피와 중배엽 

어느 곳에도 발현되지 않았다 (Fig. 2D) 그러 

나 상피를 재조합 한 후의 경우에는 Tbx3의 발 

현이 다시 나타나는 것을 확인할 수 있었다 

(Fig. 2B, C, E, F). 상피를 입천장 앞쪽에 재조 

합 한 결과 재조합 한 부위의 상피 아래쪽 중배 

엽에 Tb상의 발현이 회복되었다 (Fig. 2B, E). 

상피를 입천장의 뒤쪽에 재조합 한 경우 또한 

Tb갱의 발현이 다시 나타났다 (Fig 2C, F). 

Bm며의 경우 상피를 제거한 경우， 대조군 에서 

의 결과와 반대로 입천장의 앞쪽에서 중간까지 

는 발현이 나타나지 않았으며 이차구개판의 뒤 

쪽에서는 강하게 나타나는 것을 확인하였다 

(Fig. 2G; 화살표머리). 검정 접선 변에서 전단 

면 표본을 확인해 본 결과 Bmp4가 중배엽에서 

발현되는 것을 알 수 있었다 (Fig. 2]). 입천장 
상피를 앞쪽에 재조합 한 결과 Bmp4의 발현이 
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재조합 된 상피 부위에 강하게 발현되는 것이 

확인 되었다 (Fig. 2H). 전단면을 확인한 결과 

재조합 상피 아래의 중배엽에 Bmp4가 강하게 

발현되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2K). 분 

리한 상피를 이차구개 뒤쪽에 재조합 시키고 48 
시간 배양한 결과 상피 재조합부위에 Bmp4의 

발현이 확인 되었다 (Fig. 21). 검정 점선변에서 

전단면을 확인한 결과 앞쪽에 재조합 했을 때 

와 마찬가지로 재조합 부위 아래의 중배엽에 

Bmp4발현이 나타나는 것을 확인할 수 있었다 

(Fig. 2U. 

N. 고 칠 

1. Tbx3발현의 방향성이 가지는 의미 

본 연구는 정상 업천장 발생 동안， 특히 세포 

증식에 중요한 역할을 한다고 알려져 있는 Tb강 

와 Bmp4를 중심으로 그 발현 양상과 이와 관련 

된 상피-중배엽 상호작용의 기능을 체외배양방 

법을 이용하여 확인하였다. 

Tb녕는 입천장발생 과정에서 구개판의 중배 

엽에서 발현되면서 세포의 증식을 유도하고 이 

로 인하여 입천장의 성장에 기여한다는 사실이 
알려져 있다 5) 입천장 발생초기에 Tb상는 방향 

성을 가지고 발현이 되는데 이차구개의 앞쪽에 

서부터 중간까지의 영역에서 발현된다. 이러한 

발현의 방향성의 의미를 파악하고자 역전 체외 

배양을 실시하였다 실험의 결과를 토대로 Tb녕 

의 발현이 앞쪽의 구개에서만 제한적으로 나타 

났지만 입천장의 융합이 어느 정도 이루어 지는 

것을 확인할 수 있었다， 그러나 동일한 실험조건 

으로 배양한 대조군에 비해 그 융합속도가 현저 

히 느린 것을 확인할 수 있었다. 역전 체외배양 

시 48시간 배양 하였으나 정중선의 대부분이 남 

아있는 것이 확인 되었다. 위의 결과로 구개판의 

성장에 관여히-는 재영 유전자의 발현자체와 더 

불어 정확한 발현 위치가 입천장이 정확한 시기 

에 정상적으로 발생하는데 있어 중요한 작용을 

한다고 할 수 있다 
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Fig . 2, Changes in some expression and rescue after removal and recombination of palate mesenchyme 

AII black dotted lines show section plane , and gray dotted lines indicate basement membrane between oral 

epithelium and beneath mesenchyme . AII gray dotted circles indicate recombined epithelium region (A. D, 

G, J) Epithelium removed (A. 0) Tbx3 expression was not detectable. even in section _ (G) Bmp4 expression 

was not observed in anterior , but strongly expressed in posterior region (arrowhead) . (J) See also section 

showing , Bmp4 expression in mesenchyme (B , C, H, \) Palate epithelium recombination (8) In anterior , Tbx3 

expression rescued by recombined epithelium (gray dotted circle) _ (E) Frontal sectioning showed that Tbx3 

expression was rescued in the mesenchyme near recombined palate epithelium. (C) Epithelium al80 induced 

expression of Tbx3 (gray dotted circle) in posterior palate (F) Section shows rescued Tbx3 expression in 

mesenchyme (H) Recombined epithelium (gray dotted circle) led to recovery of Bmp4 expression in anterior 

of the palate. (K) After frontal sectioning , strong expression of Bmp4 observed in anterior mesenchyme 

adjacent 10 recombined palate epithelium region . (1) Strong Bmp4 expression induced by palate epithelium 

