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Objective: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) facilitates mammalian embryonic development and implantation. 
However, its biological function after implantation is not elucidated. The aim of this study is to assess the changes of gene expression 
by GM-CSF in human trophoblast obtained in early pregnancy.

Methods: Human trophoblast obtained in early pregnancy was cultured with or without GM-CSF. The difference of gene expression was eval-
uated with microarray and selected genes were reevaluated with real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

Results: Microarray analysis revealed that the expressions of 468 genes were increased while those of 40 genes were decreased by GM-CSF. 
These genes were evaluated according to the known biologic pathways. The regulation of actin cytoskeleton and focal adhesion pathways 
were mostly influenced by GM-CSF. Annexin A2, thymosin-like 3, vimentin, myogenin, ACK1, and tensin1 genes were selected for re-
al-time RT-PCR. The increased expressions of of vimentin and ACK1, and decreased expressions of tensin1 were confirmed by real-time 
RT-PCR.

Conclusion: GM-CSF activates focal adhesion pathway in human trophoblast by increasing the expression of vimentin and ACK1, and de-
creasing the expression of tensin1. 
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착상은 포배의 영양막 세포가 자궁내막의 상피세포층을 침윤하는 과정을 시작으로 하여 basal lamina를 통과한 

후 탈락막(decidua)의 기질에 embedding하는 과정으로 

진행된다. 태반형성에서는 영양막세포가 만든 융모 내부에 

태아의 혈관이 생성되고 동시에 모체 쪽에서 자궁과 탈락

막에 분포하는 혈관의 형태가 변하여 모체-태아 순환

(maternal-fetal circulation)을 형성한다. 이러한 복잡한 
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과정이 완성되기 위해서는 모체와 태아 양쪽에서 세포의 

침윤, 신혈관 생성 등에 관여하는 여러 가지 물질들이 공

간과 시간적으로 적절하게 조절되어야 한다. 영양막 세포

는 배아에서 유래한 세포로서 착상과 태반형성의 주체가 

되는 세포이다. 착상과 태반형성에서 모체 쪽의 자궁과 태

아 쪽의 영양막세포가 상호 신호전달을 원활히 하는 과정

은 필수적이라고 할 수 있다.1 이러한 상호 신호전달에는 

성호르몬, 싸이토카인, 유착물질(adhesion molecule) 등 

매우 많은 물질이 포함된다.2 그러나 현재까지 사람 배아

의 착상의 과정에서 이러한 물질이 어떤 과정을 통하여 분

비되고 작용하는지는 거의 알려져 있지 않다. 

포유동물의 배아의 발생과 임신 그리고 출산 과정에 과

립구 대식세포 증식인자(granulocyte-macrophage colony- 

stimulating factor, GM-CSF)가 중요한 역할을 한다는 

사실은 1990년대부터 알려지기 시작했다.3 그러나 대부분

의 연구는 배아를 대상으로 이루어진 것이며 착상 이후와 

태반형성에서 GM-CSF의 작용은 알려진 바가 거의 없다. 

