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THE EFFECT OF ESTROGEN ON EXTRACELLULAR SIGNAL-
REGULATED KINASES ACTIVATION IN UTERINE ARTERY 
SMOOTH MUSCLE CELLS DURING PREGNANCY
Yong Woo Lee, MD, Ho Yeon Kim, MD, Sang Min Park, MD, Soo Ran Choi, MD, Ji Youn Chung, MD, 
Chong Soo Moon, MD 
Department of Obstetrics and Gynecology, Hallym University College of Medicine, Seoul, Korea

Objective
To explore the endothelium-independent mechanisms of estrogen induced uterine vasodilatation, this study was performed to 
determine whether uterine artery smooth muscle (UASM) cells are direct targets of estrogen, and estradiol (E2) stimulates extracellular 
signal-regulated kinases (ERK2/1) in endothelium denuded UASMs.

Methods 
The uterine arteries were obtained from late gestation pregnant sheep and the endothelium was denuded with collagenase 
digestion. The uterine artery smooth muscle segments were digested, collected and cultured. Endothelial integrity and smooth 
muscle status were assessed by Double immunofluorescence staining and flow cytometry. The UASM cells were treated with 
increasing concentrations of E2 (10-14 to 10-6 M), and pretreated with ICI 182,780 followed by different concentrations (10-10 
and 10-7 M) of E2. Western blot analysis of ERK2/1 phosphorylation with a phospho-mitogen activated protein kinases (MAPKs)  
antibody were carried out to total cell extracts. 

Results
The loss of endothelial function and adequacy of smooth muscle integrity were confirmed. When challenged with increasing 
concentrations of E2, a bi-phase ERK2/1 phosphorylation was observed. Treatment with low doses (10-14 to 10-10 M) of E2, ERK2/1 
phosphorylation was dose-dependently increased, whereas high doses (10-9 to 10-8 M) did not phosphorylate ERK2/1. However, 
treatment with pharmacological doses (10-7 to 10-6 M) drastically phosphorylated ERK2/1. In the presence of ICI 182,780, E2 
induced ERK2/1 phosphorylation were abolished in both. 

Conclusion 
It suggests that UASM is the target tissue of estrogen during uterine vasodilatation, and estrogen stimulation of ERK2/1 activation 
is mediated by an estrogen receptor-dependent mechanism. It also is presumed that endothelium independent mechanism exists in 
estrogen induced vasodilatation. 
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임신이 진행됨에 따라 임신부와 태아가 필요로 하는 대사 요구량은 

점점 증가하게 되어, 이를 수용하기 위하여 모체에는 많은 생리적 변화

가 일어나게 된다. 특히 모체의 심혈관계에서는 전체 순환 혈류량(total 

circulating blood volume)의 급속한 증가, 심박동수의 증가, 일회 박출량 

및 일분 심박출량의 증가와 같은 변화가 나타난다[1-6]. 또한 임신 중

에는 혈관수축제에 대한 반응이 둔화되고 혈관저항이 감소하며 신장혈

류역학과 부피 항상성유지에도 변화가 생기게 되는데, 이런 임신에 따

른 “혈류역학적 순응(hemodynamic adaptation)”은 대개 임신 5주경이

면 나타난다[7-9]. 이와 더불어 국소적으로 일어나는 중요한 변화는 바

로 자궁-태반 혈류의 급속한 증가이다. 자궁-태반 혈류는 임신 중에 태
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아의 성장과 발육에 충분한 산소와 영양을 공급하기 위하여 급격하게 

증가하게 되는데, 인간의 임신에서는 자궁혈류량이 약 15-20배 정도나 

증가하는 것으로 밝혀져 있다[10,11]. 불충분한 자궁-태반 혈류는 태아

의 산소와 영양 공급의 부족을 초래하여 자궁내 발육지연이나 심각한 

신생아 결손을 유발할 수 있고, 신생아뿐만 아니라 모체의 이환율과 사

망률에도 영향을 미치게 된다[12]. 

