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치아의 발달은 치아판(dental lamina)의 형성으로부터 시작하고, 이어서 치배(tooth germ)는 모양에 따라 

치아원기(dental placode)와 모자시기(cap stage), 종시기(bell stage)로 발달한다. 치아판은 치아를 형성하는 

줄기세포(stem cells)로 알려져 있고, 비포유동물의 치아판에서 1차 치아(primary tooth)뿐만 아니라 계승치

아가 형성되는 것으로 보고되고 있다. 치아판에서 발현되는 유전자의 발현들이 설치류와 어류, 파충류, 조류

에서 보고되어 있지만, 양서류의 치아형성 과정에서 pitx2의 발현은 잘 알려져 있지 않다. 이 연구에서 양서

류의 치배형성과정에서 pitx2의 발현양상을 확인하기 위해 아프리카산 발톱개구리 올챙이의 위턱을 고정하

여 whole mount in situ hybridization을 이용하였다. 아프리카산 발톱개구리의 위턱에서 치배는 stage 54부

터, 치아바탕질은 stage 56부터 각각 형성되었고, 치배와 치아바탕질은 뒤코구멍의 앞쪽에서 나타나기 시작

하여 안쪽과 먼쪽으로 치배와 치아바탕질이 형성되었다. Pitx2의 발현은 stage 54의 치아형성띠에서 발현되

었고, stage 55부터 stage 57까지 pitx2의 발현은 타원형 또는 긴 삼각형으로 나타났다. Pitx2의 발현은 모자

시기의 치배에서는 뚜렷하게 확인되었으나 종시기에서는 미약하였다. 이상의 결과로 아프리카산 발톱개구

리에서 pitx2는 치아형성띠 표지인자이고, 치배형성에 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.
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서론
치아의 형성은 치아판(dental lamina)으로부

터 시작하고, 이어서 치아판은 치아원기(dental 

placode)와 싹시기(bud stage), 모자시기(cap 

stage), 종시기(bell stage) 순서로 치배의 형태학

적 변화를 거치면서 치아가 완성된다1-2). 치아를 형

성하는 줄기세포 역할을 하는 치아판의 모양은 동

물에 따라 차이를 나타내는데, 포유동물의 치아판

은 치아상피의 안쪽에 형성된 중간엽으로 자라나

는 구조이고3-4), 어류와 파충류의 치아판은 치아상

피가 두꺼워진 구조로 유지됨으로써 치아형성띠

(odontogenic band)라고 알려져 있다5-9).

P i tx2 는 생쥐와 들쥐(vole)의 치아사이틈

(diastema)과 치아판에서 발현을 비교하는 연구에

서 처음 보고되었고10), 조류에서 두꺼워진 구강상

피층이 확인되었고 이 부위에서 pitx2의 발현이 보

고되었다11). Pitx2는 생쥐와 족제비(ferret), 파충류, 

어류의 치아판 또는 치아형성띠 표지인자로 알려진 

shh와 발현양상을 비교하는 연구들이 보고되었다
5-9,17-19). 종시기의 발달된 치배에서 pitx2는 shh와 

다른 발현양상을 나타내었다12,13). 다양한 동물에서 

연구된 pitx2와 shh은 치아판이 형성되기 이전에 

치아활(dental arch)을 따라서 발현되었고, 치배가 

형성되는 부위에서 그 발현이 확인됨으로써 치아를 

유도하는 표지인자로 알려져 있다5-22). 치배발달과

정에서 치아상피의 Pitx2는 FGF8에 의해 유도/유

지(induction/maintenance)되고 BMP4를 억제하는 

것으로 보고되었다23,24). 최근에 pitx2의 돌연변이를 

가진 사람에서 pitx2는 치아형성에 중요한 역할을 

하는 것으로 보고되었다25). 

치아발생과정에서의 Pitx2의 발현은 포유동물

에서 처음 보고되었고, 어류와 파충류를 대상으로 

진화와 관련된 연구에서 계승치아의 형성에 관한 

연구에서 주로 알려져 있으나 양서류의 치아 발생

과정에서 Pitx2는 잘 알려져 있지 않다. 그러므로 

이 연구에서 아프리카산 발톱개구리를 대상으로 

치아형성과정에서 Pitx2의 발현양상은 살펴보고자 

한다.

