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EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofffTTThhhyyymmmooosssiiinnn ββββ444iiinnnooodddooonnntttooobbblllaaasssttt
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Yoon,Seong-Ho
Advisor:Prof.Kim,Heung-Joong,D.D.S.Ph.D
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GraduateSchoolofChosunUniversity

Thymosin β4 has been known concerning to poly- and
depolymerizationofactinwhichisdiscoverednotonlyindeveloping
toothbutalsoinseveraltissuesandhasthefunctionaboutalteration
ofcytoskeleton forcelldifferentiation and migration.However,the
expression and function of Thymosin β4 in odontoblast during
mammaliantoothdevelopmenthavenotyetbeenreported.Therefore,
we investigated the expression of Thymosin β4 in odontoblast
differentiationduringtoothdevelopment.
From RT-PCRandWesternblotting,itshowedthattheexpression

levelofThymosin β4geneandproteinindifferentiatedMDPC-23is
thehighestatday7anddecreasedatday28likelyinnormalcells.
The immunohistochemistry was performed to investigate the
expression sitesandlevelsofThymosin β4atthestageoftooth
development respectively. As a result, Thymosin β4 expressed
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stronglyinmesenchymalcellsaroundtoothbud,dentallaminaand
oralmucosabutpresentedweaklyinoralepithelium,toothbud,inner
enamelepithelium andouterenamelepithelium attheembryonicday
15and17.Thymosin β4expressedintenselyinentirecytoplasm of
odontoblastinthepostnatalday1(P1)andexpressedintensivelyin
apicalareaofcytoplasm atP4.AttheP7andP10,theexpressionof
Thymosin β4 increased in odontoblast layer than that of P4.
Thymosin β4observedsimilarlyincytoplasm ofodontoblastbythe
P14andP21butdecreasedinodontoblasticprocessatP21compared
withP14.Therefore,theseresultssuggestthatThymosin β4maybe
relatedwiththecellproliferationoftoothgerm andenamelorganand
participate in the polarization and exocytosis by cytoskeleton
remodelingduringthedifferentiationofodontoblast.

Key Words: Thymosin β4, Tooth development, Odontoblast
differentiation,MDPC-23
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III...서서서 론론론

상아모세포는 신경능선이 기원인 세포로서 치수의 바깥쪽 표면에 위
치하고 법랑질 아래 쪽에 1차 상아질을 축적하는데(Lesot,2000)이것은
섬유교원질성 기질 및 몇 가지 세포외기질 단백질들의 발현과 상호작용
에 의해 형성된다.상아모세포는 사람의 경우 배아기 17-18주 정도에 처
음 나타나고 미생물감염,화학물질 침투 또는 치수괴사에 의해 손상되기
전까지는 계속해서 유지된다(Linde& Goldberg,1993).상아질 기질 분
비를 시작하는 상아모세포는 극성을 띠면서 길이가 길어지고 세포내에
많은 수의 과립형질내세망이 발달하게 된다.골지더미의 표면에 있는 골
지주머니에서 떨어져 나온 분비소포는 상아질세관쪽으로 뻗어있는 세포
질 끝으로 운반되어 분비된다(Sasaki& Garant,1996).분화된 상아모세
포 세포질에는 수 많은 미세소관들과 세포질 세사들이 서로 얽혀 망을
이루는데 이러한 구조는 상아모세포 돌기의 끝을 향해 뻗어있다(Garant,
1972).
Thymosin β4는 43개의 아미노산으로 구성되어 있고 4.9kDa의 크기

를 가지며 포유류에서 발견되는 Thymosin종류 중 가장 많이 존재한다.
Thymosin β4는 세포 내 G-액틴의 분리과정(sequestering)에 관여하고
(Safer등,1997), 세포의 증식,분화 그리고 운동성을 조절하는 기능을
한다(Goldstein등,2005).Thymosin β4는 1:1비율로 ATP-G-액틴과 결
합 함으로서 액틴의 중합반응(polymerization)을 방해한다(Safer 등,
1991).그리고 Thymosin β4는 액틴의 급속한 중합/해중합반응에 관여함
으로써 세포 운동성에 중요한 역할을 하는 것으로 알려졌다 (Pantaloni
& Carlier,1993;Kang등,1999).또 다른 연구는 Thymosin β4가 혈관
형성과정(Grant등,1995;Grant등,1999)에 기능적으로 관여하고,생쥐
의 배아신경계 발달,배아세포가 심장세포로 분화하는 과정,그리고 흰쥐
의 발달중인 뇌에서도 발현된다고 보고 하였다(Gómez-Márquez등,
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1993;Gómez-Márquez등,1996;Anadón등,2001).더불어 Thymosin
β4는 모낭이 만들어지는 과정에서 줄기세포 이동에 밀접한 관련이 있는
것으로 보고되었다(Philp 등,2004).또한 생쥐의 하악 발달과정에서
Thymosin β4가 발현한다는 연구결과도 보고 되었다(Yamaza등,2001).
따라서 본 연구에서는 앞선 연구들을 바탕으로 Thymosin β4가 치아

