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1서   론

  생리적인 조건하에서 모든 생명체는 다양한 스트레스

에 반응하여 항상성을 유지하기 위한 방어 기전을 나타

내는데, 가장 대표적인 것 중 하나가 자극의 노출 시에 

일어나는 열 충격 반응이다. 세포에 따라 열 충격에 대
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한 반응의 차이를 보이게 되는데 일반적으로 세포가 열 

충격을 받게 되면 대부분의 유전자 발현은 억제되지만 

몇몇 유전자의 발현은 현저한 증가를 보이게 된다. 이와 

같이 증가된 단백질을 가리켜 열충격단백질 (heat shock 

protein 이하 HSP)이라고 한다. 

  HSP은 배아 발생 동안에 최초로 생산되는 일차 단백

질 중의 하나로 이들이 배아의 발생에 있어서 착상 전, 

후의 모든 과정과 배아의 성장과 유지에 매우 중요한 역

할을 한다고 알려져 있다.1 따라서 본 연구는 자연유산 
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Objective: The aim of this study was to investigate the relationship between the early pregnancy loss and the 

expression of heat shock protein 90 (HSP 90), 60 (HSP 60) and 27 (HSP 27), using the trophoblast of missed abortion 

and normal pregnancy.

Methods: The trophoblast samples from 5 to 8 weeks gestation were prepared with aged-matched to both elective 

abortion and missed abortion. The expression of HSP 90, HSP 60 and HSP 27 in trophoblast from 35 cases with 

missed abortion and 52 cases with elective abortion were measured by the assay of western blots. The difference of 

HSPs’ expression between the trophoblast with missed abortion and that with elective abortion were evaluated. 

Results: In HSP 90, both the trophoblast in missed abortion and elective abortion was identified 90 kd bands 

however the intensity of HSP was not different between two groups (p=0.93). There was no difference in HSP 60 bands 

of the trophoblast between missed abortion and normal trophoblast (p=0.92). In HSP 27, the trophoblast in missed 

abortion showed stronger intensity of the bands than those in elective abortion (p=0.035).

Conclusion: The trophoblast in missed abortion might be induced more HSP 27 expression than those in elective 

abortion, and it will suggest cellular response to the various stress which will be occurred an early pregnancy failure.
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및 정상임신의 태반영양세포에서 나타나는 분자생물학

적 변화에 대하여 HSP 90, HSP 60 및 HSP 27의 발현을 

관찰함으로써 차이점을 확인하고 유산의 원인을 이해하

고자 하였다.

연구 대상 및 방법

1. Tissue collection 

  본원에서 실시되었던 임신 5-8주의 계류유산 태반영

양세포 조직 35예를 이용하였으며 이에 대한 대조군으

로는 개인병원에서 인공임신중절로 얻은 52예의 정상임

신 태반영양세포 조직을 이용하였다. 환자에게 실험의 

목적에 대해 설명하였고 동의를 얻었으며 본원 임상시

험위원회의 심의를 통과하였다. 각각의 조직은 주수에 

맞추어 비교하였다 (Table 1).

Table 1. The trophoblast samples with aged-matched to 

both elective abortion and missed abortion

GA (wks)        Missed abortion       Elective abortion

                     (n=35)                (n=52)

5  3 16

6 15 21

7  7  8

8 10  7

GA: gestational age

2. 단백질의 추출 (Protein extraction) 

  계류유산 및 인공임신중절을 통해 얻은 조직으로부터 

나온 태반영양세포는 phosphate-buffered saline (PBS)으로 

씻어 이를 잘게 자른 후 400 µl의 단백질 용해 용액 

(proprep, inton biotechnology, Suwon, Korea)을 넣고 조직

분쇄기 (Tissue Tearor homogenizer; Biospec product, Inc, 

Bartlesville, USA)를 사용하여 마쇄하였다. 이를 30분간 

영하 20℃에서 배양한 후 5분간 4℃에서 13,000 rpm으로 

원심분리 (Micro-17R plus, Micro high speed centrifuge, 

Hanil, Suwon, Korea)하여 상청액 (supernatants)을 영하 20 

℃에서 보관하였다.