현재까지 발표된 착상 이후의 GM-CSF에 관한 연구 결과

는 임신 일분기와 만삭 태반의 영양막세포에서 GM-CSF

의 mRNA와 단백질이 존재한다는 사실과,4 모체의 탈락막 

세포에서도 GM-CSF의 mRNA가 존재한다는 것이다.5 또 

GM-CSF의 수용체도 사람의 영양막세포에 존재한다는 것

이 확인되었다.6 사람에서 착상 이후의 GM-CSF의 역할에 

관한 연구는 syncytiotrophoblast의 형성과 hCG, hPL의 

분비를 증가시킨다는 것 외에는 발표된 바가 없다.7

근래의 연구들에서 GM-CSF가 사람 포배의 착상과정에

서 영양막세포의 침윤성을 증가시키고 또 생쥐의 배아에서 

영양막세포의 침윤에 중요한 작용을 하는 interleukin 

(IL)-1과 matrix metalloproteinase (MMP)-2를 증가시

킨다는 사실이 보고되었다.8,9 

본 연구에서는 영양막세포의 침윤성을 증가시키는 

GM-CSF의 작용이 임신 초기의 영양막 세포에서도 지속

되는지를 확인하고자 하였다. 이를 위해 임신 초기 영양막 

세포를 분리, 배양하면서 GM-CSF를 첨가하여 그 영향을 

microarray 방법을 이용하여 분석하였다. 이를 통해 영양

막세포에서 GM-CSF에 의해 발현이 조절되는 유전자들을 

선별하고, 이를 바탕으로 actin cytoskeleton의 조절에 관

여하는 유전자 2 개(annexinA2, myogenin) 및 focal ad-

hesion에 관여하는 유전자 4개(thymosin like 3, vi-

mentin, ACK1, tensin1)의 mRNA 발현량을 정량적으로 

분석함으로써 GM-CSF가 착상과 태반형성에 미치는 영향

을 규명하고자 하였다. 임신 초기 착상과 태반형성과정에

서 GM-CSF의 역할이 규명된다면 자연유산이나 태반의 

침투와 관련이 있다고 알려진 임신성고혈압 등의 질환 연

구에도 중요한 기초자료가 될 수 있을 것이다. 

연구 대상 및 방법

1. 영양막세포의 획득과 배양

본인의 질병에 의한 의학적 이유로 임신을 유지하기 곤

란하여 치료적 임신중절술을 시행 받은 6명의 여성에서 영

양막세포를 획득하였다. 여성의 연령은 26~34세 사이였

으며 임신주수는 5~6주 사이였다. 계류유산 등의 비정상 

임신의 경우는 없었다. 시료 획득은 환자에게 연구목적만

으로 사용됨을 설명하고 동의서를 받은 후 이루어졌다. 본 

연구는 을지병원 유전자 연구윤리위원회의 승인하에 이루

어졌다(승인번호 G10-01).

채취된 유산물 조직은 Hank’s buffered salt solution

으로 세척한 후 육안적으로 태반조직과 탈락막을 분리한 

후 태반조직을 가위로 3~4곳을 잘라내었다. 잘라낸 조직

을 Bio-AMF-2 배양액으로 다시 세척한 후 현미경하에서 

영양막세포를 확인하였다. 조직을 forceps와 가위로 잘게 

자른 후 4 mL의 Bio-AMF-2에 담아 37oC 5% CO2에서 배

양하였다. 72시간 후 배양액의 1/2을 교체하면서 위상차 

현미경(phase contrast microscope)으로 flask의 바닥에 

colony가 부착, 형성되었는지를 확인하였다. 배양 8~10일 

후 바닥 면적의 1/2 이상에서 colony가 형성되면 serum 

free Bio-AMF-2으로 교체하면서 대조군과 GM-CSF 2 

ng/ mL로 처리한 두 군으로 나누어 24시간 동안 추가 배

양하였다.

2. Total RNA 추출 및 RNA 적정성 분석

전체 RNA의 추출은 guanidium thiocyanate phenol 

chloroform 추출 방법을 적용하였다. 상기 방법을 적용하

여 제작된 Trizol (4 M guanidinium thiocyanate, 25 

mM sodium citrate, 0.5% (wt/vol) N-laurosylsarco-
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Table 1. Primers for real-time RT-PCR

Gene name Oligo ID or primer & probe GenBank accession no.
Glyceraldehyde-3-phosphatase dehydrogenase 
(GAPDH) Hs99999905_m1

Annexin A2 (ANXA2) Hs01561520_m1 NM_001002858.2
Tensin1 (TNS1) Hs00917032_m1 NM_022648.4
Vimentin (VIM) Hs00958112_g1 NM_003380.2
Myogenin (myogenic factor 4) (MYOG) Hs01072232_m1 NM_002479.4
Protein tyrosine phosphatase, non-receptor 
type 2 (PTPN2) Hs00747429_mH NM_002828.2

Thymosin-like 3 (TMSL3) Forward:
5’-AGATGCAAAGAGGTTGGATCAAGTT-3’

Reverse:
5’-GCCTTCGTTGTCAGTAGTTCTTTGA-3’
Probe FAM: FAM-CTGTGCTGCCCCTTTC

NM_183049.2

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction. 

sine, 0.1 M 2-mercaptoethanol) 1 mL로 세척한 세포를 

분쇄하여 상온에서 5분간 방치하였다. 200 mL chloro-

form을 첨가하여 15초간 섞고 4oC에서 14,000 rpm으로 

30분간 원심분리를 하였다. Glycogen을 첨가하여 혼합하

고 isopropyl alcohol을 동량으로 첨가한 뒤 4oC에서 

14,000 rpm으로 원심분리하여 RNA 침전물을 얻고 이를 

75% ethanol로 세척하였다. RNA 침전물은 공기 중에 건

조시킨 후 증류수에 용해하고 -70oC에서 보관하였다.