의 발생과정 중 상아질 형성에 관여하는 상아모세포에서도 특정 기능을
할 것으로 생각되어 이의 발현양상 및 기능을 알아 보고자 하였다.
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IIIIII...실실실험험험 재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...MMMDDDPPPCCC---222333세세세포포포의의의 배배배양양양 및및및 분분분화화화유유유도도도

배아기 18~19일에 이른 생쥐 치유두세포(dentalpapillacell)유래의
MDPC-23세포(Hanks등,1998b)를 2×105수로 60mm 배양 접시에
접종하고 5% CO2농도와 37℃온도를 유지하는 배양기에서 배양하였다.
배양액은 Dulbecco's modified eagle's medium(DMEM;Gibco BRL,
USA)에 10% fetalbovin serum(FBS;Gibco BRL,USA)과 항생제
(100-units/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin, 0.25 µg/ml
amphotericin B, 이상 Gibco), 1X non-essential amino acid
solution(GibcoBRL,USA)을 첨가하여 사용하였다.세포가 90%정도
배양 접시를 차지했을 때 분화 유도를 위해서 FBS농도를 5%로 줄이고
β-glycerolphosphate(SIGMA,USA)10mM과 ascorbicacid(SIGMA,
USA)50 µg/ml을 추가로 첨가하여 분화배양액으로 사용하였다.분화
유도 후 4일,7일,14일,21일 28일에 각각 총 RNA와 세포질 단백질을
분리하였다.

222...역역역전전전사사사중중중합합합효효효소소소반반반응응응(((RRRTTT---PPPCCCRRR)))

분화를 유도한 MDPC-23세포에 Trireagent(MRC Inc,USA)를 처
리하여 총 RNA를 추출하였다.총 RNA 추출 방법은 Trireagent제조
회사의 설명서를 참고하였다.cDNA 합성을 위해서 mRNA에 특이적으
로 결합하는 Oligod(T)(Invitrogen,USA)0.1µg과 총 RNA 1 µg을 사
용하였고 AccuPower RT Premix(Bioneer, KOR)와 혼합 후
RT(reverse-transcription,42℃ 1시간→ 95℃ 5분)반응을 하였으며,
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polymerase(TaKaRaBioInc,JPN)를 이용하여 PCR(polymerase
chainreaction)을 수행하였다.생쥐 Thymosin β4유전자 특이적 프라이
머인 forward:5’-GTCAGTAAGCTTCTCCTTCCAGCAACCATGTC-3’
과 reverse: 5’-GTCAGTCTCGAGAATGTACAGTGCATATTGGC-3’
그리고 대조 발현군으로서 생쥐 GAPDH(Glyceraldehyde3-phosphate
dehydrogenase)유전자 특이적인 forward:5’-CCATGGAGAAGGCTG
GG-3’과 reverse:5’-CAAAGTTGTCATGGATGACC-3’프라이머를
각각 제작(Bioneer, KOR)하여 PCR을 수행하였으며, 반응조건은
Thymosin β4가 27cycles,94℃ 5분,94℃ 40초,54℃ 30초,72℃ 30초,
72℃ 5분이고,GAPDH는 30cycles,94℃ 5분,94℃ 30초,56℃ 30초,7
2℃ 30초,72℃ 5분으로 설정하였다.PCR 반응 후 생산물은 1.5% 농도
의 agarose(Cambrex,USA)에 ethidium bromide(EtBr)0.2 µg/ml을 첨
가한 겔을 사용하여 전기영동 후 UV를 조사하여 확인하였다.PCR반응
후 나타난 Thymosin β4밴드의 크기는 184bp이고 GAPDH는 199bp
로 확인됐다. 각각의 DNA 밴드 정량에는 Science lab Image
Gauge(FUJIFILM,JPN)프로그램을 사용하였다.