3. Western blot analysis 

  5마이크로 그램의 단백질을 전기영동에 의하여 

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel 

electrophoresis)로부터 PVDF (polyvinylidene fluoride, Roche, 

Mannheim, Germany) membrane으로 옮겨 이를 상온의 

blocking buffer (20 mmol/L Tris hydroxide, pH 7.4; 137 

mmol/L NaCl; 1% Tween 20; and 5% non-fat milk)에서 배

양하였다. HSP 90과 HSP 60은 1차 항체 (HSP 90 & HSP 

60, rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz Biotechnology, CA)를 

1:1,000으로 희석하여 4℃에서 16시간 동안 배양하였고, 

HSP 27은 1차 항체 (HSP 27, goat polyclonal IgG, Santa 

Cruz Biotechnology, CA)를 1:200으로 희석하여 4℃에서 16

시간 동안 배양하였다. 2차 항체 (ECLTM Anti-rabbit IgG, 

Horseradish peroxidase linked whole antibody, Amersham, 

Buckinghamshire, England; bovine anti-goat IgG-HRP, Santa 

Cruz Biotechnology, CA)를 1:1,000으로 희석하여 상온에서 

1시간 동안 배양하였고, western detection solution (WEST- 

ZOL
TM
 plus, Intron biotechnology, Suwon, Korea)을 이용하

여 X-ray film (Fuji medical X-ray film, FUJI Photo Film co., 

LTD., Tokyo, Japan)에 감광시켜 현상하였다. 

4. Imminohistochemisrty

  계류유산 및 인공임신중절을 통해 얻은 조직으로부터 

나온 태반영양세포를 phosphate-buffered saline (PBS)으로 

세척하고 slide에 문질러 얇게 부착시켜 건조시킨 후 

90% 에탄올로 고정하였다. 3차 증류수와 PBS를 이용하

여 수세한 후 peroxidase blocking solution (LSAB 2Ⓡ System 

HRP (Ready-to-Use AEC), Dako cytomatin, CA)으로 10분간 

blocking을 수행하였고 1차 항체 (HSP27, goat polyclonal 

IgG, Santa Cruz Biotechnology, CA)를 1:100으로 희석하여 

16시간 동안 반응시켰다. PBS로 수세하였고 2차 항체

(bovine anti-goat IgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology, CA)를 
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1:1,000으로 희석하여 한 시간 반응시켰다. PBS 수세 후 

streptavidin-HRP solution (LSAB 2
Ⓡ
 System HRP (Ready-to- 

Use AEC), Dako cytomatin, CA)으로 10분간 반응시켰고, 

substrate-chromogen solution (LSAB 2
Ⓡ
 System HRP (Ready- 

to-Use AEC), Dako cytomatin, CA)을 넣고 현미경으로 색 

변화를 관찰하면서 10분간 염색하였다. 3차 증류수로 수

세한 후 hematoxylin (Mayer’s Hematoxylin Solution, Sigma- 

Aldrich, Inc. St. Louis, USA)으로 핵 염색을 하였으며, 3차 

증류수로 수세하여 mount (Faramount Aqueous Mounting 

Medium, Dako cytomatin, CA)를 실시하였다.

5. Interpretation & Statistical analyses 

  Western blots assay를 이용하여 추출한 태반영양세포에

서의 단백질의 정량은 각 주수별로 모든 단백질 내에 존

재하는 actin으로 확인하였으며 계류유산 조직과 정상임

신 조직에서 나타나는 단백질 발현의 차이는 영상판독

기 (Image writer. VILBER LOURMAT, Bio-1D type, Vallee- 

cedex, France)을 이용하여 정량화하여 비교하였다. Stat 

View II (Abacus concepts. Inc. Berkeley, CA)을 이용하여 통

계 처리하였고 p-value 0.05 이하를 통계적으로 유의한 것

으로 간주하였다.

