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치아 발생과정 중 각 시기와 치아부위에 따른 

주요 유전자의 발현 양의 비교 

연세대학교 치과대학 구강생물학교실 BK21 치의과학 사업단， 
구강악안변경조직 재생연구센터， 구강과학연구소 

이종민， 조성원， 곽성욱， 정희선， 정한성* 

I. 서 론 

생쥐의 치아 발생은 형태적 변화， 법랑결절 

(enamel knot)의 유전자 조절， 유전자의 발현 양 

상， 그리고 유전자들 간의 상호작용 등에 관하여 

다양하게 연구되 고 있다1-4) 또한 이 러 한 치 아 
발생에 있어서 상피와 간엽 조직간의 상호작용 

이 중요한 역 할을 담당한다고 알려져 있다 1-9) 

유전자간의 상호작용은 각 유전자의 발현 양과 

매우 밀접한 연관이 있다. 그러므로 유전자의 발 

현 양을 관찰하는 것은 유전자간의 연관성과 그 

기능을 추측하는데 매우 유용한 실험 방법이 될 

수 있을 것으로 생각된다. 나아가 시간에 따른 

유전자의 발현양의 확인은 각 시기별 치아발생 

에 특정유전자가 영향을 미치는지에 대한 지표 

로 사용될 수 있을 것이다. 

치아발생과 연관이 있다고 알려져 있는 유전 

자의 수는 300여 개 에 달하고 있으며 5) 치 아발생 
과정 중 앞니 (incisor), 치 간극 Cc!iastema), 어 금 
니 (molar)의 발생 에 각각 다른 유전자가 중요하 

게 작용한다는 사실이 알려져 있다. 실 예로 치 

아싹을 체외배양 시 Noggin을 처리한 후 앞니가 

어금니의 형태를 띈다는 사실이 보고되어 있 
다 10) 이 외 에 도 F화'B， Bmp4, L따6， p，따9， 

’ 교신저자‘ 
•• 본 연구는 서울시 산학연 협력사업 (NT070139)의 지원을 받았음 

Barxl, Msxl , Msx2, S.에1， Ptc, Gli3, L행， 

Activin-ba 동의 많은 유전자들이 앞니 , 치 간극， 
그리고 어금니 발생 중 각각의 조직과 시기에서 

발현되면서 정상 발생을 조절한다는 사실이 알 
려져 있다 9-16) 

Bm며， Msxl , Msχ2등은 앞니 발생과정 중 

중요한 역 할을 한다고 알려 져 있으며 Barxl , 
Fgf8등은 어금니의 발생에 있어 ， Shh, Pt，ι 

Lfα6등은 앞니와 어금니에 동시에 발현되며 치 

아의 패 턴 형 성 (pattem formation)에 영 향을 끼 
치는 것으로 알려져 있다 9-16) 이처럼 중요한 치 

아싹의 각 시기에 따른 유전자의 발현양은 아 

직 구체적이고 수치화된 데이터가 제공된 적이 

없다. 

최근 들어 많은 연구에서 Rea1-time quanti­

tative PCR (RT-qPCR) 기 법 을 통하여 특정 유 

전자의 발현 양이 폐와 신장 퉁 다양한 조직과 

시기 별로 측정하여 구체적인 데이터를 제공하 
고 있다 17， 18) 그리하여 본 연구에서는 위에서 

언급한 치아발생 과정 중 중요한 역할을 한다 

고 알려져 있는 12가지의 유전자의 발현 양을 

측정하였다. 측정은 배아시기 10,5 (판시기)， 
13.5 (싹시 기 ), 14.5 (모자시 기 ), 16,5 (종시 기 )로 

나누고 또한 앞니， 치간극， 어금니 부위로 나누 

어 real-time PCR을 통하여 확인하였다. 이러 

한 수치화 된 데이터를 각각 비교 분석함으로 

써 치아 발생 중 각 시기별 위치 별 유전자들간 
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의 발현양의 변화 추이와 상관 관계를 확인하 

고자 하였다. 

