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멍게의 수압수용체세포 형성에서 FGF와 MEK 신호의 역할
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Receptor Cells during Ascidian Embryogenesis
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ABSTRACT : In most larvae of ascidian, two sensory pigment cells, otolith and ocellus, lie in their brain vesicle. They 
also have a third type of sensory cells: hydrostatic pressure receptor (Hpr) cells. The Hpr cells were presumed to be 
hydrostatic pressure-detection cells, but their precise functions is still disputed. In this study, we investigated whether an 
FGF signaling is involved in formation of Hpr cells. When fertilized eggs were injected with Hr-FGF9/16/20 antisense MO, 
the resulting larvae showed severe abnormalities with no expression of the Hpr cell-specific Hpr-1 antigen. Similar results 
were obtained using an FGF receptor inhibitor, SU5402, and an MEK inhibitor, U0126. Embryos treated with SU5402 or 
U0126 during the 32-cell and hatching stages did not express the Hpr-1 antigen. To elucidate the temporal requirement 
for the FGF signaling in formation of Hpr cells, embryos were treated with SU5402 for 2 h, or U0126 for 20 min during 
various embryonic stages. Larvae treated with SU5402 from the 16-cell stage to the 64-cell stage did not express the Hpr-1 
antigen, whereas those treated at the early gastrula stage expressed the Hpr-1 antigen. When U0126 treatment was carried 
out at various stages between the 8-cell and late gastrula stages, larvae scarcely formed the Hpr cells. They showed 
expression of the Hpr-1 antigen when embryos were placed in U0126 just before the neural plate stage. These results 
suggest that FGF9/16/20 signaling is involved in formation of Hpr cells from the primary neural induction stage to the 
late gastrula stage.
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요  약 : 멍게 유생의 뇌포에는 2개의 감각색소세포인 평형기와 안  이외에  다른 감각세포로 추정되는 수압수용체세

포가 존재한다. 수압수용체세포 형성에 해서는 재까지 거의 알려진 것이 없다. 본 연구에서는 수압수용체세포 형성에

서 FGF 신호 달 과정의 련성을 조사했다. 수정란에 Hr-FGF9/16/20 antisense MO를 미세주입했을 때, 발생한 유생에

서 수압수용체세포 특이  Hpr-1 항원의 발 이 검출되지 않았다. 32세포기부터 FGF 수용체 억제제 SU5402  MEK 
억제제 U0126을 처리한 배아도 수압수용체세포를 갖지 못한 유생으로 발생했다. 다음으로 수압수용체세포 형성에 FGF 
신호 달 과정이 련되는 시기를 자세히 조사했다. 수압수용체세포 형성에는 FGF 수용체 활성이 16세포기부터 64세포

기까지 필요하다는 것이 시사되었다. U0126은 8세포기부터 후기 낭배기까지 Hpr-1 항원 발 을 억제했다. Hpr-1 항원 

발 은 신경 기 직 부터 U0126의 향을 받지 않았다. 따라서, 멍게에서 수압수용체세포 형성은 1차 신경유도기부터 

후기 낭배기까지 FGF 신호 달 과정을 필요로 한다는 것이 밝 졌다.
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서  론

해산 무척추동물인 멍게 유생은 척삭동물문의 기본  체

형을 나타낸다(Satoh, 1994). 멍게 배아 발생은 낭배기를 거

쳐 신경 기, 신경배기로 진행되며, 척추동물과 같이 등쪽에 
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신경  형성을 통하여 추신경계를 만든다. 머리 부분에서 

신경 은 팽창하여 뇌포(brain vesicle)를 형성하고, 뇌포 다

음부터 꼬리 끝까지 척추동물의 척수에 해당하는 신경삭이 

된다. 유생의 뇌포에는 색소를 함유하는 감각신경세포인 안

(ocellus)과 평형기(otolith)가 존재한다(Katz, 1983; Nicol 
& Meinertzhagen, 1991). 안 은 1개의 색소세포와 그 아래