재료 및 방법

실험동물

아프리카산 발톱개구리의 알을 얻기 위해서 성

숙한 암컷의 아프리카산 발톱개구리의 등쪽림프

주머니(dorsal lymph sac)에 human chorionic 

gonadotropin (HCG, Sigma) 1,000 IU를 주사했

다. 다음날 알을 수집하고, 수컷의 고환을 0.1 X 

normal amphibian medium (NAM) 용액에 넣어 

잘게 자르고 상층액을 알에 뿌려 수정시켰다. 수정

된 알을 0.1 X NAM 용액에 배양하여 Nieuwkoop 

and Faber26)의 기준에 따라 stage 54, 55, 56, 57의 

올챙이의 위턱을 MEMFA (0.1 M MOPS, 2 mM 

EGTA, 1 mM MgSO4, 3.7% formaldehyde) 용액

에 1시간 동안 실온에서 고정한 다음, 메탄올로 세

척하였고, -20℃에서 1일 이상 보관하였다.

Total RNA 추출, pitx2 plasmid DNA 및 cRNA 

합성

Stage  59의 아프리카산 발톱개구리 올챙

이의 위턱부위를 채취하여 RNA extraction 

kit (QIAGEN)를 이용하여 total RNA를 추

출하였다.  아프리카산 발톱개구리의 p i t x2 

( a c c e s s i on  #NM_001088287 .1 )  cDNA

를  합 성 하 기  위 하 여  p r i m e r  ( f o r w a r d : 

5'-ATGAACTCTATGAAAGAGCC-3', reverse: 

5‘-CACACGGGTCTGTTTACTGC-3')를 제작

하였다.

각각의 primer와 total RNA (60ng/μl), One 

step RT-PCR kit (QIAGEN)에 포함되어 있는 5X 



대한구강해부학회지 제 40권 제1호

Korean J Oral Anatomy Vol. 40, no. 1 (2019) pp.61~68

63

buffer와 dNTP, Enzyme mix를 혼합하여 reverse 

transcription 반응을 위하여 50°에서 30분간 시행

하고 95°에서 PCR 활성화를 위해 15분간 시행하

였다. 합성된 cDNA를 증폭하기 위해서 denaturing

과 annealing, synthesis의 과정을 94°C에서 1분, 

55°C에서 1분, 72°C에서 1분 동안 35주기를 시행

하였다. 

RT-PCR에 의해서 얻어진 부산물을 pGEMT 

Easy vector (Promega, USA)에 삽입한 다음 DH5

α competent cells에 transformation을 하였다. 

pGEMT Easy vector에 삽입된 것을 확인하기 위

하여 IPTG/β-Gal 용액과 ampicillin이 포함된 LB 

agar에 DH5α 100 μl를 도포한 다음 14-16시간 

동안 37℃에서 배양하였다. LB agar에서 흰색의 

colony를 선택하여 3 ml의 ampicillin이 포함된 LB 

medium에서 배양한 다음 plasmid DNA를 정제

한 후 sequencing 하였다. 이어서 얻어진 pGEMT 

Easy-pitx2 plasmid DNA를 ClaI으로 자른 다음 

T7 polymerase로 cRNA antisense riboprobe를 합

성하였다.

Whole mount in situ hybidization

냉동고 보관된 올챙이의 위턱을 증류수로 희

석한 메탄올로 함수과정(hydration)을 거친 후, 

proteinase K (5 μg/ml)를 PTw 용액(0.1% 

Tween-20, 1 X PBS)에 용해하여 1시간, 0.1 M 

triethanolamine 용액에 0.02% acetic anhydride로 

희석하여 5분 동안 실온에서 처리하였고, PTw 용액

으로 3.7% formaldehyde으로 희석한 후 재고정하

였다. Digoxigenin으로 표지된 pitx2 cRNA probe

를 hybridization용액으로 희석(0.5 μg/ml)하여 60

°C에서 14~16시간 동안 hybridazation을 시행하

였다.

이어서 hybridization 용액으로 10분간 60°C에

서 세척하고 hybridization 용액과 2X SSC 용액을 

1:1, 1:3으로 혼합하여 각각 10분씩 60°C에서 세

척하였다. 이어서 alkaline phosphate-conjugated 

anti-digoxigenin antibody (1:2,000)를 이용하여 

4℃에서 14시간 동안 면역반응을 실시하였다.

면역반응이 끝난 후에 세척하고 BM purple-

alkaline phosphatase substrate (Roche)를 이용하

여 빛을 차단한 다음 실온에서 14~16시간동안 발

색하였고 10% 과산화수소 용액으로 표백하였다. 

실체현미경(Leica MZ16, Swiss)을 이용하여 관찰

한 다음 사진 촬영하였다.