결   과

1. HSP 90

  스테로이드 호르몬 합성에 관여하는 것으로 알려진 

HSP 90의 발현은 5-8주의 계류유산 및 인공임신중절을 

통해 얻은 조직으로부터 나온 태반영양세포에서 모두 

관찰되었으며 두 조직 사이에 발현의 세기에 차이를 나

타내지 않았다 (p=0.93) (Fig 1). 

2. HSP 60

  단백질 구조의 안정에 관여하며 면역학적으로 자가항

체를 구성하는 것으로 알려진 HSP 60은 실험한 모든 5-8

주의 계류유산과 인공임신중절을 통해 얻은 조직으로부

터 나온 태반영양세포에서 모두 관찰되었으며 두 조직 

사이에 발현의 차이를 나타내지 않았다 (p=0.92) (Fig. 2).

p=0.93

Fig. 1. HSP 90 in trophoblast between missed abortion and 

normal pregnancy by Western blot.

p=0.92

Fig. 2. HSP 60 in trophoblast between missed abortion and 

normal pregnancy by Western blot.

3. HSP 27

  태반의 영양세포에서 잘 발현되는 HSP 27은 실험한 
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모든 주수의 계류유산과 인공임신중절을 통해 얻은 조

직으로부터 나온 태반영양세포에서 모두 관찰되었으며 

유산조직에서 정상조직보다 모든 임신 주수에서 더 강

하게 발현되었다 (p=0.035) (Fig. 3). 또한 유산조직과 정

상융모조직에서의 HSP27의 발현차이를 immunohisto-

chemical staining을 통해 확인할 수 있었다 (Fig. 4, 5).

p=0.032

Fig. 3A. HSP 27 in trophoblast between missed abortion and 

normal pregnancy by Western blot.

Fig. 3B. Expression of actin (as control) by Western blot 

analysis.

Fig. 4. HSP 27 in trophoblast of normal pregnancy (×400).

Fig. 5. HSP 27 in trophoblast of missed abortion (×400).

고   찰

  1962년 Ritossa는 fruit fly (Drosophila melanogaster)의 

salivary gland chromosome에서 열을 가하였을 때 부풀어오

르는 (puffing) 특징적인 양상을 최초로 관찰하였고,2 1974

년 Tissier는 이런 gene product를 ‘heat shock protein’으로 

명명하였다.3

  HSP은 세포내 여러 polypeptide와 상호작용을 통해서 

변성이나 잘못되는 조합을 방지함으로써 모든 살아있

는 세포에 있어서 세포방어기전을 유지하게 하고 불량

한 환경에서 세포의 생존을 가능하게 하는 ‘molecular 

chaperon’ 기능으로 알려지게 되었다.4 HSP는 모든 세포

A

B
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내에 존재하여 세포가 정상적인 기능을 발휘하도록 도

와주는 기능과 HSP 발현으로 면역반응을 초래하여 세포

사를 유도하는 양면성을 가지고 있으며, 또한 스트레스

에 대하여 먼저 전처치를 하였을 때 내성을 나타내어 세

포를 보호해 주는 ‘stress tolerance’ 기능을 나타내기도 한

다. 