333...면면면역역역화화화학학학적적적 단단단백백백질질질 검검검출출출법법법(((WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottttttiiinnnggg)))

먼저 분화를 유도한 MDPC-23세포를 4℃,1Χ Phosphatebuffered
saline(PBS,pH7.4)로 세 번 세척한 후 NP-40lysisbuffer(150mM
NaCl,1% NP-40,50mM Tris-HCl[pH 7.4],2mM Na3VO4,2mM
Na4P2O7,50 mM NaF ,2 mM EDTA [pH7.4],protease inhibitor:
leupeptinandaprotinin)를 처리하여 세포를 용해시켰다.이 세포 용해액
을 1.5mlmicrocentrifugetube에 옮기고 1분-2분간 강하게 vortexing했
으며 30분 동안 얼음 속에 보관 후 13,000rpm에서 30분간 원심분리하
고 세포질 단백질이 포함된 상층액을 새로운 1.5mlmicrocentrifuge
tube에 옮겼다.추출한 세포질 단백질은 ProteinassayreagentA,
B,그리고 S(Bio-Rad,CA)를 이용하여 정량 후 40 µg씩 15%-SDS
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polyacrylamide 겔에 전기영동 하였다.겔 상에서 분리된 단백질은
Transferbuffer(25mM Tris-base,192mM Glycine,20% methanol)
에 110V로 4℃에서 2시간 동안 Nitrocellulose막으로 이동 시킨 후,
blocking용액(5% skim milk0.15% Tween20[Bio-Rad,CA]in1Χ 

PBS)을 이용하여 실온에서 1시간 20분 동안 blocking시켰다.다음으로
세척액(0.15% Tween20in1Χ PBS)으로 10분간 세 번 세척하고 1차
항체인 anti-rabbitThymosin β4(Immunodiagnostik,GER)는 1:6,000비
율로,anti-mouse-β-actin(SIGMA,USA)은 1:2,500비율로 blocking용액
에 희석한 후 4℃에서 16시간 동안 반응시켰다.다음날 세척 액으로 15
분간 세 번 세척 후 HRP(horseradish-peroxidase)가 연결된 2차 항체인
Goat-anti-rabbit IgG(Santa Cruz Biotechnology, USA)와
Goat-anti-mouseIgG(SantaCruzBiotechnology,USA)를 1:10,000비율
로 blocking용액에 희석한 후 실온에서 1시간 동안 반응 시켰다.다음으
로 세척액을 이용하여 15분간 세 번 세척 하고
ECL(Amershamphamacia,UK)용액을 이용하여 3분 동안 발색 시켰으며
Chemiluminescencefilm(Amershamphamacia,UK)을 이용하여 암실에서
현상하였다.현상 후 나타난 단백질밴드는 SciencelabImageGauge프
로그램으로 각 밴드의 밀도를 측정하여 정량 하였다.필름에 나타난
Thymosin β4밴드의 크기는 5kDa이고 β-actin단백질의 크기는 42
kDa으로 확인됐다.

444...조조조직직직표표표본본본 제제제작작작

생쥐 치아 발생 조직 표본은 암컷 ICR생쥐(DamoolScience,KOR)으
로 부터 발생 15일,17일째인 생쥐 태아와 생후 1일,4일,10일,15일 그
리고 20일째 생쥐를 이용하여 제작하였다.먼저 발생 15일,17일째 생쥐
태아를 적출하기 위해 임신한 암컷 생쥐에 염산케타민(Ketamin
0.2ml/100g,Yuhan,KOR)과 럼푼(Rompun 0.08ml/100g,Bayerkorea,
KOR)을 근육 주사하여 마취시켰다.적출한 발생 15일,17일 생쥐태아와
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생후 1일, 4일째인 생쥐는 악골을 절단한 후 즉시 고정액(4 %
paraformaldehyde,1ml/L DEPC in1X PBS,pH 7.4)에 옮겼다.생후
10일,15일 그리고 20일된 생쥐는 마취 후 개복하고 우심방으로 들어오
는 대정맥을 절단한 후 좌심실에 DEPC-PBS(1ml/LDEPCin1XPBS,
pH 7.4)를 천천히 주입하여 순환시켰다.DEPC-PBS를 혈액이 완전히 제
거 될 때까지 순환시킨 후 고정액을 주입하는 관류 고정을 실시하였다.
고정액을 완전히 순환시킨 후 하악과두를 포함한 악골을 적출하여 다시
새로운 고정액 속에 4℃,16시간 동안 고정하였다.다음날 1X PBS용액
으로 2시간 세척하고,탈회액(10% EDTA,1% paraformaldehydein
1X PBS,pH 7.4)에서 4주간 탈회 하였다.탈회 후 70%,80%,90%,
100% I,100% II,100% III,100% IV 에탄올 처리를 하여 탈수하였
고,자일렌으로 투명화 과정을 거쳤으며,파라핀을 침투시켜 포매 하였
다.파라핀 포매된 조직을 MotorizedRotaryMicrotomeMT990(RMC
products, USA)을 이용하여 5 µm두께의 절편으로 만든 후
3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylate(SIGMA,USA)로 코팅된 유리
슬라이드에 올리고 37℃ 신전기 위에서 하루 동안 건조 하였다.