추출된 total RNA 1 μg을 agarose gel에 전기영동 후 

Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA)를 이용하여 RNA density를 측정하였다. 결과는 28S 

ribosomal RNA와 18S ribosomal RNA의 peak를 가지는 

그래프에서 28S/18S의 비율을 측정하여 표시하였다.

3. Microarray 분석

정제된 RNA 11 μL를 T7 Oligo (dT) primer 1 mL와 혼

합하고 70oC에서 10분 동안 반응시켰으며 얼음 위에서 식

힌 뒤 reverse transcription master mix 8 μL을 첨가하

였다. 위의 혼합물을 42oC에서 반응시킨 후 얼음위에서 식

혔다. Second strand cDNA 합성을 위해 T7 Oligo (dA) 

primer가 포함된 second strand synthesis master mix 

80 μL을 첨가하여 혼합한 후 16oC에서 반응시킨 뒤 DNA 

elution buffer를 첨가해서 DNA purification column을 

통해 정제한 뒤 double strand cDNA를 얻었다.

대조군 cDNA는 Cy3 dye (붉은색)로, GM-CSF 처리군

은 Cy5 dye (녹색)로 표지한 후 spin column을 이용하여 

정제 후 ethanol로 침전시켰다. Human 44K twin oligo 

chip (Agilent)에 표지된 cRNA probe를 혼합하여 60oC에

서 16시간 동안 hybridization시키고 세척하여 원심분리

기를 이용하여 건조시켰다. 건조된 chip은 GenePix 4000B 

(Axon Instruments, Downingtown, PA, USA) 기기를 

이용하여 Cy3와 Cy5의 fluorescent image를 각각 sca-

nning하였다. 이어 GenePix Pro 3.0 software (Axon 

Instruments)를 이용하여 측정된 fluorescence intensity

부터 각각의 이미지를 합성하고 분석하고 국소 가중 산점

도 평화법(locally weighted scatterplot smoothing, 

LOWESS)을 이용하여 형광신호의 강도에 Intensity/loca-

tion-dependent normalization 방법에 의한 표준화 과정

을 거쳐,10 Cy3 signal 강도와 Cy5 signal 강도의 차이를 

log ratio로 전환하여 확인하였다.

4. Real-time reverse transcription-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) 분석

RNA 시료를 Superscript RT-PCR kit (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 cDNA로 역전사하였다. 

역전사반응을 위하여 600 ng RNA 시료를 12 μL의 반응용

액(1 mM Random Hexamer, Invitrogen)에 첨가하여 

65oC에서 5분간 반응한 후, 얼음에 옮겨서 냉각하였다. 냉
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Fig. 1. Diagram showing 28S and 18S peaks of each RNA 
sample. The ratio of 28S (left peak) and 18S (right peak) was 
calculated. 

Table 2. Evaluation of mRNA quality by rRNA ratio in 6 
matched samples

No. Sample rRNA ratio
(28S/18S ribosomal)

 1 C0 1.3
 2 C1 1.2
 3 D0 0.4
 4 D1 0.6
 5 E0 1.9
 6 E1 1.8
 7 F0 1.0
 8 F1 1.8
 9 G0 1.9
10 G1 1.3
11 H0 1.8
12 H1 1.7

각한 상태에서 8 μL RT-PCR mastermix (final concen-

trations/amounts: 0.5 mM each dNTP, 1×RT Buffer, 

10 units RNase inhibitor, 4 units superscript reverse 

transcriptase)를 첨가한 후 37oC에서 60분간 반응시켰다. 

이후에 95oC 5분간 반응하여 잔여반응물을 불활성화하여 

cDNA를 제조하였다.

6가지 유전자에 대한 Taqman PCR을 SLAN (LG Lif-

escience, Seoul, Korea)을 사용하여 실행하였다. PCR 반

응용액은 express qPCR supermix (Invitrogen)를 사용하

였고, primer와 probe (Table 1)는 Taqman gene expre-

ssion assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA)를 이용하여 최종농도 200 nM로 하여 반응하였다. 

PCR 증폭은 50oC에서 2분, 95oC 10분 반응 1회 후, 95oC

에서 15초 반응 후 60oC에서 1분 반응하며 형광량 측정을 

수행하였고 이 과정을 40회 반복하여 수행하였다. Ct 값은 

표준 RNA 시료(Invitrogen)를 이용하여 standard curve

를 제작하여 상대값으로 환산하여 표시하였다.