이와 같이 임신 중에는 지속적이고 충분한 태반혈류의 공급을 위하여 

자궁혈류량이 증가하게 되는데, 지속적인 자궁혈류의 증가는 자궁동맥 

내피에 자극을 주어 자궁동맥의 내강은 넓어지고 동맥벽의 두께는 더

욱 두꺼워지는 “자궁동맥 재형성(uterine artery remodeling)”을 일어나

게 한다. 이와 같은 자궁혈류의 증가와 자궁동맥 재형성에는 난포호르

몬이 중추적인 역할을 하게 된다. 생리주기의 난포기와 임신 중에는 혈

중 난포호르몬의 농도가 증가하고 이와 동반하여 자궁혈류가 상승하게 

되고, 난소의 제거 후에 난포호르몬 보충치료를 받는 경우에도 자궁혈

류가 증가하게 되는 것으로 보아 난포호르몬이 자궁혈류의 증가에 중추

적인 역할을 하는 것으로 증명되고 있다[12,13]. 난포호르몬이나 임신과 

관련되어 자궁혈류가 증가하는 것은 주로 내피세포 산화질소 합성효소

(endothelial nitric oxide synthase, eNOS) 단백질 발현과 활성도가 증가

되어 혈관확장 물질인 산화질소(nitric oxide, NO)가 많이 생산되기 때문

인 것으로 알려져 있다[14-18]. 난포호르몬에 의한 혈관이완은 생식계

동맥뿐 아니라 비생식계동맥 등 동맥혈관 전체에 대한 일반적인 효과이

며, 이는 산화질소 이외에도 prostacyclin과 같은 혈관 확장물질의 생성

의 증가와 endothelin-1과 thromboxane과 같은 혈관 수축물질의 억제

를 통한 이중 효과에 의한 것으로 추정된다[19]. 

혈관내피 세포와 산화질소-의존성 기전이 난포호르몬과 임신에 의

한 자궁혈류 증가에 중요한 역할을 하지만, 특이적인 내피세포 산화질

소 합성효소 억제제를 이용하여 내피세포에서 산화질소 작용을 차단하

더라도 난포호르몬이 유발한 자궁혈류 증가는 부분적(-65%)으로만 억

제되고[14,15], 내피를 제거한 혈관에서도 난포호르몬에 의한 혈관확장 

작용이 여전히 존재하는 것이 증명되었다[18-20]. 그러므로 난포호르

몬에 의한 자궁동맥의 혈관확장 작용에는 혈관내피 세포/산화질소-의

존성 기전뿐 아니라 -비의존성 기전도 존재한다는 것을 추측할 수 있다

[18-21]. 사실 지금까지 난포호르몬에 의한 혈관확장 작용에 관한 연구

들은 주로 혈관 내피세포-의존성 기전에 대해서 이루어졌고, 혈관긴장

도의 조절에서 혈관 평활근의 역할이나 내피세포-비의존성 혈관확장 

기전에 대해서는 잘 밝혀져 있지 않다. Extracellular signal-regulated 

kinases (ERK2/1)는 특이적인 자극에 의하여 활성화되면 세포내에서 

전사인자를 활성화시켜서 세포내 신호를 전달하게 되는 세포내 신호

전달 물질(cell signaling molecule)의 일종이다[18,21]. 이에 저자들은 

내피세포를 제거한 자궁동맥 평활근세포에 난포호르몬을 투여하여 난

포호르몬이 자궁동맥 평활근세포에 직접적으로 작용하는지 여부와 세

포내에서 ERK2/1의 표현에 미치는 효과를 확인하여, 난포호르몬의 

내피세포-비의존성 혈관확장 기전을 알아보기 위하여 본 연구를 시행

하였다.

연구대상 및 방법

1. 연구대상 
본 연구는 인간의 만삭임신에 해당하는 재태기간 120일에서 130일의 

임신한 양을 대상으로 자궁절제 후 절제된 자궁동맥을 실험재료로 이용

하였다. 본 연구는 한림대학교 연구윤리위원회 심의를 통과하고 실험동

물에 대해서는 동물실험 윤리위원회 규정에 따라 연구를 시행하였다. 