555...면면면역역역조조조직직직화화화학학학(((IIImmmmmmuuunnnooohhhiiissstttoooccchhheeemmmiiissstttrrryyy)))

준비된 조직 표본을 XyleneI,XyleneII,XyleneIII에 순서대로 5분
씩 처리하여 탈 파라핀을 하고 100%,90%,80%,70% 에탄올에 각
각 5분씩 처리하여 조직에 함수를 시켰다.PBS로 조직표본을 5분씩 세
번 세척 후 100배 희석한 Tris-HCl(pH 7.5)용액에 1:1000의 비율로
ProteinaseK(Invitrogen,USA)를 첨가한 다음 37℃에서 20분간 조직
표본 위에 처리 하였다.그 후 PBS로 조직표본을 5분씩 세 번 세척한
후 내인성 과산화효소의 활성억제를 위하여 과산화수소수가 포함된 완충
액(0.6% H2O2inMethanol)을 20분간 상온에서 조직 표본 위에 처리 하
였다.다시 PBS로 조직 표본을 5분씩 세 번 세척 하고 비특이적반응을
줄이기 위하여 염소혈청(normalgoatserum,VectorLab,USA)15ml
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를 PBS1ml에 희석한 용액을 20분간 상온에서 처리하는 2차 blocking
을 수행 하였다.염소혈청 희석액을 간단히 제거하고 새로운 염소혈청
희석 용액에 Thymosin β4항체를 1:300의 비율로 희석하여 4℃에서 16
시간 동안 처리 하였다.다음 날,PBS로 10분간 두 번 세척 후 2차 항체
인 Goat-anti-rabbitIgG(VectorLab,USA)를 1:200비율로 PBS에 희석
하여 상온에서 조직 표본 위에 20분간 처리하였다.다음으로 PBS로 10
분간 2회 세척 후 사용하기 30분전 PBS 용액에 희석한 ABC 시약
(VectorLab,USA)을 조직 표본 위에 20분간 반응시켰다.다시 PBS로
10분간 2회 세척 과정을 거치고 0.05% DAB(Deaminobenzidine
Tetrahydrochloride;VectorLab,USA)를 이용하여 1분 40초 동안 발색
시켰다.발색시킨 조직 표본을 이차증류수에 10분간 1번 세척 후
Hematoxylin(SamchunChemical,KOR)으로 15초간 대조염색 하였고 다
시 ddH2O에 세척한 후 조직 표면에 탈수,투명 및 봉입 과정을 수행 하
였다.염색된 조직 표본은 광학현미경(CarlZeiss,GER)을 통해 관찰 하
였고,AxiovisionLErelease4.6(CarlZeiss,GER)프로그램을 이용하여
디지털 이미지화 하였다.

666...통통통계계계분분분석석석

통계적 차이를 확인하기 위해 Excel2007프로그램(Microsoft,USA)을
이용하여 Student-test분석을 수행 하였다. <0.05는 통계학적으로 유
의적 차이가 있음을 의미한다.
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IIIIIIIII...실실실험험험 결결결과과과

111...MMMDDDPPPCCC---222333세세세포포포 분분분화화화 과과과정정정에에에서서서 TTThhhyyymmmooosssiiinnn ββββ444유유유전전전자자자 및및및 단단단백백백질질질
발발발현현현

RT-PCR 결과 Thymosin β4유전자의 발현은 분화를 유도하지 않은
군에서도 강하게 나타났고 분화 7일째까지 조금씩 증가하는 발현 양상을
유지하다가 14일째부터 감소하는 경향을 나타냈으며 28일째에 가장 낮게
발현되었다(Fig.1).분화 유도과정 중 Thymosin β4단백질의 발현 양
상은 RT-PCR 결과와 마찬가지로 분화 7일째에 가장 높았고,14일째부
터 감소하면서 28일째에 가장 낮게 발현 하였다(Fig.2).

222...생생생쥐쥐쥐의의의 치치치아아아 발발발생생생 과과과정정정 중중중 TTThhhyyymmmooosssiiinnn ββββ444단단단백백백질질질의의의 발발발현현현양양양상상상

1)싹시기(BudStage)

배아기 15일째(E15),신경능선에서 기원한 간엽세포들에 의해 둘러싸인
상피세포들의 성장이 집중되어 형성된 치아 싹이 관찰 되었다(Fig.3a).
Thymosin β4의 발현은 구강상피 및 치아싹 내부의 세포들에서 약하게
발현 되었으며 치아싹 주변의 치유두 에서는 발현되지 않았지만 그 주변
의 간엽세포에서 강하게 발현하였다(Fig.3a).