5. 통계 처리

대조군과 GM-CSF 처리군 간의 유전자 발현량 비교는 

비모수통계인 Mann Whitney U test를 적용하였으며 P값

이 0.05 이하일 경우에 통계학적으로 의미 있다고 정의하

였다.

결   과

1. RNA 시료의 적정성 확인

시료에서 추출한 RNA의 적정성을 분석한 결과 전체 6

개의 시료 중 E, G, H로 표시된 3개의 시료는 ribosomal 

RNA의 density 비율을 나타내는 rRNA ratio (28S/18S)

가 2.0에 근접하여 분석에 적절한 시료라고 평가되었다

(Table 2, Fig. 1). 이후에 진행된 microarray와 real-time 

RT-PCR은 이 세 개의 시료만으로 진행하였다. 

2. Microarray 

전체적으로 44,000개의 유전자를 검색한 결과 3개의 시료 

모두에서 발현을 확인할 수 있는 유전자는 26,498개였다. 

1) 절대적 발현량의 차이

신호강도의 차이를 log ratio로 구하여 2배 이상의 차이

를 보이는 유전자들을 의의가 있는 유전자 후보군으로 하

였다. 이들 유전자군은 대조군과 비교했을 때 실험군에서 

발현이 높은 군과 발현이 낮은 군으로 구분하였다(Fig. 2). 

총 26,498개의 유전자 중 대조군에 비하여 GM-CSF 처리

군에서 2배 이상 증가한 유전자는 468개, 2배 이상 감소한 
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Table 4. Function of genes down-regulated by GM-CSF in 
human trophoblast

Function n (%)
Unknown 12 (30.0)
Chemokine activity 3 (7.5)
Metalloendopeptidase activity 2 (5.0)
Protein binding 2 (5.0)
Others 21 (52.5)
Total 40 (100.0
GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor.

Table 3. Function of genes up-regulated by GM-CSF in hu-
man trophoblast

Function n (%)
Unknown 233 (49.8)
Cell cycle
Protein synthesis
Cellular physiological process  42 (9.0)
Adhesion and cytoskeleton   7 (1.5)
Transcription  28 (6.0)
Signal transduction  12 (2.6)
Others 123 (26.3)
Total 468 (100.0)
GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor.

A B C

Fig. 2. Photoimage of microarray chip. Green dots represent genes their expression was increased by GM-SCF. Red dots represent 
genes their expression was decreased by GM-SCF. Linear plot of genes were found in sample E (A), G (B), and H (C). 
GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-stimulating factor.

유전자는 40개가 선별되었다. 선별된 유전자들을 Table 

3과 Table 4에서 기능과 특성을 고려하여 분류하였다.

2) 생물학적 pathway에 의한 분석

선별된 유전자들을 생물학적 pathway에 따라 구분하였

다. 생물학적 pathway는 Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes (KEGG)의 웹사이트(http://www.genome.jp/ 

kegg/pathway.html)에서 제공하는 143개의 pathway를 

대상으로 수행하였다. 각 생물학적 pathway에 포함된 유

전자 중 증가되거나 감소된 유전자가 많은 생물학적 path-

way는 다음과 같다.

Androgen and estrogen metabolism 

Antigen processing and presentation 

Cell adherent molecules

Cell communication

Cytokine-cytokine receptor interaction

ECM-receptor interaction

Focal adhesion 

GAP junction

Regulation of actin cytoskeleton

Ribosome

TGF-β signaling
Tight junction

이 외에도 몇 가지 악성종양(대장암, 자궁내막암, 악성

흑색종)에 관련된 생물학적 pathway에서도 유전자 발현 

양상에 변화가 있었으나, 그 경향성이 명확하지 않으며 특

정 질환에만 해당되기에 본 실험에서는 추가적인 연구를 

진행하지 않았다.
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Table 5. Selected 5 genes and their fold changes in mic-
roarray
Gene Fold change 
Annexin A2 2.85
Thymosin-like 3 2.56 
Vimentin 2.55
Myogenin (myogenic factor 4) 1.96
Tyrosine kinase, non-receptor 2 
(ACK1, TNK2) 1.69

Tensin1 0.41

Fig. 3. Quantitative analysis of gene expressions by real time 
RT-PCR in human trophoblasts after GM-CSF treatment. *P<0.05 
by Mann Whitney U test. GAPDH: glyceraldehyde-3-phospha-
tase dehydrogenase, ACK1: Cdc42-associated kinase, VIM: vim-
entin, MYOG: myogenin ANXA2: annexin A2, TMSL3: thymo-
sin-like 3, TNS1: tensin1, PTPN2: protein tyrosine phosphatase, 
non-receptor type 2, GM-CSF: granulocyte-macrophage colony- 
stimulating factor.