2. 실험방법

1) 자궁동맥 평활근세포의 분리와 배양 

절제된 자궁으로부터 내경 3 mm 이상의 자궁동맥을 박리한 후 100% 

산소로 포화된 생리적 용액 내에서 입체현미경을 보면서 결합조직으로

부터 분리하였다. 박리된 자궁동맥에 0.1% 콜라겐 분해효소와 0.1% 엘

라스타아제로 37oC에서 25분간 처리하여 혈관내피를 제거하였다. 내

피세포 제거 후 자궁동맥을 약 1 cm 길이로 자른 후, 입체현미경을 보

면서 혈관벽의 결합조직을 박리하였다. 이후 내피세포의 완전제거를 위

하여 다시 자궁동맥 평활근을 37oC에서 45분간 0.1% 콜라겐 분해효소

로 재처리하였다. 이렇게 수집된 세포들은 성장배지(Dulbecco modified 

eagle medium [DMEM], Life Technologies, Inc., Grand Island, NY, 

USA), 10% fetal calf serum (FCS, Life Technologies, Inc.), 100 U/mL 

penicillin, 100 ug/mL streptomycin에서 배양하여 액화질소에 냉동 저장

하였다. 저장된 자궁동맥 평활근세포는 실험에 사용하기 위하여 7계대

까지 계대배양하였고, 각 실험은 8회 이상 반복 시행하였다.

2) 혈관 내피세포와 평활근 상태의 평가

(1) 평활근 알파-액틴(smooth muscle α-actin)과 caveolin-1의 중복 

면역형광 염색(double immunofluorescence staining) 

자궁동맥 평활근세포는 군집 형성을 위하여 젤라틴 막 덮개유리 위

에 파종시켜 100 mm 배양접시의 성장배지에서 배양하였다. 85-90%

의 군집이 확인되면 배양된 세포에 차가운 phosphate buffered solution 

(PBS, Life Technologies, Inc.)로 두 번 이상 세척한 후, 실내 온도에서 

20분 동안 4% 포름알데하이드로 고정시켰다. 고정된 세포들은 다시 50 

mM 글리신 PBS로 두세 차례 더 행군 후 1% 젤라틴, 1% 소혈청알부

민 bovine serum albumin (BSA, Life Technologies, Inc.) 그리고 0.15% 

사포닌(막 투과 인자)을 함유한 PBS에서 차단하였다. 그 후에 세포들은 

0.5% 젤라틴, 0.5% 소혈청알부민, 0.075% 사포닌을 함유한 PBS에서 1

시간 동안 항caveolin-1 다클론 항체(anti-caveolin-1 pAb, Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)와 항평활근 알파-액틴 단일클

론 항체(anti-SM-α-actin mAb, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA)에 처리하여 배양시켰다. 동일한 완충제로 세 차례 더 세척한 후에, 

세포들은 Cy2 (green) labeled anti-mouse IgG와 Cy3 (Red) labeled 

anti-rabbit IgG (New England Biolabs, Beverly, MA, USA)에서 45분

간 배양하였다. 이후 다수의 세척 후에 세포들을 표본제작하여 형광현

미경(Nikon, Tokyo, Japan)으로 조사하여 이미지를 촬영하였고, 포토샵
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(Adobe Photoshop, Silicon valley, CA, USA)을 사용하여 녹색과 적색의 

융합영상을 얻을 수 있었다. 토끼와 생쥐의 면역글로불린G에 상응하는 

농도를 비특이적인 결합 대조군으로 하였다.

(2) 흐름세포측정(Flow cytometry) 

4-7계대의 자궁동맥 평활근세포를 적절한 군집을 형성할 때까지 

100 mm 배양접시의 DMEM-10% FCS의 성장배지에서 배양하였다. 

80-90% 정도의 군집이 확인되면 세포들을 트립신으로 분해한 후 배

양 배지를 이용하여 한차례 세척하였다. 배양 접시의 약 1 × 106개의 세

포들은 상기 실험과 동일하게 고정하여 실내온도에서 20분 동안 형광

표지세포분류기(fluorescence activated cell sorter, FACS) 투과용액(BD 

Transduction Lab., Lexington, KY, USA)으로 투과시켰다. 투과된 세

포들은 항평활근 알파-액틴 단일클론 항체(1:50), 항내피세포 산화질

소 합성효소 단일클론 항체(anti-eNOS mAb, BD Transduction Lab., (2 

ug/mL), 항caveolin-1 다클론 항체(1 ug/mL)으로 처리하여 실내온도에

서 30분 동안 배양하였다. 처리된 세포들은 염색 완충제로 두 차례 세

척한 후, 염색 완충제에 재부유시켜 양 항-생쥐 면역글로불린G-플루

오레세인 이소티오시안산염 접합체(goat anti-mouse IgG Fluorescein 

isothiocyanate conjugated, FITC), 1 ug/mL (BD Transduction Lab.)