II. 재료 및 방법 

1 . 실험대상 

성체 ICR mouse는 항온 (22
0

C)이 유지되고 

상대습도가 55%인 동물실에 인공조명 (오전 5 

시부터 오후 5시까지)하에서 음식과 물에 대한 

자유로운 접근이 가능하도록 하였다. 배아는 시 

기를 맞추어 임신한 ICR mouse에서 채취하였 

다. 배아기 o (embryonic day 0; EO)는 vaginal 

plug가 확인되기 시작한 날로 정하고 E10.5, 

13.5, 14.5, 16.5 시기의 배아를 실험용으로 사용 

Table 1. Primer sequence (F: forward. R: reverse) 

p’nmer Sequence 

GAPDH F: 5’ -CTGGAGMACCTGCCMGTATG-3 ’ 

R: 5’ -ACCAGGAMTGAGCTTGACAM-3 ’ 

FgfS F: 5' -CATCCGGACCTACCAGCTCTACA-3 ’ 

R:5 ’ -AGTATCGGTCTCCACM TGAGCTTC-3 ’ 

BII’p4 F’ 5’ - TGATACCTGAGACCGGGMG-3' 
R: 5’ -AGCCGGTAMGATCCCTCAT-3 ’ 

Lhx!i F: 5’ -GCCCGATGTACTGMGCATGA-3’ 

R: 5' -CCAAGCTCTGCGTCTGACTGA-3' 
Pι，，9 F: 5’ - CCGGGTTGGTGTACTGCTCA-3' 

R: 5’ - CCAGTTGGGCT MTTCCACGA-3’ 

B“’πF: 5’ -CGGAGTCGCACCGTATTCAC-3’ 
R: 5’ -ACGTCTTCACCTGT MCTGGCTCA-3' 

M;'xl F: 5’ - TCCTGGGMAGTCTCTTCMCC-3 ‘ 

R’ 5’ -GGCAGGACTTGCACAGAGMAT-3 ’ 

Msx2 F: 5’ -GCAGAGCCMTMCTGTGAGAGG-3 ’ 
R: 5’ AGGATGGATGTTTGTGGAMGC-3 ' 

Shh F: 5’ -ATGTTTTCTGGTGATCCTTG-3 ’ 
R: 5’ TACGTTGGGMTMACTGCT-3’ 

PlchJ F: 5’ CATGCCAGAGACCAGGCTGA-3' 
R: 5’ -GTCTCGTAGGCCGTTGAGGTAGM-3' 

GIiJ F: 5’ TGGACTTGGCACCMTGGM-3’ 
R: 5’ -GGACCCTTGM TCCCTGTACCAC-3' 

l.efl F: 5’ TCACTGTCAGGCGACACTTC-3’ 
R: 5' -TGAGGCTTCACGTGCATT AG-3 ’ 

Acrìl'ìn-ßa F: 5’ -GAGGCTGTCMGMGCACAT-3’ 
R: 5’ - GTGATGATCTCCGAGGTCTG-3' 
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하였다. 각각의 실험당 최소 107R 이상의 배아를 
이용하였다 

2. Rea/- tlme quantltatl’ve PCR 

RNeasy@ Mini Kit (Qiagen)를 사용하여 각 시 
기별로 분리된 치아싹의 total RNA를 분리하여 

M-MuLV (New England BioLabs)를 이 용하여 

역전사 시켜 cDNA를 얻었다. Real- time quan­

titative PCR (RT -qPCR)은 Thennal Cycler 

Dice™ Real Time System (TP800, Takara)과 
SYBR Premix EX TaqTM (Takéαa)을 사용하였 

으며 Cycler Dice ™ Real Time System analysis 

software (Takara)를 사용하여 결과를 분석 하였 

다. RT-qPCR결과는 GAPDH로 nonnalization 

하였다. 