3) Real-time PCR을 위한 유전자 선정

절대적 발현량의 차이와 생물학적 pathway에 의한 분

석을 종합한 결과 focal adhesion pathway와 actin cyto-

skeleton pathway에 포함된 유전자들이 가장 많이 그리

고 일관되게 변화되는 것이 확인되었다. 따라서 이들 유전

자들의 발현 양상에 대한 보다 정확한 분석을 위해 정량적

인 real-time RT-PCR을 수행하였다. 이 pathway에 포

함된 유전자 중 3개의 시료에서 절대적 발현량에 일관된 

변화를 보이고 현재까지 세포의 침윤이나 이동에 관련되어 

어떤 역할을 할 가능성이 높다는 기존의 연구 결과가 발표

된 유전자 6개를 최종적으로 선택하였다. 이 중 5가지는

(annexin A2, thymosin-like 3, vimentin, myogenin 

[myogenic factor 4], tyrosine kinase, non-receptor 2) 

GM-CSF에 의해 증가된 유전자이고 tensin1은 감소된 유

전자이다(Table 5).

3. Real-time PCR

Microarray에서 증가된 것으로 나타난 유전자 5가지 중 

non-receptor tyrosine kinase 2와 vimentin은 real- 

time RT-PCR 분석에서도 유의한 증가를 나타내었고 

myogenin, annexin A2, thymosin-like 3는 유의한 차이

가 나타나지 않았다. Microarray에서 감소되었던 tensin1 

은 real-time PCR에서도 유의한 감소를 나타내었다(Fig. 

3).

고   찰

현재까지 발표된 동물 실험의 결과는 GM-CSF가 배아

의 성장 및 발달을 촉진하는 것으로 보고되었다. 생쥐의 

경우 GM-CSF는 포배(blastocyst) 발달률과 세포수를 증

가시키며,11 GM-CSF 유전자가 결여된 생쥐는 포배강의 

형성이 지연될 뿐만 아니라 내부세포 덩이(inner cell 

mass)의 감소로 인한 적은 수의 할구로 구성된 포배가 형

성되고 그 결과 태아의 크기도 작아지고 태아 사망 및 출

생 직후 사망이 증가한다.12 사람의 체외수정 후 배아의 체

외배양과정에서도 재조합 GM-CSF를 첨가한 배양액에서 

초기배아의 포배 발달률이 유의하게 증가된다.13 

그러나 이러한 결과는 국내 연구자들에 의해 다소 상이

하게 확인되었는데, 체외수정 및 배아이식술에서 배아의 

발달 속도나 배아 질의 향상은 뚜렷하지 않았지만, 임신율

의 향상은 분명하였다.14 이 현상을 설명하기 위하여 

GM-CSF가 배아의 발달 속도나 배아의 질보다는 외배엽 

세포의 침윤성을 증가시킴으로써 착상률을 증가시킨다는 

가설하에 생쥐의 배아를 대상으로 microarray와 real- 

time PCR을 통한 실험을 한 결과 GM-CSF은 배아에서 

MMP2의 발현을 증가시킴으로써 침윤성을 증가시키고 이

에 의해 임신율이 증가될 가능성이 있다는 사실을 규명하

였다.9 본 연구에서는 이전 연구의 연장선에서 포배의 침

윤성을 증가시키는 GM-CSF의 작용이 초기 임신의 영양

막세포까지 이어지는가를 확인하고자 하였다.

사람에서는 착상 이후 GM-CSF의 태반과 영양막세포에 

대한 작용이 알려진 것이 거의 없으나 동물실험에서는 착

상직후 획득한 생쥐의 영양막세포에 GM-CSF를 투여하면 

DNA 합성이 증가하며, 사람과 마찬가지로 hPL의 분비가 
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증가된다는 사실이 알려져 있다.15 또 GM-CSF null mice

의 경우는 착상 후 태반에서 labrynthine과 junctional 

zone의 형태가 파괴된다는 사실이 증명되었다.12 이상의 

결과로 미루어 생쥐에서는 GM-CSF가 태반의 형성과 발

달에 중요한 역할을 할 것이라는 추측이 가능하다. 