과 당나귀 항-토끼 면역글로불린G-이소티오시안산염 접합체(donkey 

anti-rabbit IgG-FITC, 1 ug/mL, BD Transduction Lab.)로 재처리하여 

실내온도에서 30분 동안 배양하였다. 각 표본당 적어도 10,000개의 세

포들을 Cell-Quest software를 이용하여 형광표지세포분류기 구경흐름

세포측정기(FACS Caliber flow cytometry, Lexington, KY, USA)를 사용

하여 분석하였다. 최고점의 우측이동은 표지단백질이 발현되는 것을 나

타내는 것이며, 각각의 항체를 처리하여 표현되는 세포의 백분율은 생

존 세포로부터 구하였다. 생쥐와 토끼의 면역글로불린G는 각각 단일클

론 항체와 다클론 항체에 대한 대조군으로 상응하게 제공되었다. 

3) Western blot 분석

실험에 사용한 항체는 송아지 자궁 아미노산 495-595에 대하여 형

성된 생쥐 항난포호르몬 알파-수용체 단일클론 항체(murine anti-ERα 
monoclonal antibody, AER320, Lab Vision Corp., Fremont, CA, USA), 인

간 난포호로몬 베타-수용체의 아미노산 55-70에 대항하여 만들어진 토

끼 항난포호르몬 베타-수용체 다클론 항체(rabbit anti-ERβ polyclonal 

antibody, Affinity BioReagents, Golden, CO, USA), 항인산 특이 MAPK 

다클론 항체(anti-phospho-specific MAPK pAb, New England Biolabs, 

Beverly, MA, USA)와 항베타-액틴 단일클론 항체(anti-β-actin mAb, 

Ambion Inc., Austin, TX, USA)를 이용하였다. 2차 항체로는 항생쥐와 항토

끼의 과산화효소 접합성 면역글로불린G (antimouse, antirabbit peroxidase 

conjugated IgG)를 각각 1:2000과 1:4000으로 희석하여 처리하였다. 

해동된 7계대의 평활근세포를 상기 서술한 바와 같이 100 mm 배양

접시에서 성장배지(DMEM, 10% FCS, 100 U/mL penicillin, 100 ug/mL 

streptomycin)에서 배양하여 85-90% 이상의 군집을 확인하여 용해시

킨 후 다시 20 mm의 6면 배지에 파종하여 재배양하였다. 재배양 후 적

절한 군집을 보이면 냉장 PBS로 두 번 이상 세척한 후 4oC에서 혈청이 

없는 Phenol-red free M-199 (Life Technologies, Inc.)-0.1% BSA 배지

에 밤 동안 공복상태로 유치하였다. 다음 날, 먼저 자궁동맥 평활근세포

에서 난포호르몬 수용체 단백질의 존재를 확인하기 위하여 생쥐 항난

포호르몬 알파-수용체 단일클론 항체와 토끼 항난포호르몬 베타-수용

체 다클론 항체에 대한 western blot 분석을 하였다. 밤 동안의 공복배

양용액을 버리고 새로운 M-199 10 mL와 난포호르몬(Sigma Chemical 

Co., St Louis, MO, USA)을 각 배지에 10-14 M부터 10-6 M까지 10배 

간격으로 각각 처리하여 37oC에서 10분간 배양하여 인산화 ERK2/1 

(phosphorylated ERK2/1, pERK2/1)의 단백질 발현을 비교하기 위하여 

western blot 분석을 하였다. 또한 2차 실험으로 난포호르몬의 직접적인 

작용여부를 확인하기 위하여 난포호르몬 수용체 길항제인 ICI 182,780 

(Tocris, Ballwin, MO, USA) 1 μM을 60분간 미리 전처치한 후 난포호

르몬을 대표적인 저농도(10-10 M)와 고농도(10-7 M)로 10분간 처리한 후 

ERK2/1의 western blot 분석을 하여 전처치하지 않은 경우와 비교하였다. 