에 치하는 3개의 즈세포  17개의 수용세포로 구성

된다. 평형기는 력을 감지하는 신경세포로 1개의 거 한 

색소과립을 갖는다. 한, 유생의 뇌포에는 제3의 감각신경

세포인 수압수용체세포가 존재한다(Eakin & Kuda, 1971; 
Katz, 1983; Nicol & Meinertzhagen, 1991; Taniguchi & 
Nishida, 2004; Kim et al., 2006). 뇌실 벽에서 수압수용체

세포는 뇌포 공동으로 섬모성 구형 돌기를 내 고 있다. 돌
기에는 소포체에서 유래한 것으로 추정되는 막성 들이 

집해 분포한다. 정확한 수압수용체세포 기능은 아직 밝 지지 

않았으나, 조직해부학 으로 볼 때 어류의 소 세포(coronet 
cells)와 유사성이 높은 것으로 추정된다.

멍게의 신경은 정 외배엽에서 fibroblast growth factor 
(FGF)9/16/20에 의하여 활성화된 FGF 수용체가 Ras/MEK/ 
Erk 신호 달 과정을 통하여 유도하는 것으로 보고되었다

(Hudson & Lemaire, 2001; Kim & Nishida, 2001; Imai et 
al., 2002; Kumano et al., 2006). FGF9/16/20은 신경 유도

가 시작되는 16세포기부터 정 내배엽과 신경의 유도자로 

알려져 있는 척삭  신경삭 구세포에서 발 한다(Imai et 
al., 2002; Bertrand et al., 2003; Kumano et al., 2006). FGF 
신호의 억제는 신경 유도를 방해한다. FGF 신호는 정 신

경세포에 낭배기까지 연속 으로 작용하여 신경세포를 진

으로 특성화하는 것으로 추정된다. 척추동물에서 알려진 

bone morphogenetic protein(BMP) 신호 억제에 의한 신경 

유도는 멍게의 경우 기능하지 않은 것으로 추정된다(Darras 
& Nishida, 2001). 즉, BMP  chordin의 길항작용을 억제

해도 멍게의 신경유도는 향을 받지 않는다.  
안 과 평형기 색소세포 형성에는 FGF 신호 달 과정이 

여한다(Kim & Nishida, 2001; Miya & Nishida, 2003; 
Kim, 2003). FGF 신호가 억제된 배아에서 뇌포는 물론 색

소세포 형성도 찰되지 않는다. 재까지 수압수용체세포 

형성과 련된 분자 기 에 한 보고는 거의 없다. FGF에 

의한 1차 신경 유도 이후, 안 과 평형기 색소세포 분화  

운명 결정에는 BMP-chordin 길항작용이 여하는 것으로 

알려졌다(Darras & Nishida, 2001). 이때 BMP 신호는 색소

세포 운명 결정 이외에 수압수용체세포 형성을 억제하며 

chordin은 과잉형성을 유도한다.
본 연구에서는 멍게 유생의 뇌포에 존재하는 수압수용체

세포 형성 과정에 FGF 신호가 여하는지 조사했다. 한, 
수압수용체세포 형성에 FGF 신호 달 과정이 언제 필요한

지 그 시기를 자세히 조사했다.

재료 및 방법

1. 실험동물

강원도 강릉 연안에 서식하는 자연산 멍게(우 쉥이, Halocynthia 
roretzi)를 사용했다. 인공 으로 산란을 유도한 난자에 다른 

개체에서 유래된 정자를 섞어 수정란을 얻었다. 직경 0.45 ㎛ 
필터로 여과한 해수에 streptomycin(50 ㎍/㎖)과 kanamycin 
(50 ㎍/㎖)을 첨가한 후 수정란을 옮겨 온배양기에서 13℃
로 사육했다. 수정란은 약 36시간 경에 올챙이형 유생으로 

부화했다.

2. Morpholino Oligonucleotide의 미세주입

Hr-FGF9/16/20 mRNA의 번역을 억제하기 하여 개시

코돈 주변부에 한 상보 인 염기서열을 갖는 morpholino 
oligonucleotide(MO; Gene Tools, Oregon, USA)를 제작했

다(5'-TACCATTTGTACTGAAGGCATTTTC-3')(Kumano 
et al., 2006). 조군 실험에는 표  조군 MO를 구입하여 

사용했다. 각 MO는 1 ㎎/㎖ 농도의 Fast Green과 섞어 수정

란에 약 300 pg 미세주입했다.