본 연구에서 GM-CSF에 의해 변화가 있을 것으로 생각

되는 두 개의 생물학적 pathway는 actin cytoskeleton과 

focal adhesion이었다. 이 두 가지는 서로 상호작용이 강

하여 서로 분리시켜 이해하기 힘든 측면도 있다. Actin 

cytoskeleton의 변화는 세포의 운동성에 관여하는 중요한 

요소이다. 세포가 운동성을 가질 때 monomer인 actin fila-

ment가 세포막 바로 안쪽에서 polymerization을 통해 

polarized filament로 변화한다.16 지금까지 actin poly-

merization을 증가시키는 물질로는 Ena/VASP family, 

cofilin 등이 알려져 있으며 그 외에도 암세포를 이용한 실

험에서 actin을 조절하는 물질로 알려진 것만 20가지가 넘

는다.16 세포가 이동할 때 actin polymerization은 세포막

의 바로 안쪽에서 일어나며 actin filament가 늘어나는 방

향으로 세포가 이동한다. 특히 세포막에 존재하는 Rho 

family의 G 단백이 actin polymerization을 조절하는 것

으로 생각되고 있다.16 또 세포가 이동하는 힘을 발휘하는 

기전으로는 acto-myosin contraction을 들 수 있다. Acto- 

myosin contraction을 위해서는 myosin light chain의 

인산화가 선행되어야 하며 근육의 수축에는 myosin light 

chain kinase가 그 역할을 하지만 세포의 이동에서는 cal-

cium과 무관하게 ROCK1과 ROCK2에 의해서도 myosin 

light chain의 인산화가 일어나기도 한다.16 현재까지 착상

과 태반형성 과정에서 actin filament의 조절에 관하여 몇 

개의 연구가 이루어졌으며 상호결합이 증명된 물질로는 여

러 가지 integrin, selectin, intercellular adhesion mole-

cule (ICAM), platelet-endothelial cell adhesion mole-

cule (PECAM), 그리고 몇 가지 cadherin이 알려져 있다.
17 본 연구에서는 actin cytoskeleton의 조절과 관련된 물

질 중 annexin A2와 myogenin을 GM-CSF에 의해 발현

이 증가되는지 real-time RT-PCR로 확인하였다.

Annexin A2는 annexin family에 속하는 Ca-regul-

ated membrane-bound protein이다. Annexin A2 세포

내에서 세포막의 지방과 actin filament를 연결하며 actin 

filament의 polymerization을 억제하며 ROCK에 의한 세

포수축을 촉진하고, 또 actin fiber의 localization을 변화

시켜서(dispersing) 세포 간의 분리를 유발한다고 보고가 

있다.18 

Myogenin과 MyoD는 근육발달 조절인자인 MyoD fa-

mily에 속하는 단백질로 최근의 연구에 의하면 섬유아세

포와 근육세포에서 이들 MyoD family의 발현은 actin 

cytoskeleton에 의해 조절된다고 알려져 있다. 즉, actin 

polymerization과 stabilization은 serum response factor 

(SRF)에 의한 MyoD family의 발현을 증가시킨다.19 Pho-

spholipaseD activator인 arginine vasopressin을 근육세

포에 투여하면 actin polymerization과 myogenin 발현이 

동시에 증가한다는 보고도 있다.20 본 실험에서 myogenin

을 선택한 이유도 GM-CSF가 actin polymerization을 증

가시키고 그 결과로 myogenin이 증가하며 이는 임신기간 

중에 자궁의 평활근이 상당히 증식하는 현상과 관련이 있

을 것이라는 추측에 의한 것이었다 그러나 real-time PCR 

결과 annexin A2와 myogenin의 증가는 없는 것으로 나

타났다. 