(gray dotted circle) in posterior palate . (L) Frontal sectioning revealed strong Bmp4 expression adjacent to 

recombined palate epithelium e, epithelium Scale bars in A-C , G-I = 500 μ m D- F, J-L = 200 l' m 
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Supplementary Fig .이 (A) At E13 5, Tbx3 expressed only in anterior to middle region of palatal shelves, (C, E) Frontal 
sections , Tbx3 expression in anterior palate in mesenchyme (arrowheads) (8) At E14 5, Tbx3 expression still 
detected in anterior to middle region of palate ‘ but not in posterior. (D. F) After sectloning , Tbx3 expression detected 
anterior palate mesenchyme (arrowheads) . (G) After 48 hours culture , Tbx3 expression maintained at high levels in 
the anterior region but not posterior (arrowheads) (H) After frontal sectioning , the palate was seen to be fused and 
Tbx3 expression was observed in the anterior region of palate mesenchyme (anowheads) (j) At E13 5 , Bmp4 was 
expressed only In anterior to middle region of secondary palate (J) At E14 5, Bmp4 expression detected in the rugae 
of the anterior palatal region, (K, M) After frontal sectioning, strong expression of Bmp4 observed throughout 
mesenchyme of anterior palatal shelf (arrowheads) , but not in posterior at E13 .5, (L, M) Frontal sectioning revealed 
that at E14.5 expression of Bmp4 concentrated in mesenchyme just below the epithelium in palatal rugae 
(arrowheads) , (0 , P) Culture at 48 hours in vitro E13 5 palate , Bmp4 strongly expressed in mesenchyme near the 
epithelium in anterior palate (arrowheadsl. Black dotted line indicates the section plane ep!. epithelium : ns. nasal 
septum ‘ mes , mesenchyme: ps , palatal shel f. Scale bars in A, B, G, I‘ J, 0 = 500 l' m: C-F, H, K-N , P = 200 l' m 

2. 입천장 발생에서의 상피-중배엽 상호작용 

포유통물의 외배엽성기원기관은 발생중인 중 

배엽으로부터 일련의 신호가신호전달물질에 의 

해 상부의 상피세포로 전달되면서 epithelial 

placode를 형 성 하며 상펴 는 신호를 다시 하부의 

16 

중배엽에 전달하게 되는데， 이러한 과정을 통하 

여 성장과 패턴화 (patterning) 7} 이루어진다 14) 

이러한 상피 -중배엽의 상호작용이 이차구개의 

발생과정에도 중요한 역할을 한다는 사실이 알 
려져 있다 4，5，7) 이전연구에 의하면 구개판의 간엽 

조직은 세포의 증식을 유지하고， 상피에 위치한 
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상피세포성장이자와 그 수용체의 작용에 의하여 

상피세포의 세포사멸 (apoptosis)이 일어난다고 
보고되 었다 15， lfì) 

본 연구의 결과에 따르면， 구개상피를 제거 하 

였을 때，Thx3와 Bm잉의 발현양상이 현저히 변 

화하였다. Tb녕는 배양된 구개조직의 앞쪽과 튀 

쪽 모두에서 나타나지 않았다. 결과적으로 상피 

내의 어떠한 인자가 앞쪽 구개판에의 중배엽에 

서의 Tbx3 발현을 유도하고 조절한다고 할 수 

있다.Bmp4 또한 상피를 제거하고 배양한 구개 

조직의 앞쪽 구개에서는 전혀 발현되지 않은 반 

면， 뒤쪽 부위에서는 강하게 발현되었다. 결국， 

구개상피가 앞쪽 구개부위에서 Bmp4의 발현을 

유도하고 반면에， 뒤쪽 구개부위에서는 정상 구 

개발생과정 중에 구개상피에 의하여 Bmp4의 발 

현이 억제된다고 할 수 있다. 

Tbx3는 이차구개판의 발생 과정 에서 방향성 

을 가지고 발현되며 이러한 유전자의 방향성은 

입천장이 정상적으로 형성되도록 하는데 기여한 

다. 또한 상피 -중배엽 상호작용은 이 차구개판의 

발생， 특히 성장에 중요한 역할을 한다고 알려져 

있는 Tb녕와 Bm어의 발현을 조절한다. 본 연구 

에서 상피를 재조합 할 때 이차구개판 앞쪽의 상 

피만을 사용하였다. 이차구개판의 앞쪽 상피를 

뒤쪽의 중배엽과 재조합한 결과 원래는 발현되 

지 않던 부위인 이차구개판의 뒤쪽 중배엽에서 

Tb상와 Bm여의 말현이 확인되었다. 이는 이차 

구개판 상피의 앞쪽과 뒤쪽은 다른 신호전달체 

계를 조절하고 있음을 의미한다. 이러한 유전자 

수준에서의 발현양상과 조직 재결합 방법을 이 

용하여 이차구개판의 정확한 발생과정을 확인한 

연구결과는 다른 기관의 발생 및 분화과정에도 

그 연구결과를 활용할 수 있을 것이다. 
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- ABSTRACT-

Expression patterns of Tbx8 and Bmp4 through tissue interaction 
during secondary palate development 

Jong-Mln Lee , Jae-Young Klm , Han-Sung Jung 

Department of Oral Biolo，밍 Oral Science Research Center, College of Dentí’stry, 

Brain Korea 21 Proj’ect, Yonsei University, Korea 

Craniofacial malfonnation is the most common birth defects that occur in hurn머1S. During the secondary palate development, 
two shelves elevated to a horizontal position above the tongue, then they completely fused in developing embryo. In this study, 
the precise morphological changes in control and reverse culture (180 degree rotation) of the developing palate were examined that 
could find the key features of morphological differences between control and reverse culture. Moreover, for reveal the function of 
epithelium in palatogenesis, we removed and recombined palatal epithelium. our results show that epithelial-mesenchymal 
interactions are essential to π，x3 and Bm어 signalling because after remove the palatal epithelium, expression of Tbx3 and Bmp4 

were not detected in developing 며late. The present study shows interaction between these molecules in palatal development. 

Furthennore, our results demonstrate that development of the anterior palate may have completely different signalling network 
independently of development in the posterior palate. 

Key Words: Palatogenesis. Morphogenesis. Epithelial-mesenchymal interactions. Tbx3. Bmp4 
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