3. SU5402와 U0126 처리

FGF 신호 달 과정을 억제하기 하여 배아를 2 μM SU5402 
(Calbiochem, San Diego, USA) 는 2 μM U0126(Promega, 
Madison, USA)을 포함한 바닷물에서 키웠다(Kim & Nishida, 
2001). SU5402는 FGF 수용체의 단백질 인산화 역에 결합

하여 FGF 신호 달 과정을 억제하는 합성화합물이다(Mohammadi 
et al., 1997). U0126은 Raf에 의한 MEK 활성화  MEK에 

의한 Erk 활성화 억제를 통하여 FGF 신호 달 과정을 방해

하는 합성약물이다(Favata et al., 1998).

4. 면역조직화학염색
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수압수용체세포 분화지표로서 단일클론성 항체 Hpr-1을 

사용했다(Kim et al., 2006). Hpr-1 항체는 부화 직 의 미충

형 유생기부터 수압수용체세포를 특이 으로 인식한다. 항
체염색을 한 유생 표본은 －20℃ 메탄올로 10분간 고정했

다. 고정된 표본은 PBS로 세척 후, Hpr-1 항체 반응  TSA 
fluorescein system(PerkinElmer Life Sciences, Boston, USA)
을 이용하여 수압수용체세포 형성을 확인했다.

결  과

1. FGF 신호전달 과정은 수압수용체세포 형성에 관여함

멍게의 신경 유도와 뇌포 형성은 FGF9/16/20 신호에 의

존하므로 뇌포에 존재하는 수압수용체세포 형성은 FGF 신
호 달 과정의 향 아래에 있을 가능성이 있다. 이를 확인

하기 하여 먼  FGF9/16/20에 한 antisense MO를 수정

란에 미세주입했다. FGF antisense MO를 미세주입한 수정

란은 조군으로 control MO를 미세주입한 수정란이 유생으로 

부화할 때까지 키웠다. 이 에 보고된 것 같이 FGF antisense 

Fig. 1. Expression of the hydrostatic pressure receptor-specific
Hpr-1 antigen in Halocynthia larvae. (A) Larva injected
with 300 pg of control universal MO at the 1-cell stage. 
Anterior is to the left. Dorsal view. Arrow indicates 
expression of the Hpr-1 antigen in the left cavity of the
brain vesicle. (B) Larva injected with 300 pg of antisense
Hr-FGF9/16/20 MO at the 1-cell stage. (C, D) Larvae 
treated with SU5402 (C), or U0126 (D) from the 32-cell 
to hatching stages. Scale bar = 100 ㎛.

MO를 미세주입한 배아는 신경  형성이 억제되었고, 꼬리

의 신장과 뇌포의 형성이 찰되지 않았다(Kumano et al., 
2006)(Fig. 1B). 이들의 유생에서 수압수용체세포 형성을 수

압수용체세포 특이  Hpr-1 항원의 검출을 통하여 확인하

다. 그 결과, Hpr-1 항원 발 은 거의 확인되지 않았다(2%, 
n=47; Fig. 1B). 이에 비하여 control MO가 주입된 유생은 

Hpr-1 항원 발 이 뇌포 왼쪽 부 에서 찰되었다(94%, 
n=32; Fig. 1A).

수압수용체세포 형성에 있어서 FGF 신호 달 과정의 

여를 명확하게 밝히기 하여 FGF 수용체 특이  해제 

SU5402와 MEK 특이  해제 U0126을 사용했다. SU5402
와 U0126은 멍게에서 FGF 신호 달 과정을 특이 으로 억

제한다(Kim & Nishida, 2001; Hudson et al., 2003). 배아를 

2 μM SU5402가 포함된 바닷물에서 32세포기부터 유생으

로 부화할 때까지 키웠다. 그 결과, 꼬리의 신장과 뇌포의 형

성이 찰되지 않았으며, Hpr-1 항원 발 도 확인되지 않았

다(0%, n=44; Fig. 1C). 2 μM U0126에서 32세포기 배아를 

키운 경우도 Hpr-1 항원 발 은 검출되지 않았다(0%, n=39; 
Fig. 1D). 이러한 결과는 멍게의 수압수용체세포 형성에 FGF 
신호 달 과정이 여한다는 것을 시사한다.