영양막세포가 침윤하기 위해서는 자궁내막의 세포외 기

질(extracellular matrix, ECM) remodelling이 필수적인

데 이 과정 중에는 focal adhesion이 반복되는 과정이 필

요하다. Focal adhesion은 integrin과 proteoglycan이 

actin cytoskeleton과 결합하여 세포 간의 결합을 이루는 

것을 말한다. 이 과정에는 GTPase, kinase, phosphatase, 

protease, lipase 등 여러 효소의 작용이 필요하지만 가장 

중요한 효소는 focal adhesion kinase (FAK)라고 할 수 

있다.21 Focal adhesion은 그 위치, 크기, 구성물질 등에 

따라 여러 가지로 구분이 가능하다. 현재까지 착상과 관련

된 focal adhesion에 대한 연구는 매우 미미하여 영양막세

포에서 FAK가 발현되며 MMP-2 및 α5 integrin과 colo-

calization된다는 정도만이 알려져 있다.22 본 연구에서는 

focal adhesion과 관련된 물질로 thymosin-like 3, 

vinentin, ACK1 및 tensin1을 대상으로 선정하였다.

Thymosin-like 3 단백질은 유전자의 위치는 다르지만 

단백질 구조는 thymosin β4와 동일하고 그 작용도 동일할 

것으로 생각되고 있다.23 Thymosin b4는 세포내에서 G 

actin의 sequestration을 일으켜 actin의 polynerization

을 억제하지만 actin monomer를 증가시킨다. 따라서 증

가된 depolymerized actin filament가 catenin-cadherin 
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complex을 감소시켜 세포의 motility를 증가시킨다고 알

려져 있다.24 그러나 real-time PCR 실험에서 thymosin- 

like 3는 변화가 없었다. 

본 연구에서 GM-CSF에 의해 가장 뚜렷한 증가를 나타

낸 cytoskeleton은 vimentin이었다. Vimentin은 중간엽 

세포에 주로 존재하고 intermediate filament를 구성하는 

가장 중요한 물질이다. Vimentin은 세포와 조직의 발생단

계에서 그 발현이 다양하게 변화하는 것으로 보아 발생에 

중요한 작용을 할 것으로 추측되는 반면, vimentin null 

mice가 매우 양호하게 생존하는 것으로 미루어 발생단계

에서 결정적 역할을 하지는 못한다는 설명도 제시되고 있

다.25 형태학적으로 vimentin의 polymer로 형성된 inter-

mediate filament는 세포 내에서 actin microtubule, 

myosin과 연결되어 있으며, 또 actin과 integrin이 결합

하는 위치에 vimentin associated matrix adhesions 

(VAM)이라는 구조를 이루고있다.26 세포 내에서 vimentin

의 발현을 감소시키면 VAM에서 integrin과 actin의 결합

이 약해지고 focal adhesion의 크기도 작아진다.27 Vi-

mentin의 발현이 증가된 경우는 ECM과의 adhesion이 증

가할 것으로 추측되지만 아직 세포 내 작용기전이 잘 알려

져 있지 않다. 그러나 소화기, 폐, 전립선 등 매우 많은 악

성 종양의 경우에 세포의 악성도와 vimentin의 발현이 양

의 상관관계를 보인다는 사실은 잘 알려져 있다.28 최근에

는 vimentin이 C-src를 조절하여 세포의 침윤성을 증가

시킬 것이라는 연구결과가 발표되었으나 직접적인 증거라

고 말하기는 어렵다.29 본 연구 결과 GM-CSF에 의해 

vimentin의 증가가 확인되었으며 그 결과 VAM에서 inte-

grin-actin의 결합이 강해지고 focal adhesion이 증가할 

것이라는 추측을 할 수 있으나 downstram에 대하여는 추

후 많은 연구가 필요하다. 

Non-receptor tyrosine kinase2는 ACK1, TNK2 등으

로도 불리며 Rho family GTPase들(Rho, Rac, Cdc42) 중 

하나인 Cdc42의 target 단백으로 분리되었다. ACK1의 단

백질 구조로 볼 때 아마도 focal adhesion kinase family 

중 non-receptor tyrosine kinase에 속한다고 생각되고 

있다.30 또 구조적으로 EGF 수용체의 downstream에 해당

하는 물질로 여겨졌으나 최근 연구 결과 ACK1은 EGF 수

용체를 유지시키고 그에 따라 focal adhesion을 활성화하

여 세포의 이동과 침윤을 증가시킨다고 보고되고 있다.31 

또 ACK1의 발현을 증가시킨 경우 ACK1과 EGF 수용체의 

결합이 증가된다는 보고도 있으며 여러 종류의 악성종양에

서 ACK1의 발현과 암세포의 전이, oncogene의 발현이 양

의 상관관계를 가지는 것으로 증명되었다.32 본 연구에서

는 GM-CSF가 ACK1의 발현을 증가시켰으며 이에 따라 

EGF 수용체와 focal adhesion의 활성화에 의해 영양막 세

포의 침윤성이 증가될 가능성이 높다고 생각된다. 그러나 

영양막세포에서 ACK1 증가 이후의 pathway에 대해서는 

추가 연구가 필요하다. 