난포호르몬 처리 후 각각의 처치된 배지는 배양액을 버리고 냉동 PBS

를 이용하여 2회 세척한 후, 얼음 속의 용해 완충액에서 30분간 진동

하면서 용해하였다. 전체 세포 추출물은 세포 스크레퍼를 이용하여 모

은 후 소용돌이와 5분간 원심분리(13,000 × g)하여 그 추출된 단백질은 

1.5 mL 시험관으로 옮겼다. 단백질 추출물은 Laemmli 완충액에서 95oC 

10분간 열 변성시킨 SDS-PAGE 젤(Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA)

에 20 μg씩 부하하여 전기영동(100 V, 2시간)하여 PVDF 막(poylvinyl 

difluoride membrane, Millipore, Bedford, MA, USA)에 조영증강 전이하

였다. 이후 상기 서술한 1차 항체와 2차 항체로 처리하여 결합된 항체는 

화학발광 시약으로 증강하였고, 나타나는 면역활성 신호는 Gel-Pro 분

석 소프트웨어를 이용하여 밀도계측(densitometry)으로 분석하였다. 

4) 통계분석

모든 데이터는 평균 ± SEM으로 나타내었으며, 통계분석은 SPSS ver. 

15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)의 모수적인 검정방법으로 Student’s 
t-test를 이용하여 단백질의 표현정도를 비교하였고 P-value가 0.05 이

하인 경우를 유의한 것으로 판정하였다. 

결  과

1. 자궁동맥 평활근 배양과 평활근 상태의 평가
자궁동맥은 세 개의 층으로 구성되어 있다. 가장 내부에는 내피세포

와 내피세포를 둘러싸고 있는 속탄력막(intimal elastic membrane)으로 이

루어진 혈관내막(tunica intima)이 있고, 가장 두꺼운 중간층은 혈관의 긴

장도와 유연성을 결정하는 평활근세포 콜라겐과 탄력섬유로 구성되어 혈

관중간막(tunica media)을 형성하고 있다. 그리고 바깥층은 섬유조직과 

자율신경섬유로 구성된 혈관바깥막(tunica adventitia)으로 이루어져 있다. 

7계대의 자궁동맥 평활근세포를 배양하여 85% 이상의 군집을 이

룬 세포에 대하여 평활근세포의 전형적인 형태인 “hill and valley” 양
상을 확인할 수 있었고, 또 이들 세포에 대하여 평활근 알파-액틴과 
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caveolin-1의 면역형광 염색을 시행하여 세포내에 뚜렷하게 염색이 되

는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 1). 

배양된 평활근세포에 대하여 흐름세포측정 분석을 하여 배양된 세포에

서 평활근 알파-액틴과 caveolin-1은 각각 99.96%와 99.98%가 발현되

어 100%에 가까운 높은 비율로 표출되었지만, 내피세포 산화질소 합성효

소 단백질은 26.12%의 적은 양으로 거의 흔적으로만 표현되었다 (Fig. 2).

2. 자궁동맥 평활근세포에서 난포호르몬 수용체의 발현
자궁동맥 평활근과 여기서 분리 배양한 자궁동맥 평활근세포에서

도 난포호르몬 알파-수용체와 베타-수용체 단백질들이 발현되는 것을 

western blot 분석을 통하여 확인할 수 있었다(Fig. 3). 

3. ERK2/1 활성화에 대한 난포호르몬의 효과 
ERK2/1의 활성화를 판단하기 위하여 배양된 자궁동맥 평활근세포에 

난포호르몬을 10-14 M에서 10-6 M의 농도로 처리하여 western blot 분

석으로 인산화 ERK2/1 단백질의 발현을 확인하였다. 자궁동맥 평활근

세포에서 ERK2/1의 인산화는 난포호르몬의 농도가 증가함에 따라 증

가-감소-증가의 양상으로 이상성(biphasic) 증가반응을 보였다. 난포호

르몬의 생체내 농도인 10-14-10-10 M에서는 인산화 ERK2/1의 발현은 

용량-의존적으로 증가하였다. 반면 고농도인 10-9-10-8 M에서는 오히려 

ERK2/1 인산화가 감소하였으며, 약물농도에 해당하는 10-7-10-6 M의 초

고농도 구간에서는 ERK2/1의 인산화가 급격하게 증가하였다(Fig. 4). 자

궁동맥 평활근세포에서 ERK2/1의 인산화는 난포호르몬의 농도에 따라 

이상성 증가 양상을 보였지만, 특히 난포호르몬의 생체내 농도에서는 

농도에 비례하여 증가하였다. 