2)모자시기(Capstage)

배아기 17일째(E17)에는 외배엽성간엽세포들이 뭉쳐 치유두를 형성하였
고 치아싹의 크기가 커지면서 점막하조직 쪽으로 함입되어 형성된 법랑
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기관이 관찰되었다(Fig.3b).이 시기에 Thymosin β4는 치판과 구강점
막층 및 치유두 바깥쪽 간엽세포에서 강하게 발현하였고 외법랑상피와
내법랑상피에서는 일부 세포에서 발현되었다(Fig.3b).

3)종시기 초기(Earlybellstage)

출생 1일째(P1)에는 법랑기관과 치유두가 더 커지면서 조직분화와 형태
분화 단계인 종시기가 관찰되었다(Fig.3c).치수와 가까운 곳에 위치한
상아모세포를 확인할 수 있었고,상아모세포 층에서 Thymosin β4가 발
현하였으며 세포질 전체에 걸쳐 강하게 발현하는 것을 관찰하였다(Fig.
3c).

4)종시기 후기(Advancedbellstage)

종시기 후기인 출생 후 4일째(P4)치아 발생조직에서 상아질과 법랑질
이 형성된 것을 관찰할 수 있었다.또한 치관부치수의 상아모세포 길이
는 출생 후 1일째 보다 더 신장되었다(Fig.3d).상아모세포에서
Thymosin β4의 발현양은 출생 후 1일째와 차이가 없었지만 발현부위가
세포질 첨단에 집중되어 관찰되었다.또한 이 시기에서 수행한 음성 대
조군 염색에서는 Thymosin β4의 발현이 확인되지 않았다(insetof
figure3d).

5)치관기(Crownstage)및 기능시기(Functionalstage)

출생 후 7일(P7)과 10일째(P10)상아질의 두께는 출생 후 4일째 보다 더
욱 두꺼워 졌고,상아모세포 돌기가 관찰 되었으며,치관부치수 부위에
위치한 상아모세포의 길이가 출생 후 4일째 보다 더욱 길게 신장되었다.
상아모세포에서 Thymosin β4는 출생 후 4일째보다 더 증가하였고,상아
모세포 돌기에서도 발현되었다(Fig.4aandb).또한 출생 후 14일째



- 10 -

(P14)조직에서 상아질이 많이 합성 된 것을 관찰 할 수 있었다(Fig.
4c).상아모세포의 길이는 치관기와 별 차이가 없었고 이 시기에 세포질
및 상아세관내의 세포질돌기에서의 Thymosin β4발현도 유사하게 관찰
되었다.세포질내 발현양상은 출생 후 21일째(P21)까지 유사하였으나 돌
기내의 발현은 14일째 보다 약하게 관찰되었다(Fig.4d).
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IIIVVV...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

치아 발생과정 중 상아모세포는 외배엽성 간엽조직 세포가 모여 생성
된 치유두 세포가 분화하여 형성된다(Maas& Bei,1997;Theslef&
Sharpe,1997).또한 발생 초기에 치판에 있는 상피 세포들은 증식을 거
듭하여 치아싹을 형성하게 되고 법랑기관을 형성하게 된다.치유두 세포
는 상아모세포전구세포로 분화하는데 이것은 모자시기에 나타나며 법랑
기관의 내법랑상피 부근에 모이게 된다(Ruch,1984;Ruch,1985).이렇게
모인 상아모세포전구세포들은 이동끝(leading-edge)세포질돌기를 이용
해 내법랑상피 기저막 아래쪽 세사에 결합하고 성숙한 상아모세포로 분
화하게 된다(Osman& Ruch,1981).초기 종시기에는 상아모세포의 분
화가 가장 활발히 일어나고 후기 종시기에 이르면 상아모세포는 상아기
질을 만들어 내기 시작하는데 이러한 과정을 상아질형성과정이라 부른다
(Butler,1995).
치수세포를 상아모세포전구세포로 분화를 유도한 결과,기질형성이 증