Tensin family에는 tensin1부터 tensin4까지 4가지가 

알려져 있으며 그 발현 양상은 약간 다르지만 작용은 

tensin4를 제외한 3가지의 경우는 유사할 것으로 추측된

다. 신장암세포의 경우에 정상 세포보다 네 가지 tensin의 

발현이 모두 감소된다고 알려져 있다.33 Tensin-null 

mice는 신장에 낭종이 생기고 근육에서 미성숙 fiber가 증

가한다는 사실도 보고되고 있다.34 Tensin은 focal adhe-

sion에 존재하는 phosphoprotein으로 actin과 β integrin
의 cytoplasmic domain을 연결하는 작용을 한다. Tensin

은 focal adhesion이 발생할 경우에 위치를 이동하여 

actin과 β integrin을 연결한다. 즉, tensin이 작용하면 

adhesion이 일어나고 tensin이 떨어지면 세포와 세포외 

기질(ECM)의 결합이 감소하게 된다. 이 과정에서 tensin

의 이동은 protein phosphatase-1α에 의한 인산화에 의

해 이루어진다고 생각되고 있다.35 본 실험결과 GM-CSF

는 tensin1의 발현을 감소시켰으며 이는 영양막세포와 세

포외기질의 분리를 촉진시켜 세포의 이동성을 증가시킬 가

능성을 시사하고 있다.

결론적으로, GM-SF는 사람의 초기 임신 영양막세포에

서 focal adhesion에 관련된 유전자인 vimentin과 ACK1

의 발현을 증가시키며, 이러한 유전자의 발현 증가는 focal 

adhesion을 증가시킬 수 있을 것으로 생각된다. 그러나 

tensin1 유전자의 발현이 감소됨을 관찰하였는데 이는 

focal adhesion을 감소시킬 가능성이 있다. 이러한 상반된 

작용은 focal adhesion이 영양막세포의 침윤과정에서 활

성화와 억제가 주기적으로 적절히 조절되어야 한다는 것을 

고려한다면 모순된 결과는 아니지만 GM-CSF에 노츨된 

시기에 따라 차이가 있을 가능성이 있으므로 time-course

에 따른 실험도 필요할 것으로 생각된다. 이러한 가설들을 

증명하기 위해서는 보다 정확한 침윤과정의 조절에 대한 
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추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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= 국문초록 =

목적: 포유동물의 생식과정에서 Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)가 배아의 침윤성을 증가시킨다는 사

실은 알려졌으나 착상 이후와 태반형성에서의 작용은 알려진 바가 거의 없다. 본 연구는 GM-CSF가 임신초기 사람의 영양막

세포에서도 침윤성을 증가시키는 작용이 있는 지를 확인하는 것이 목적이다.
연구 방법: 임신초기 소파술을 통해 얻은 사람의 영양막세포를 배양한 후 GM-CSF 처리군과 대조군의 유전자 발현 차이를 

microarray를 통하여 비교하였고 차이가 있는 유전자 중 착상과 관련된 유전자의 발현을 real-time RT-PCR로 확인하였다.
결과: Microarray 결과 GM-CSF 처리군에서 2배 이상 증가한 유전자는 468개, 2배 이상 감소한 유전자는 40개였다. 이 유전자를 

생물학적 pathway에 따라 분석한 결과 actin cytoskeleton 및 focal adhesion에 관여된 유전자가 많았다. Actin cytoskeleton 및 

focal adhesion에 관여된 유전자 중 annexin A2, thymosin-like 3, vimentin, myogenin, ACK1, tensin1의 발현을 real-time RT-PCR
로 확인하였다. 그 결과 GM-CSF에 의해 vimentin과 ACK1의 발현은 증가되었고 tensin1의 발현은 감소되었다.

결론: GM-SF는 사람의 초기 임신 영양막세포에서 vimentin과 ACK1의 발현을 증가시키고 tensin1을 감소시킴으로써 focal 
adhesion을 증가시킨다고 생각된다. 

중심단어: 과립구-대식세포 증식인자, 영양막세포, Focal adhesion, 침윤 
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