  따라서 이런 HSP의 세포생존 기전에 관련된 많은 흥

미로운 사실들은 면역학, 생식의학, 종양학 및 감염증 

등 여러 의학 분야에서 관심이 증가하면서 질병의 발생

기전과 연관성, 진단에 이용할 수 있는 표식자로서의 유

용성, 또는 약물로 HSP의 발현을 조절하여서 새로운 치

료법의 개발 등 다양한 분야에서 연구와 응용이 이루어

지고 있다.5 

  HSP은 각각의 기능성보다는 분자량에 따라서 분류하

는데, 잘 알려진 HSP families로 27, 60, 70, 90 kDa 등이 

있다. HSP 90은 스테로이드 호르몬과 결합하는 수용체

의 비활성화 형태 (inactive forms)를 안정시키는데 관여한

다. 즉 호르몬 수용체 8S/9S와 결합한 HSP 90은 핵내로 

이동하여서, 4S 상태로 되며, DNA의 specific gene site에 

위치하여 호르몬과 결합하게 되면 HSP 90은 분리되고, 

스테로이드 호르몬은 정상적인 고유의 작용을 나타내게 

된다.6 HSP 70은 HSP families 중에서 가장 많이 알려진 

대표적인 것으로 세포질과 핵에 고루 분포한다. HSP 70

은 DNA strand의 파괴를 방지하여 미토콘드리아의 구조

와 기능을 보호하여 궁극적으로 apoptosis를 억제한다.7,8 

또한 HSP 60은 주로 미토콘드리아 내에 존 intermem-

branous space로 미토콘드리아 전구체를 내보내거나 스테

로이드 수용체를 핵내로 이동하는데 관여한다.9 특히 모

든 성숙, 미성숙 세포에서 다 발현되어 단백질의 수송, 

folding 및 조합에 관여하는 대표적인 molecular chaperons

으로 알려져 있다. 한편 단백질 구조는 사람과 박테리아

에서 50% 이상의 sequence homology를 보이기 때문에, 

HSP 60이 발현되는 곳에서의 면역 반응은 자가면역 현

상과 연결시킬 수 있다.10,11 HSP 27은 small HSP이라고도 

하며, decidual cell의 세포질이나, syncytiotrophoblast의 핵

에 존재하며 에스트로겐 수용체와 상호작용을 하는 에

스트로겐 조절 단백질로써 에스트로겐의 작용에 영향을 

주는 것으로 알려져 있다.12-14

  임신과정에서 태반과 탈락막은 모체와 태아가 만나는 

곳으로 왕성한 스테로이드 호르몬 합성과 높은 metabolic 

activity가 일어나기 때문에 이들 조직에서 HSP 발현 역

시 활발할 것으로 생각된다.15 임신중 태반과 탈락막에

서 나타나는 HSP에 대한 초기 연구로 장기간의 프로게

스테론 자극으로 인한 자궁내막의 탈락막 현상에서 

HSP 27의 발현이 함께 나타나는 것을 In vitro에서 발견

하였으며, 탈락막에서 발현되는 HSP과 조기진통의 상

관관계에 관한 연구에서는 그 관련성을 발견할 수 없다

고 하였다.16 태반에서는 HSP 90, 70 및 60이 임신 제 3

분기에 발현되는 것을 관찰하였고, 이들의 발현 정도를 

Immunohistochemistry로 측정하였을 때 비교적 일정하게 

유지되었고, 또한 진통시에도 변화를 나타내지 않는다

고 하였다.17 그밖에 분만방법, 임신주수, Apgar 점수, 

제대 pH 및 태아예후와 태반내 HSP의 분포 수준 및 

발현의 정도와는 상관관계를 보이지 않았다고 하였

다.18 임신 제 1, 제 2, 제 3분기에서 탈락막과 태반에서 

발현되는 HSP 90, 70, 60, 27의 분포 및 발현수준을 

Immunohistochemistry를 이용하여 확인한 결과 HSP 90, 

70, 60 및 27은 decidual stromal cell에서 각 분기에 걸쳐 

모두 확인되었고, 염색되는 intensity가 HSP 60, 27에서는 

모든 임신기간동안 일정하게 유지되는 반면에 HSP 90, 