4. 난포호르몬의 ERK2/1 인산화에 난포호르몬 수용체의 역할
자궁동맥 평활근과 평활근세포에서 난포호르몬 수용체(알파, 베타)가 

발현되고, 난포호르몬은 자궁동맥 평활근과 평활근세포에서 ERK2/1의 

활성화를 증가시킨다. 그렇다면 난포호르몬에 의한 ERK2/1 인산화가 

난포호르몬 수용체를 통하여 이루어지는지를 확인할 필요가 있다. 이

를 위하여 자궁동맥 평활근세포에 미리 난포호르몬 수용체 길항제인 ICI 

182,780을 전처치하여 수용체의 기능을 차단한 후에 난포호르몬을 투

여하여 그 효과가 나타나는 지를 확인하였다.

ICI 182,780을 전처치하지 않은 대조군에서는 앞선 실험과 동일하게 

난포호르몬에 의한 ERK2/1의 인산화는 뚜렷하게 관찰되었다. 하지만 

ICI 182,780을 전처치한 경우에는 난포호르몬을 투여하더라도 ERK2/1

의 인산화는 전혀 나타나지 않았다. 난포호르몬을 고농도(10-7 M)와 저

농도(10-10 M)로 다르게 처치하였지만 농도에 상관없이 모두 인산화가 

나타나지 않았다. 난포호르몬을 투여하지 않은 대조군에서는 인산화가 

Fig. 1. Morphology of uterine 
artery smooth muscle cells in 
culture and double immuno-
fl uorescence staining of α-actin 
and caveolin-1 (×400). SM-α
-actin, smooth muscle α-actin.
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전혀 발생하지 않았다(Fig. 5). 

고  찰 

포유류의 임신은 모체의 해부학적인 변화와 호르몬의 변화뿐 아니라 

생리학적으로도 여러 변화가 발생하는데, 이런 변화는 임신부의 안녕은 

물론 정상적인 태아의 성장과 임신의 유지를 위한 필수 조건이다. 특히 

자궁-태반 혈류량의 증가는 임신의 가장 중요한 생리적 변화로서 이는 

임신의 예후에도 커다란 영향을 미치게 된다[1-12]. 

모든 혈관은 항상 혈류에 의한 혈관 전층 압력과 벽 엇갈림 부하의 혈

류역동학적인 힘에 노출되어 있으며, 그 외에도 호르몬이나 혈관확장/

수축제 등의 자극에도 민감하게 반응을 하여 긴장도를 유지하게 된다. 

급속한 혈류량의 증가나 감소는 주로 혈관 중간막의 혈관 평활근세포의 

수축과 이완을 통하여 혈관의 직경이 조절되지만, 만성적인 혈류의 변

화는 혈관 평활근세포의 유전자 발현과 단백질 합성을 변화시켜 혈관의 

구조적인 재형성(vascular structural remodeling)이 일어나게 한다. 이러

한 변화는 운동이나 월경주기에 따라 나타나고 성장기에 나타나지만 특

히 임신기간 동안 뚜렷하게 관찰된다[22,23]. 

임신 중에는 자궁혈류량이 급격하게 증가하고 이에 상응하여 자궁동맥

의 구조적 변화가 발생하는데, 이러한 혈류량의 증가와 혈관의 변화에는 

난포호르몬이 중요한 역할을 한다[24-26]. 활성형 난포호르몬인 에스트라
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Fig. 2. Flow cytometric analysis of 
uterine artery smooth muscle cells.  
SSC-H, stained smooth muscle 
cells; FSC-H, fluorescence acti-
vated cells; FL1-H, fl ow cytometric 
analysis; eNOS mAb, endothelial 
nitric oxide synthase monoclonal 
antibody; SM-α-actin, smooth 
muscle α-actin; rIgG, anti rabbit 
immunoglobulin G fl uorescein iso-
thiocyanate conjugate; Cav-1 pAb, 
caveolin-1 polyclonal antibody.
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디올이 자궁동맥에서 내피세포 산화질소 합성효소의 발현을 증가시키고 

동시에 자궁혈류를 증가시키는 것이 증명되어 난포호르몬에 의한 내피세

포-의존성 혈관확장 기전이 확인되었다[20,27]. 혈류 증가에 의한 혈관의 

구조적 재형성에도 내피세포가 중요한 역할을 하는 것으로 생각된다. 내피

세포를 제거한 총경동맥과 제거하지 않은 혈관에 만성적으로 혈류를 증가

시켜보면, 무손상 혈관에서는 혈관의 구조적 재형성이 발생하지만 내피세

포층이 제거된 혈관에서는 혈관 내강의 증가가 전혀 일어나지 않는 것으로 

보아 혈관의 구조적 변화에서 내피세포의 역할을 확인할 수 있다[28]. 