2. SU5402와 U0126에 대한 수압수용체세포의 반응 시기

다음으로 수압수용체세포 형성에 FGF 신호 달 과정이 

작용하는 자세한 시기를 조사했다. 8세포기부터 1시간 간격

으로 배아를 2 μM SU5402 는 2 μM U0126으로 처리했

다. SU5402는 2시간 처리 후, U0126은 20분 처리 후 각각 

바닷물로 3회 이상 세척했다(Kim & Nishida, 2001; Kim, 
2003). 배아를 부화 때까지 키운 후, 수압수용체세포 형성을 

Hpr-1 항원 발 으로 확인했다(Fig. 2). SU5402를 8세포기

부터 2시간 동안 처리한 배아에서 Hpr-1 항원은 약 60%의 

비율로 발 되었다. 그러나, 16세포기부터 64세포기까지의 

배아는 SU5402 처리에 의하여 Hpr-1 항원 발 이 억제되었

다(Fig. 3A). 기 낭배기 직 (약 92세포기)부터 SU5402는 

Hpr-1 항원 발 을 거의 억제하지 않았다(Fig. 3B). 따라서 

수압수용체세포 형성에는 FGF 수용체 활성이 16세포기부터 

64세포기까지 필수 이라는 것이 시사된다. U0126은 8세포

기부터 후기 낭배기(약 180세포기)까지 Hpr-1 항원 발 을 

억제했다(Fig. 3C). 그러나, 신경 기 직 부터 Hpr-1 항원 

발 은 U0126에 향을 받지 않았다(Fig. 3D). 따라서, 수압
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Fig. 2. Results of experiments designed to examine the periods
of sensitivity to SU5402 and U0126 in the Hpr cells 
formation. Formation of Hpr cells was estimated by 
detecting expression of the Hpr-1 antigen in the resulting
larvae. Embryos were treated with SU5402 for 2 h or 
U0126 for 20 min at each time point (intervals of 1 h)
from the 8-cell stage to the neurula stage. Above the 
x-axis, embryonic stages were indicated. At least 30 embryos
were scored for each time point; eG, early gastrula; lG,
late gastrula; NP, neural plate; N, neurula; N.D., not 
determined.

Fig. 3. Expression of the Hpr-1 antigen on FGF signaling- 
blocked larvae. Anterior is to the left. Lateral views. 
Arrows indicate expression of the Hpr-1 antigen. (A, B)
larvae treated with SU5402 for 2 h at the 64-cell stage 
(A), or at the late gastrula (lG) stage (B). (C, D) Larvae
placed in U0126 for 20 min at the lG stage (C), or at
the neurula (N) stage (D). Scale bar = 100 ㎛.

수용체세포 형성에 MEK 신호 달과정은 1차 신경유도기

(16세포기부터 시작) 이 부터 후기 낭배기까지 필요하다는 

것이 시사된다.

고  찰

멍게에서 수압수용체세포 형성은 FGF 신호 달 과정에 의

존했다. FGF9/16/20 antisense MO는 효과 으로 수압수용

체세포 형성을 억제했고, FGF 수용체 억제제 SU5402  MEK 
억제제 U0126도 발생 시기에 따라 특이 으로 작용했다. 
한, 실험으로부터 얻어진 유생들은 매우 유사한 표 형을 나

타냈다(Fig. 1). 멍게에서 FGF9/16/20은 신경유도세포에

서 합자 특이 으로 발 하는데 비하여(Imai et al., 2002; 
Kumano et al., 2006), FGF 수용체의 mRNA는 배아 체에

서 모계 발 이 찰된다(Shimauchi et al., 2001; Davidison 
et al., 2006). 한, 척추동물에는 4개의 FGF 수용체가 존재

하는데 비하여 멍게와 유령멍게(Ciona intestinalis)에서는 

FGF 수용체가 한 종류만 존재하는 것으로 추정된다. 따라서 

SU5402 처리는 FGF 신호에 의하여 활성화되는 모든 신호

달 과정을 간에서 억제할 것이다. SU5402  U0126의 

특이성은 이 의 연구에서 입증되었다(Kim & Nishida, 2001; 
Hudson et al., 2003). 즉, 특정한 발생 단계에서 이들을 배아