III. 치아핀 시기 

(Dental lamina stage ; E10 .5 ; Fig . 1) 

ElO.5인 치아판 시기에서는 치아의 형태가 분 

명히 보이지 않아 아래턱을 앞니， 치간극， 어금니 

가 포함된 부분으로 3등분하여 각 유전자의 발 

현 양을 비교하였다. 이 시기에서 Fgf8은 치간극 

과 어금니부위에 비해 앞니부위에서 약하게 발 

현되는 것을 확인하였다. 반면에 Bm어는 그 발 

현 양이 앞니에서 가장 강하게 그리고 어금니부 

위에서 가장 약하게 발현되었다. Lhx6, Pax9, 

Barχl의 발현 양은 앞니에서 가장 약하게 발현 

되었고 어금니에서 가장 깅하게 발현되어 Fgf8 
과 비슷한 양상을 보였다. 반변 Msxl , Msx2는 

어금니에서 가장 약하게 발현되고 앞니에서 가 

장 약하게 발현되 는 것을 확인하였다.Shh의 경 

우 앞니에서 강하게 발현되었고 치간극과 어금 

니에서 비슷한 수준으로 발현되었다. Shh의 

receptor인 Ptc의 발현 양상은 앞니 에서 가장 강 

하게， 어금니에서 가장 약하게 발현된 것을 확인 

하였다. Gli3와 Activin-ba는 세 부위 모두 비 슷 

한 양으로 발현되는 양상을 보였다.L댐은 앞니， 

치간극， 어금니의 순서로 그 발현 양이 줄어드는 

것을 확인하였다. 
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Figure 1. Relative gene expression levels of comparing GAPDH with Fgf8. Bmp4. Lhx6. Pax9. Baα 1. Msx1. Msx2. 
Shh. Ptc. Gli3. Lef1. Activin-ba at E10 .5 (1: incisor. 0 ‘ diastema. M: molarl 
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Flgure 2. Relative gene expression levels of comparing GAPDH with Fgf8. Bmp4, Lhx6. Pax9. Baα1. Msx1. Msx2. 
Shh. Ptc. Gli3. Lef1. Activin-ba at E13 .5 (1: incisor. 0: diastema. M: molarl . 

IV. 싹시기 (Bud stage; E13.5; Fig. 2) 였다. 이들 유전자는 어금니에서 가장 높게 발현 

되었으며 치간극에서 가장 낮게 나타났다. 

Bm따는 앞니에서 높은 양이 발현되는 것으로 

확인 되었으며 Barxl은 앞니에서 가장 낮게， 어 
E13.5인 싹시기에서 Fgf8, Lhx6, Pax9, Msxl 

의 발현 양이 비슷한 양상을 띠는 것을 확인 하 
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Figure 3, Relative gene expression levels of comparing GAPDH with Fgf8, 8mp4, Lhx6, Pax9, 8arx1 , Msx1 , Msx2. 
Shh. Pfc, Glí3, Lef1 , Actívín-ba at E14 5 (1: incisor, 0: diastema, M: molarl 

금니에서 가장 높게 발현되었다.Msx2는 앞니에 

서 다른 부위에 비해 강하게 발현되는 것을 확인 

하였다. 

Shh은 앞니와 치간극에서 비슷하게 강하게 발 

현 되었으며 어금니에서 비교적 약하게 발현되 

었다. Ptc의 발현은 앞니와 어금니 에서 강하게 

발현되었으며 치간극에서는 매우 약하게 발현되 

었다. Gli3와 Activin-ba는 어금니에서 가장 높 

게 발현되었고 Lef1은 이 시기에서 세 부위 모두 

비슷한 발현 양을 보였다. 

V. 모자시기 (Cap stage; E14.5; Fig. 3) 

모자시기에서 F뼈의 발현 양은 어금니에서 

앞니와 치간극에 비해 높은 것으로 나타났다. 

Bmp4는 Msχ2와 비슷하게 앞니 에서 높게 나타 

났고 어금니와 치간극 순으로 점차 약하게 발현 

되는 것으로 확인되었다. Lhx6와 Barxl의 발현 

은 앞니， 치간극， 어금니로 갈수록 그 발현 양이 

많은 것을 확인할 수 있었다. Pax9과 Msxl이 비 

슷한 양상을 보였으며 어금니에서 가장 강하게， 

앞니， 치간극으로 갈수록 약하게 발현되었다. 