혈관 내피세포에서는 endothelin-1, angiotensin II, cyclooxygenase 

pathway 등의 혈관수축인자 외에도 내피유래 이완인자(endothelium 

derived relaxing factors)를 분비하여 혈관의 긴장과 이완을 조절한다. 

산화질소는 대표적인 내피유래 이완인자로 주로 산화질소 합성효소에 

의하여 L-arginine으로 부터 생성된다[29]. 산화질소 합성효소는 대표적

으로 신경세포 산화질소 합성효소(neuronal NOS, nNOS, NOS1), 유발

형 산화질소 합성효소(inducible NOS, iNOS, NOS2)와 내피세포 산화질

소 합성효소(eNOS, NOS3)의 세 가지 아형이 있다. 내피세포 산화질소 

합성효소가 대표적인 아형으로 주로 혈관 내피세포에서 발현되며[30], 

난포호르몬에 의하여 상향조절되어 산화질소의 생성을 증가시킨다[31]. 

생성된 산화질소는 내피세포에서 guanylyl cyclase를 활성화시켜 cGMP

를 증가시키고, cGMP는 혈관 평활근세포를 이완시켜 결국 혈관확장을 

일으키게 된다[32,33]. 이와 같이 난포호르몬에 의한 혈관확장 작용에 

관한 연구는 주로 혈관의 내피세포에 기인하여 이루어져 난포호르몬에 

의한 내피세포-의존성 혈관확장 기전에 대해서는 비교적 잘 밝혀져 있

지만, 혈관긴장도의 조절에서 혈관 평활근의 역할과 내피세포-비의존

성 기전에 대해서는 잘 밝혀져 있지 않다. 하지만 내피를 제거한 혈관에

서도 난포호르몬에 의한 혈관확장이 여전히 증명됨으로써 내피세포-비

의존성 혈관확장 기전도 작용하고 있음을 추측할 수 있다[18-21].

이에 본 연구는 난포호르몬에 의한 내피세포-비의존성 혈관확장 기

전을 알아보기 위하여, 자궁동맥 평활근세포가 난포호르몬의 직접적인 

A

B

Fig. 3. Western blot analysis of estrogen receptor α and β in uterine ar-
tery smooth muscle and uterine artery smooth muscle cell. UASM, uterine 
artery smooth muscle; UASMC, uterine artery smooth muscle cell; ER, 
estrogen receptor.

Fig. 4. Effects of estrogen on extracellular signal-regulated kinases 
(ERK2/1) activation in uterine artery smooth muscle cell. WB: p-ERK pAb, 
western blot phospho-extracellular signal-regulated kinases polyclonal 
antibodies; pERK, phospho-ERK; M, molecular weight.

Log [Estradiol-17ß, M, @10 min]

Log [Estradiol-17ß, M, @10 min]

ICI (2 μM)
E2 (10 nM)

ICI (2 μM)
E2 (10 nM)

Fig. 5. Role of estrogen receptor in estrogen induced extracellular signal-
regulated kinases (ERK2/1) activation in uterine artery smooth muscle 
cell. WB: p-ERK pAb, western blot phospho-extracellular signal-regulated 
kinases polyclonal antibodies;  pERK, phospho-ERK; ICI, ICI 182,780; E2, 
estrdiol; WB:Pan-ERK mAb, western blot phospho-extracellular signal-
regulated kinases monolonal antibodies.
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표적조직인지와 난포호르몬이 자궁동맥 평활근세포에서 ERK2/1을 활

성화시키는지 알아보았다. ERK2/1의 활성화 여부는 인산화 되는지를 

확인하여 평가하였다. 세포내 신호전달 물질인 ERK2/1는 미토겐 활성

화 단백질 키나아제(mitogen activated protein kinases)의 일종으로 특

이적인 자극에 의하여 활성화되면 세포내부의 신호전달 체계를 통하여 

C-myc이나 cyclic AMP response element binding protein 등의 전사인

자를 활성화시켜서 생물학적 작용을 나타내게 된다. 자궁동맥 평활근에

서는 ERK2/1가 활성화되면 세포내 신호가 전사되어 세포분열과 평활

근의 구조적 재형성이 일어나, 평활근이 이완되고 혈관이 확장되어 결

국 자궁동맥의 혈류량 증가가 발생하게 된다[18,21,34]. 