가되는 14일째부터 TGF-β1mRNA가 발현되어 21일째에 가장 많이 발
현하였으며 28일째에 감소하기 시작했다고 보고 하였다(Toyono 등,
1997).앞선 연구에서는 치유두 세포에 TGF-β1을 FGF1과 함께 처리하
고 전자 현미경으로 관찰 결과 처리 후 6일째에 상아모세포로의 분화와
기질합성을 유도한다고 보고하였다(Unda등,2000).또한 최근 연구에서
TGF-β1으로 자극한 상아모세포주인 MDPC-23세포는 SMAD 단백질
을 통해 dentinsialophosphoprotein(DSPP)발현을 조절하여 분화를 조
절한다는 결과가 보고 되었다(He등,2004).그리고 MDPC-23세포와
다른 상아모세포주인 MO6-G3에서 dentinphosphophoryn(DPP),dentin
sialoprotein(DSP)그리고 dentin matrix protein1(DMP-1)이 발현되고
분화를 자극하는 것으로 알려졌다(Hanks등,1998a).이중 DSPP의 또
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다른 보고에서는 hybridization을 이용하여 DSPPmRNA의 발
현을 관찰한 결과 생쥐 배아기 16일째의 상아모세포에서 강하였으며 이
것은 전사인자인 의 조절을 받는다고 하였다(Chen등,2005).그리
고 BMP-2(bone morphogenic protein-2),BMP-4,BMP-7 그리고
TGF-β1이 상아모세포의 형태적 변화와 치수세포의 분화를 자극한다는
것이 알려졌다(Bègue-Kirn등,1992;Nakashima등,1994;Nakashima,
1994).그리고 다른 상아모세포주인 M2H4에 분화를 20일 동안 유도한
후 분화 및 광화와 관련된 인자들인,I형 교원질,DSPP,alkaline
phosphatase(ALP)그리고 DMP-1유전자들의 발현을 알아본 실험에서
I형 교원질과 ALP유전자는 분화유도 기간 동안 일정한 발현 양상을 보
여준 반면 DMP-1유전자는 분화 11일째에 증가한 후 20일째까지 비슷
한 수준을 유지하였으며 DSPP는 분화 16일째에 증가하는 양상을 나타
냈다(Magne등,2004).
최근에 hybridization방법을 이용하여 생쥐의 대구치 발생 과

정 중 치배의 형성 개시와 성장 그리고 분화에 Thymosin β4가 관여할
것이라는 연구 (Akhter등,2005)가 있었으나 그러한 과정 중 상아모세
포에서의 발현 양상 및 기능에 대한 연구는 아직까지 이루어진 것이 없
었다.따라서 본 연구에서는 상아모세포의 분화과정 중 Thymosin β4유
전자 및 단백질의 발현 양상을 알아보기 위해 상아모세포주인
MDPC-23에 분화를 유도 하였다.RT-PCR 및 Western blotting결과
Thymosin β4유전자는 분화기간 동안 전체적으로 강한 발현 양상을 나
타냈으며 분화 유도 후 7일에 가장 강하게 발현 하였고 14일부터 조금
감소하였으며 28일에는 분화를 유도하지 않은 수준으로 감소하는 경향을
나타냈다.Thymosin β4의 발현은 위에서 언급된 상아모세포의 분화 및
광화에 관련된 유전자의 발현과 유사한 양상으로 나타난 것을 미루어
Thymosin β4또한 상아모세포 분화 또는 광화과정에 관여하는 인자일
것으로 생각되지만 이에 대한 구체적인 연구가 추후에 필요할 것으로 생
각된다.
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앞선 다른 연구에서 치아 발생의 초기 치배의 상피 조직내의 세포에서
발현하는 Thymosin β4mRNA의 발현 양상과 세포 증식의 지표 실험인
BrdU-양성세포의 위치가 아주 비슷하다는 것을 밝혀냈다(Shigemura
등,1999;Shigemura등,2001).따라서 Thymosin β4는 치아발생 초기
에 치배 상피세포의 증식 및 그에 따른 법랑기관내의 세포증식에 관여한
다는 것을 알 수 있다(Akhter등,2005).본 연구에서도 생쥐의 치아발생
초기인 배아기 15일째에서 Thymosin β4단백질이 구강상피 및 치아싹
그리고 치낭 부위의 세포에서 발현하는 것을 확인할 수 있었다.또한 모
자시기가 관찰된 배아기 17일째에는 치판과 구강점막세포 및 치유두 바
깥쪽 간엽세포에서 강하게 발현하는 것을 볼 수 있었다.따라서 이전 연
구와 본 연구결과를 종합하면 치아발생 초기에 Thymosin β4는 세포의
증식에 관여하는 것으로 생각된다.
완전히 분화한 상아모세포는 고도로 극성화되면서 핵은 세포 기저부