에 처리할 수 있어 FGF 신호 달 과정이 기능하는 시기를 

정확하게 조사하는데 유용한 약물이다.
FGF 수용체 활성은 16세포기부터 낭배기 이 까지 작용

하는 것으로 수압수용체세포 형성을 충분하게 유도했다(Fig. 
2). 그러나, MEK 신호는 이보다 약 3시간 후인 신경 기 직

까지 요구되었다. 이와 유사한 상은 안 과 평형기 색소

세포 형성에서도 찰되었다(Kim, 2003). 색소세포 형성에 

있어서 FGF 수용체 활성은 16세포기부터 기 낭배기까지 

요구되지만, MEK 활성은 8세포기부터 기 미충형 유생기

까지 필수 이다. 이러한 결과는 다음과 같은 가능성을 시사

한다. 첫째로, FGF 수용체에 의하여 활성화된 MEK/Erk 신
호 달 과정이 신경 기까지 활성화 상태를 유지하며 수압

수용체세포 형성을 조 하는 것이다. 다음으로 FGF 이외의 

다른 신호 달 과정에 의한 MEK 활성화가 수압수용체세포 

형성에 여하는 것이다. 다만, 재까지 멍게에서 MEK 활성

을 조 하는 FGF 이외의 신호( 를 들어 다른 RTK, receptor 
tyrosine kinase 신호 분자)에 하여 보고된 것이 없다.

색소세포에 비하여 수압수용체세포 형성에서 FGF 신호

달 과정이 필요한 시기가 상 으로 짧았다(Kim, 2003; 
present study). 즉, FGF 수용체 활성은 1～2시간, MEK 활
성은 약 5시간 정도 짧게 요구되었다. 이는 색소세포가 수압
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수용체세포에 비하여 멜라닌 분화 등을 포함하여 발생 과정

에서 FGF 신호 달 과정을 더 오래 동안 요구하기 때문으로 

추정된다. 색소세포 형성에서 BMP-chordin 길항작용은 미

충형 유생기에 작용하여 안 과 평형기의 운명을 결정한다

(Darras & Nishida, 2001). 앞으로 FGF와 BMP-chordin 등
의 신호 달 과정이 수압수용체세포 형성에 어떻게 상호 

련되는지 흥미 있는 연구주제로 사료된다.
이  연구에서 유령멍게 유생의 뇌포에 수압을 감지하는 

세포로 추정되는 감각신경세포(수압수용체)가 존재한다고 보

고되었다(Eakin & Kuda, 1971; Nicol & Meinertzhagen, 
1991). 멍게에서도 유사한 형태의 세포를 발견하여 수압수

용체세포로 명명하 다(Darras & Nishida, 2001; Kim et 
al., 2006). 유령멍게에서 이 세포를 다른 연구자는 제2의 

수용체로 추정된다고 보고했다(Dilly, 1969). 한, 형태 으

로 볼 때 어류의 시상하부 부분에 존재하는 주머니

(saccus vasculosus)의 소 세포(coronet cell)와 유사하다는 

보고도 있다(Katz, 1983; Moret et al., 2005). 어류의 소 세

포는 구형의 섬모성 돌기를 뇌실 공동으로 내 고 있으며, 많
은 막성 들을 돌기 내에 포함한다(Jansen & Flight, 1969). 
재, 멍게의 수압수용체세포 기능은 물론 어류의 주머

니와 소 세포 기능도 밝 지지 않았다. 형태 인 유사성과 

함께 어류의 소 세포와 멍게의 수압수용체세포에서 각각 시

상하부 특이 인 glial fibrillary acidic protein과 dopamine 
등의 발 이 검출되는 것에서 이들은 상동기 일 가능성이 

있다(Moret et al., 2005; Sueiro et al., 2007). 앞으로 멍게류

에서 수압수용체세포 기능 조사와 함께 수압수용체세포가 

어류를 포함하여 척추동물의 진화에서 어떠한 기 으로 

환되었는지 흥미 있는 연구주제로 사료된다.
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