Shh의 발현양은 앞니에서 가장 강하게 발현되 

144 

었고 어금니， 앞니의 순서를 보였으며 Ptc는 앞 

니에서 치간극과 어금니에 비해 약하게 발현되 

는 것을 확인할 수 있었다. Gl떠의 발현은 세 부 

위 모두에서 비슷한 양으로 발현 되었으며 L하l 

과 Activin-ba는 앞니와 어금니에서 치간극에 

비해 강하게 발현되는 것을 확인할 수 있었다. 

VI. 종시기 (8ell stage; E16.5; Fig. 4) 

종시기 에서 Fgf8과 Bmp4는 앞니 에 강하게 발 

현되는 것으로 확인되었다.L따6는 세 부위 모두 

에서 유효한 차이를 보이지 않았으며 P따9의 경 

우 치간극과 어금니에서 앞니에 비해 약간 높은 

발현 양을 보였다.Bαπl의 발현양은 세 부위에 

서 뚜렷한 차이를 보이며 앞니에서 어금니로 갈 

수로 그 발현 양이 많은 것을 확인하였다. Msxl 

과 Msχ2의 경우 앞니에서 가장 높은 양이， 치간 

극에서 가장 적은 양으로 발현되는 것을 확인할 

수 있었다. 

Shh은 앞니와 어금니에서 치간극에 비해 그 

발현 양이 높은 것을 확인하였다. Ptc는 앞니에 

서 가장 높게 어금니에서 가장 낮게 발현되었으 

며 Gli3의 경우 앞니에서 가장 강하게 치간극에 
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서 가장 약하게 발현되었다.L엠의 발현 양은 

어금니에서 높게 나타났으며 앞니， 치간극의 순 

으로 발현 양이 낮게 나타났다. Actívín-ba는 앞 

니와 어금니에서 비슷한 수준으로 강하게， 치간 

극에서 약하게 발현되는 것을 확인하였다. 

VII. 결 론 

치 아발생에 관여하는 유전자는 약 3007R 정도 
인 것으로 보고되어 있다 5) 생쥐의 치아발생 단 

계 인 판시 기 (E1O.5), 싹시 기 (E13.5), 모자시 기 
(E14.5), 그리고 종시기 (E16.5)에서 상피세포와 
간엽세포간 신호전달은 치아발생을 유도하는 핵 

심적인 역할을 하며， 그들 사이에서 특정 유전자 

의 발생단계별 발현율의 변화는 치아의 발육과 

형태， 그리고 크기 등을 결정하는 요소인 것으로 

알려져 있다 1-9) 이번 연구에서는 ElO.5부터 

E16.5시기의 생쥐 배아로부터 앞니와 어금니 그 

리고 치간극을 아래턱 발생부위로부터 분리하여 

치아발생애 있어 주요하게 관여하는 것으로 알 

려 진 127R 의 유전자 Fgf8, Bmp4, Lhx6, Pax9, 

Barxl, Msxl , Msx2, Shh, Pt，ζ Gli3, Lefl, 

Activin-ba의 발현 양을 조사하였다. 

이 미 알려진 대로 F뼈~ Lhx6, p，따9， Barxl은 

EI0.5에서 E14.5시기까지 어금니부분에서 앞니 

와 치간극부분에 비하여 많은 양이 발현되고 있 

는 것을 확인할 수 있었다. 하지만 종시기에 이 

르러 F행의 발현양은 오히려 앞니 쪽에서 높게 

나타났으며 Lhxκ P따9은 세 부분에서 비슷한 

양이 발현되는 것으로 확인되었다. 이러한 시기 

에 따른 유전자 발현양의 변화 추이는 치아발생 

과정 중 각 시기별로 필요로 하는 유전자가 각기 

다르다는 것을 의미한다. Barχl의 경우 특이하 

게 모든 시기에서 어금니부위에 앞니에 비해 매 

우 강하게 발현되는 것을 알 수 있다. 반면 

Bm어， Msχ2의 경우 앞니의 발생에 밀접하게 

관여하는 것으로 보이며 Msxl은 치아판 시기에 

서는 앞니에서 강하게 그 후로는 앞니와 어금니 

에서 비슷한 양으로 발현되었다. 이러한 연구결 

과는 이전연구에서 밝혀진 치아발생 초기시기에 

F뺑이 Lhx6와 P따9의 발현을 유도한다는 사실 

과 Bm어가 Msxl의 발현을 유도하고 Barxl의 
발현을 억제한다는 사실10，19 낌을 수치적으로 확 

인했다는데 의의가 있다고 할 수 있을 것이다. 
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5hh은 초기에는 앞니에 강하게 발현 되었으며 