결과

실체현미경 관찰 소견

수정 후 26일째 되는 stage 54에서 위턱의 오른

쪽과 왼쪽에서 각각 2개씩의 치배가 관찰되었고 그 

위치는 뒤코구멍(choanae)의 앞쪽과 안쪽에서 확

인되었다(Fig. 1A-C). 수정 후 32일째 되는 stage 

55에서 관찰된 치배의 수는 오른쪽과 왼쪽에서 각

각 6개씩 확인되었고, 치배의 위치는 stage 54에

서 확인된 치배의 안쪽(mesial)과 먼쪽(distal)으로 

위치하고 있었다(Fig. 1D-F). 수정 후 38일째 되

는 stage 56에서 관찰된 치배의 수는 오른쪽과 왼

쪽에서 각각 10개씩 확인되었고, 치배의 배열은 입

술의 가장자리와 나란하게 배열되었다(Fig. 1G-I). 

형성된 치배에서 화살촉 모양의 치아바탕질(tooth 

matrix)이 뒤코구멍의 앞쪽과 안쪽에서 관찰되었다

(Fig. 1G, I). 수정 후 41일째 되는 stage 57에서 관

찰된 치배의 수는 오른쪽에서 11개, 왼쪽에서 13개

로 확인되었고, 이 시기에 관찰된 치배들의 모양은 

2가지로 관찰되었다. 하나는 치아바탕질이 이미 형

성되었고 다른 하나는 이전 시기에 관찰된 치배와 

유사한 모양이었으며 치배의 배열은 서로 다른 모

양의 치배들이 번갈아가며 관찰되었다(Fig. 1J-L).
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Fig 1. Stereomicroscopic photographs from stage 54 to 
stage 57 in the upper jaw of Xenopus laevis. At stage 54 
(A-C) and 55 (D-F), the dental papillae of the tooth germs 
(arrow) are shown white dots (black arrow) anterior to the 
choanae (white arrow). At stage 56 (G-I) and 57 (J-L), the 
tooth matrix of the tooth germs are observed arrowhead 
(black arrowhead). scale bar in K = 25 μm, scale bar in L 

= 100 μm. 

Pitx2의 발현양상

Stage 54에서 pitx2는 입술의 가장자리와 나란하

게 치아형성띠(odontogenic band)의 모양으로 강

하게 발현되었고, 뒤코구멍의 앞쪽에서 치아형성띠

로부터 앞쪽으로 돌출된 pitx2의 발현이 관찰되었

다(Fig. 2A). Stage 55에서 pitx2는 치배에서 강하게 

발현되었고 그 모양은 대부분 타원형으로 관찰되었

다. 치아형성띠는 치배의 뒤쪽에서 확인되었고 치

아형성띠에서 pitx2의 발현은 미약하게 관찰되었다

(Fig. 2B). Stage 56에서 pitx2는 치배와 치아형성띠

에서 강하게 발현되었고 입술의 가장자리와 나란하

게 형성된 치아형성띠의 폭은 넓게 관찰되었다. 치

아형성띠의 앞쪽에서 관찰된 치배의 모양은 긴 삼

각형과 타원형이었다(Fig 1C). Stage 57에서 치배

의 모양은 긴 삼각형과 타원형으로 stage 56과 유

사하게 관찰되었고, 긴 삼각형의 치배는 stage 56의 

치배보다 그 크기는 감소하였으며 pitx2의 발현도 

미약하게 관찰되었다(Fig. 1D). 

Fig 2. Pitx2 expression in the upper jaw of Xenopus lae-
vis. At stage 54 (A) pitx2 is expressed in the odontogenic 
band and the tooth germ (arrow) anterior to the nose 
(black circles). At stage 55 (B) pitx2 is expressed strong-
ly in the tooth germ which is shown round shape, and 
weakly in the odontogenic band. At stage 56 (C) pitx2 ex-
pression is observed strongly in the tooth germs and the 
odontogenic band. The tooth germs are shown triangular 
and round shapes. At stage 57 (D) pitx2 is shown strong-
ly in round tooth germs (arrowhead) and slender odonto-
genic band but weakly in triangular tooth germs (arrow).