에 위치하게 되고 그에 따라 몸체는 상아질 경계면으로부터 치수 쪽으로
후퇴하게 된다.이러한 상아모세포의 극성화는 세포가 신장되는 동안 일
어나고 세포소기관의 분포변화,세포 첨단부에서 세포내 단백질세사 출
현 그리고 세포돌기의 형성으로 특징 지을 수 있다(Takuma& Nagai,
1971;Garant& Cho,1985).또한 세포극성화는 미세소관,중간세사
(intermediatefilaments)그리고 미세사와 같은 세포내 골격의 재구성이
필요하다(Lesot등,1982;Nishikawa& Kitamura,1986;1987;Ruch등,
1987;Fausser등,1990).
최근의 다른 연구들을 통해 Thymosin β4의 액틴 결합능력은 손상된

조직의 회복을 촉진하고 혈관 내피세포의 분화에도 관여하는 것으로 알
려졌다(Grant등,1999;Philp등,2003).또한 Thymosin β4는 미세사 내
의 액틴 연결을 느슨하게 하는데 이것은 미세사의 구조적 변형을 가져온
다(Carlier등,1996;Ballweber등,2002).따라서 Thymosin β4의 이러
한 작용에 의해 세포골격의 변화가 유도된다고 생각할 수 있다.
본 연구의 실험 결과 출생 후 1일과 4일인 종시기 초기와 후기에

Thymosin β4단백질이 상아모세포 층에서 발현하는 것을 볼 수 있었다.
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또한 약간의 법랑질과 상아질이 형성된 것을 볼 수 있었고 상아모세포는
길이가 매우 신장되어 있었다.이것은 분화한 상아모세포가 극성을 가지
는 세포로 변화했다는 것을 의미하고 이에 따라 세포 골격 및 소기관의
분포가 변화했다는 것을 나타내며,각각의 세포가 기질을 합성하고 있음
을 나타낸다(Garant& Cho,1985;Mesgouez등,2006).또한 치관기인
출생 후 7일과 10일에는 완전히 극성화된 상아모세포에서 Thymosin β4
단백질 발현이 증가하였고 더불어 상아모세포 돌기에서도 발현하는 것을
관찰할 수 있었다.그리고 출생 후 14일과 20일째 조직 표본에서는 상아
질이 더욱 많이 합성되어 있는 것을 관찰할 수 있었고 상아모세포의 길
이는 가장 길었고 Thymosin β4단백질 발현이 아주 강하게 나타났다.
최근 한 연구는 비만세포에서 Thymosin β4가 세포외유출과정 중 액틴
과 결합함으로써 β-Hex,히스타민 그리고 비만세포 트립타제 등의 물질
을 분비하는 과정에 관여한다고 보고 하였다(Wyczółkowska등,2007).
상아모세포는 상아질 합성에 필요한 단백질들을 분비하기 위해 골지복합
체로부터 분비과립을 만들어내는데 이러한 과립들은 키네신(kinesin)과
같은 운동단백질 및 ATP를 에너지원으로 사용하여 상아모세포 돌기로
이동한 후 밖으로 분비된다(Garant,1972).따라서 상아모세포 및 상아모
세포 돌기에서의 Thymosin β4단백질의 발현은 세포 극성화뿐만 아니
라 상아질 합성을 위한 분비소포의 운반에 필요한 세포골격의 재구성과
관계가 있을 것으로 추측된다(Fig.5). 종합해보면 Thymosin β4는
치아 발생 초기인 싹시기와 모자시기에는 치배 상피 세포의 증식 및 법
랑기관 내의 세포 증식에 관여하고 종상기부터 치아의 맹출기 까지는 상
아모세포의 극성화 및 분비과립을 세포 밖으로 이동시키기 위한 세포골
격 변화에 관계가 있을 것으로 생각된다.하지만 이번 연구결과 만으로
는 Thymosin β4의 특정적인 기능에 관하여 증명하기 어려웠다.따라서
분화과정에 있는 상아모세포에서 Thymosin β4와 분화 및 광화 그리고
세포골격 형성 및 변화에 관여하는 다른 유전자들과의 발현 관계를 알아
보고 발생과정에 있는 상아모세포내의 세포골격상에 Thymosin β4가 위
치 하는지에 관하여 실험이 더 필요할 것으로 사료된다.
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VVV...결결결 론론론

Thymosin β4는 발생 중인 조직에서뿐만 아니라 여러 조직에서 발
현되며 세포 분화나 이동에 필요한 세포골격 변화에 관련이 있는 것으로
알려졌다.하지만 발생 과정에 있는 치아의 상아모세포에서 Thymosin β

4의 발현 여부 및 기능에 관한 연구는 지금까지 이루어 지지 않았다.따
라서 본 연구에서는 분화를 유도한 상아모세포와 발생중인 치아에서
Thymosin β4유전자 및 단백질의 발현을 확인하고 그 기능에 대해서
알아보고자 하였다.