싹시기를 지나면서 그 차이가 점차 줄어 종시기 

에서는 앞니와 어금니에서 비슷한 양으로 발현 

되는 것을 알 수 있었다.5뼈의 receptor~ Ptc는 

S뻐보다 빠르게 그 발현 양이 변화하였다. Ptc는 

판시기에서 앞니에 많은 양이 벌현되었으며 싹 

시기에서 앞니와 어금니에 비슷한 수준으로 발 

현 되었고 모자시기에서 어금니에 더 강하게 발 

현되었다. 종시기에 이르러 Ptc는 다시 어금니 

에 비해 앞니에 강하게 발현되는 것을 확인하였 

다. 5hh signaling 역 시 치 아발생 중 시 기 에 따라 

그 발현 양이 변화하는데 이는 5hh receptorCJ 

Ptc의 변화에 기인한다고 볼 수도 있을 것이다. 

Glβ lefl, Activin-ba의 경 우 판시 기 에서 모자 
시기까지、그 발현 양이 세 부위에서 큰 차이를 

보이 지 않았으나 종사 기 에 이 르러 Gli3는 앞니 

에서 강하게 L댐은 어금니에서 강하게 그리고 

Activin-ba은 앞니 와 어 금니 에서 비 슷하게 발현 

되는 양상을 보였다. 이전연구에서 Gl떠는 S에I에 
의해 조절된다고 알려져 있으나앙) 본 연구의 결 

과에 따르면 그 발현 양의 패턴이 서로 같지 않 

은 것을 확인 할 수 있었다.L때은 세포주기와 

세포의 생존에 깊은 연관이 있는 Wnt signaling 
과 깊은 관계가 있는 것으로 보고되어 있다.잉) 이 
러한 L댐의 역할 때문에 각 시기의 세 부위 모 

두애서 비슷한 수준의 발현 양을 보이는 것으로 

생각 된다. 이전 연구에서 Activin-ba의 발현은 

Fgf signaling에 의해 유도된다는 사실이 알려 져 
있다.잉) 본 연구결과에서 싹시기 이후 Activin­

ba의 발현양상。1 Fgf8과 유사하다는 사실을 확 

인하였다. 

이렇게 유전자의 발현 율을 발생단계별로 정 

량적으로 측정하여 시간에 따른 발현 변화를 상 

대적으로 비교하며 살펴보는 것은 치아 발생 동 

안 유전자의 상호관계를 이해하는데 있어 유용 

하게 활용될 수 있을 것으로 생각된다. 
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- ABSTRACT-

Comparison of Time Curse Gene Expression Levels 
in Developing Tooth Germ 

Jong-Mln Lee , Hee-Sun Chung , Sung-Won Cho , Han-Sung Jung 

Department of Oral Biology, Oral Science Research Center, College of Dentist.η1， 

Brain Korea 21 Project, Yonsei University, Korea 

The meaningful genes related to tooth development are known as 300. The observation of timeOcourse pattems of them is 
possible to pn어ict the gene interactions. In this study, we focused on 12 meaningful genes in developing tooth gelm such as Fgf8, 
Bm띠" IJW5, Pax9, Baα1， Msx1, Msx2, Shh, Ptc, Glβ~ L찌， Activin-ba Theses genes are related to the epithelial-mesenchymal 
interaction. We perforrned re떠-time Quantitative PCR for confirrn the gene expression lev밍 of each gene from embryonic day 10.5 
to 16.5. The application of the expression level and approaching method has demonstrated the usef띠 of the guidelines for research 
of gene interaction during tooth development. 

Key wirds: Real-t ime quantltatlve PCR. Tooth development. Fgf8. Bmp4, Lhx6. Pax9. Barx1. Msx1. Msx2. Shh. 
Ptα G/í3. Lef1 , Actívín-ba. 
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