고찰
치아형성띠(odontogenic band) 또는 치아판

(dental lamina)은 발생기간에 일시적으로 형성되

는 조직이고, 치아의 형성을 유도하는 줄기세포 역

할과 치아의 위치를 결정하는 것으로 알려져 있

다13). 치아형성띠와 치아판의 표지인자로써 pitx2

는 다양한 동물에서 보고되었는데5-22) 생쥐와 들쥐

(vole)에서 치아사이틈(diastema)은 앞니와 어금니

에서처럼 치아판을 형성하지만 싹시기 초기에 세포
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자멸사(apoptosis)로 소멸되는 조직이다10). Pitx2는 

치아사이틈과 앞니, 어금니의 발생초기에 형성되는 

치아판에서 발현되었고10), pitx2를 제거한 생쥐의 

치배는 치아원기(dental placode) 상태로 더 이상 

발달되지 않았으며14), pitx2는 줄기세포 표지인자 

sox2와 lef1의 발현을 조절하는 것으로 보고되었다
15,16). 조류의 아래턱에서 치아판은 형성되지만 치배 

발생초기에 발달이 멈추었고 이 부위에서도 pitx2

의 발현이 확인되었다11). 생쥐와 조류의 치아판에

서 발현되는 pitx2는 치아판이 발달하기 위해서 중

간엽에서 발현되는 유전인자들과 상호작용이 필요

할 것으로 보고되었다10-16).

계승치아의 발생이 주기적으로 반복되는 다생

치아(polyphyodont)를 가진 비포유동물(non-

mammalian)의 계승치아를 대상으로 치아재생에 

관한 연구들이 보고되었는데5,9), 어류에서 pitx2의 

발현은 무지개송어의 치아형성띠와 치배에서 처음 

보고되었다5). Pitx2는 치배의 바깥치아상피에서 발

현되었고 바깥치아상피로부터 싹모양으로 자라나

와 계승치아가 형성되었으며 이 부위에서도 pitx2

의 발현이 관찰되었다6). 무지개송어의 pitx2의 발

현은 인두와 입안에서 형성되는 치배에서 발현되었

으나 치배가 발달하면서 인두의 치배에서 pitx2의 

발현은 관찰되지 않았다7). 치아의 모양이 다른 3종

류의 키클리드과의 어류에서 pitx2와 shh은 치배가 

발생하기전 치아형성띠에서 발현되었고 이후 치배

에서도 그 발현이 확인되었다8). 치배 사이에서 발

현되는 wnt7이 shh의 발현을 억제함으로써 치아형

성띠에서 치배의 형성기전이 보고되었다8). 무지개

송어의 치아형성띠에서 pitx2와 shh의 발현이 확인

되었지만 종시기의 치배에서 pitx2와 shh의 발현

은 다르게 확인되었다. Pitx2는 바깥치아상피에서, 

shh은 안쪽치아상피에서 발현되었고 이러한 결과

로써 바깥치아상피에서 pitx2의 발현이 계승치아를 

유도하는 표지인자로써 역할을 하는 것으로 보고되

었다13). 

이 연구에서 아프리카산 발톱개구리의 치아 발

생과정에서 pitx2는 치배의 형성 이전에 발현되었

고, pitx2의 발현으로 치아형성띠를 확인할 수 있었

다. 아프리카산 발톱개구리의 치배는 치아형성띠로

부터 앞쪽으로 돌출되어 형성되었고, pitx2는 모자

시기의 치배에서는 강한 발현되었고, 종시기로 발

달하면서 미약하게 발현되었다. 이상의 결과로 아

프리카산 발톱개구리의 치아형성띠에서 발현되는 

pitx2는 계승치아의 형성에서도 중요한 역할을 할 

것이고 향후 치아발생과정에서 발현되는 유전인자

들의 비교분석을 위한 연구가 필요할 것이다.
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ABSTRACT

Pitx2 expression, an odontogenic band marker in Xenopus laevis

Byung Seok Ko, Ji Soo Hong, Byung Keon Park, Young-Hoon Lee

Department of Oral Anatomy, School of Dentistry, and Institute of Oral Biosciences,  
Jeonbuk National University

Amphibians are polyphyodonts, which continually replace teeth during their lifetime. Tooth development 

starts from the dental lamina and the tooth germ goes through the placode, bud, cap, and bell stages. The dental 

lamina contains stem cells and has been reported to express molecular markers. However, little is known about 

the molecular markers in the odontogenic band of amphibians. In this study, pitx2 expression in the tooth germ 

was investigated from 26 days post-fertilization (PF, stage 54) to 41 days PF (stage 57) by using whole mount 

in situ hybridization in Xenopous laevis. The first tooth germ was formed anterior to the choanae and the tooth 

germs developed in the mesiodistal direction. Pitx2 was expressed in the odontogenic band from stage 54 on-

wards and was expressed strongly in the tooth germ at stages 55 and 56. From stage 57, pitx2 was intensely 

expressed in the round tooth germs and slender odontogenic band but mildly expressed in the triangular tooth 

germs. These data demonstrate that pitx2 is a marker for the odontogenic band in Xenopus laevis and may play 

a critical role in the tooth germ induction and formation.

Keywords: Xenopus laevis, odontogenic band, pitx2 expression