70은 임신주수가 진행될수록 intensity가 감소되는 양상

을 나타내었다. HSP 90, 60은 핵내에서 주로 관찰되었고, 

HSP 70은 핵과 세포질에서 모두 관찰되었으며, HSP 27

은 주로 세포질내에서 관찰되었다. 태반에서는 HSP 90, 

70, 60은 cytotrophoblast, syncytiotrophoblast, intermediate 

trophoblast, Hofbauer cell 및 endothelial cell에서 관찰되었

다. 마찬가지로 HSP 90, 60은 핵내에서 주로 관찰되었

고 HSP 70은 핵과 세포질에서 모두 관찰되었으나, HSP 

27은 태반에서는 intermediate trophoblast와 syncytiotro-

phoblast cells에서만 관찰되었으며, 관찰되는 시기도 임신 

제 1, 제 2분기로만 국한되었다.19

  본 연구에서는 이처럼 HSP 90, 60, 27의 발현의 특징

을 알아보고자 하였으며, 그 결과 계류유산 조직과 정상

임신 조직에서 모든 HSP가 발현되었고 특히 HSP 27은 
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유산 조직에서 정상조직보다 더 강하게 발현됨을 확인

할 수 있었다. 이는 영양세포에서 임신기간에 따라서 차

이를 보이는 HSP 27이 초기임신에서 보일 수 있는 다양

한 스트레스에 대한 반응을 표현한 것으로 생각되며 계

류유산에서 스트레스에 대한 보호작용으로 HSP 27이 정

상조직보다 더 강하게 발현되었다고 사료되며, 이러한 

현상은 초기 유산에 관여하는 많은 요인들이 세포에 많

은 스트레스로 작용함을 추측 할 수 있었다. 그러나 구

체적인 HSP 27를 비롯한 다양한 단백질의 기능 및 그 

분자생물학적인 반응기전에 대해서는 앞으로 계속적인 

연구가 필요하리라 사료된다.
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｢국문초록｣
목적: 임신초기의 착상과 배아발달에는 다양한 면역학적 변화가 나타나며 HSP는 이러한 과정에서 발현되는 것으

로 알려져 있다. 본 연구는 계류유산 및 정상임신의 태반영양세포에서 나타나는 분자생물학적 변화에 대하여 HSP 90, 
HSP 60 및 HSP 27의 발현을 관찰함으로써 차이점을 확인하고 유산의 원인을 이해하고자 하였다.

연구 방법: 35예의 임신 5-8주의 계류유산 태반영양세포의 조직과 대조군으로 52예의 인공임신중절을 통해 얻은 

태반영양세포조직을 이용하였다. 환자에게 실험의 목적에 대해 설명하였고 동의를 얻었으며 임상시험위원회의 심의

를 통하였다. Western blots assay를 이용하여 추출한 태반영양세포에서의 HSP 90, HSP 60 및 HSP 27의 발현을 확인하

였고 계류유산조직과 정상임신조직에서 나타나는 단백질 발현의 차이를 영상판독기를 이용하여 정량화하여 비교하였

다. 
결과: HSP 90, HSP 60 및 HSP 27은 계류유산조직과 정상임신조직에서 모두 발현되는 것을 관찰할 수 있었다. 스테

로이드호르몬 합성에 관여하는 것으로 알려진 HSP 90은 두 조직 사이에서 발현의 차이를 나타내지 않았다 (p=0.93). 
단백질 구조의 안정에 관여하며 면역학적으로 자가항체를 구성하는 것으로 알려진 HSP 60도 두 조직 사이에서 발현

의 차이를 발견할 수 없었다 (p=0.92). 그러나 태반의 영양세포에서 잘 발현되는 HSP 27은 유산조직에서 정상조직보다 

모든 임신주수에서 더 강한 발현을 나타내었다 (p=0.035). 
결론: 초기유산에 관여하는 많은 요인들로 인하여 세포에 많은 스트레스의 작용이 관여함을 확인할 수 있었으며, 

구체적인 HSP 27를 비롯한 분자생물학적인 반응기전에 대해서는 앞으로 계속적인 연구가 필요하리라 사료된다.

중심단어 : 열충격 단백질, 태반영양세포, 계류유산