MDPC-23세포에서 Thymosin β4유전자 및 단백질의 발현 양상
을 알아본 결과 분화 유도 후 7일째에 가장 강하게 발현 하였고 28일째
에는 분화를 유도하지 않은 수준으로 감소하는 경향을 나타냈다.다음으
로 생쥐의 치아발생의 특정 시기에서 Thymosin β4단백질 발현부위 변
화와 양상을 알아보기 위해 면역조직화학법을 수행 하였다.
실험결과 배아기 15일부터 Thymosin β4는 구강상피,치아싹 내부 세

포들에서는 약하게 그리고 치아싹 주변 간엽세포 및 치판과 구강점막층
에서 강하게 발현하였으나 외법랑상피와 내법랑상피에서는 일부 세포에
서만 발현되었다.출생 후 1일째에 Thymosin β4는 상아모세포 층에서
세포질 전체에 걸쳐 강하게 발현하였고 출생 후 4일째에는 세포질 첨단
에 집중되어 관찰되었다.출생 후 7일과 10일째에 Thymosin β4는 상아
모세포에서 출생 후 4일째보다 발현이 증가하였고 상아모세포 돌기에서
도 발현되었다.출생 후 14일과 21일에 상아모세포 세포질내 Thymosin
β4발현양상은 출생 후 21일째까지 서로 유사하였으나 상아질 돌기내의
발현은 21일째에서 더 약하게 관찰되었다.

따라서 본 실험 결과들을 종합해 볼 때,Thymosin β4는 치아발생
초기인 싹시기와 모자시기에는 치배 상피세포의 증식 및 법랑기관 내의
세포 증식에 관여하고 종상기부터 맹출기 까지는 상아모세포의 분화에
따른 극성화와 분비과립을 세포 밖으로 이동시키기 위한 세포골격 변화
에 관여할 것으로 생각된다.
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사사사진진진부부부도도도 설설설명명명

Figure 1.(a) Thymosin β4 gene expression in MDPC-23 cells
incubation with differentiation medium. (b) Thymosinβ4 mRNA
normalized to thecorresponding GAPDH (Sample/GAPDH).The*
represents statistically significant differences (n=3,p<0.05).Each
experimentwasrepeatedthreetimes(M,DNA sizemarker).

Figure2.(((aaa)))Western blotting resultsofThymosin β4protein in
MDPC-23celllysatesincubationwithdifferentiationmedium.β-actin
was used as internal control for the western blotting. Each
experimentwasrepeatedthreetimes.(((bbb)))AnalysisofThymosin β4
proteinexpressioninlysatesofMDPC-23cellsduringdifferentiation.
The * represents statistically significantdifferences (n=3,p<0.05).
Eachexperimentwasrepeatedthreetimes.

Figure3.(aaa)Atembryonicday15(E15),Thymosin β4proteinwas
expressedslightlyonoralepithelium layerandinsideoftoothbud
butstronglyexpressedinmesenchymalcells( ).(bbb)AtE17,
theThymosin β4protein expressedintensely in thedentallamina,
oralmucosaandmesenchymalcells( ).Meanwhile,Thymosin β

4proteinexpressedweaklyininnerandouterepithelium ofenamel
organ.(((ccc)))Atpostnatalday 1 (P1),Thymosin β4 proteins were
expressed in the cytoplasm of odontoblast ( ).(ddd) At P4,
Thymosin β4proteinswereexpressedintensively inapicalareaof
cytoplasm ( ). Negative control not presented the
immunohistochemicalsignals(insetoffigured).(oe,oralepithelium;
tb,tooth bud;dp,dentalpapilla;mc,mesenchymalcell;dl,dental
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lamina;eo,enamelorgan;oee,outerenamelepithelium;iee,inner
enamelepithelium;om,oralmucosa;d,dentin;p,pulp)

Figure4.Theexpressionof Thymosin β4increasedatpostnatalday
7(P7)morethanP4inodontoblastlayers( infigureaaa).Also,
Thymosin β4 protein was expressed in odontoblastic process and
observedclearlyatP7andP10( infigureaaaandbbb).Thymosin
β4observedsimilarlyincytoplasm ofodontoblastbytheP14andP21
butdecreased in odontoblasticprocessatP21 compared with P14
( infigurecandd).(op,odontoblasticprocess)

Figure5.Thymosin β4may beparticipateinthepolarizationand
exocytosis by cytoskeleton remodeling during differentiation of
odontoblast.
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