본 연구는 재태기간 120일에서 130일의 임신 양을 대상으로 자궁동

맥을 적출하여 내피세포를 완전히 제거하고 배양한 자궁동맥 평활근세

포를 대상으로 하였다. 임신기간이 144일인 양에서는 재태기간 120일

에서 130일은 인간의 만삭임신에 해당하는 기간이다. 배양된 세포에

서 전형적인 평활근세포 형태인 “hill and valley” 양상을 확인할 수 있

었고, 중복 면역형광 염색하여 세포내에서 평활근세포의 특이 표지단백

질인 평활근 알파-액틴과 caveolin-1이 확인되었다(Fig. 1). 평활근 알

파-액틴은 혈관 평활근세포의 특이적인 표지단백질로서, 평활근세포임

을 확인할 수 있는 역할을 한다. Caveolin-1은 세포의 증식을 억제하고 

platelet derived growth factor에 의한 증식신호를 세포자멸을 일으키는 

신호로 전환시켜 결국은 세포가 고사하게 되는 역할을 하는 신호전달 

물질로서 caveolin-1이 표현되는 것은 세포의 기능이 존재한다는 것을 

의미한다[35]. 흐름세포측정 분석에서는 평활근 알파-액틴과 Cav-1은 

각각 99.96%와 99.98%로 거의 100% 가까이 발현되었지만, 내피세포 

산화질소 합성효소는 26.12%로 적은 양만 발현되었다(Fig. 2). 이는 배

양된 세포가 대부분이 세포의 기능이 존재하는 평활근세포이고 내피세

포는 거의 존재하지 않는 것으로 볼 수 있다. 이는 본 연구의 목적인 난

포호르몬의 내피세포-비의존성 혈관확장 작용을 파악할 수 있는 적절

한 상태임을 확인할 수 있다. 

자궁동맥과 난소에는 난포호르몬 수용체가 존재한다. 자궁동맥에는 

내피세포와 평활근세포 모두에서 난포호르몬 수용체가 확인되고, 난소

에서는 주로 과립막세포에서 확인된다. 평활근세포의 면역조직화학 염

색과 western blot 분석에서 난포호르몬 알파-와 베타-수용체 단백질이 

발현되고, reverse transcription-polymerase chain reaction에서 수용체 

mRNA가 발현된다[36,37]. 생체내의 자궁동맥 평활근은 물론이고 실험

실에서 배양된 자궁동맥 평활근세포에서도 난포호르몬 수용체의 mRNA

과 단백질이 발현되는 것으로 보아, 난포호르몬은 자궁동맥 평활근과 

평활근세포에 직접적으로 효과를 미칠 수 있다는 것을 추측할 수 있다. 

자궁동맥 평활근세포에 난포호르몬을 농도를 다르게(10-14-10-6 M) 

처리하여 시행한 ERK2/1 인산화의 western blot 분석에서, 저농도(10-14-

10-10 M)에서는 ERK2/1 인산화가 용량-의존적으로 증가하다가, 고농도

(10-9-10-8 M)에서는 오히려 감소하였으며 초고농도(10-7-10-5 M)에서

는 다시 용량-의존적으로 급격하게 증가하였다(Fig. 6). 결론적으로 자

궁동맥 평활근세포에서 ERK2/1 인산화는 난포호르몬의 농도에 따라 증

가-감소-증가의 이중적인 용량-의존적 증가반응을 보이고, 특히 난포

호르몬의 생체내 농도에서는 ERK2/1 인산화는 용량-의존적으로 증가

한다는 사실을 알 수 있었다. 

자궁동맥 평활근과 평활근세포에서 난포호르몬 수용체(알파, 베타)가 

발현되고, 난포호르몬은 자궁동맥 평활근과 평활근세포에서 ERK2/1의 

인산화를 증가시킨다. 그렇다면 ERK2/1 인산화가 난포호르몬의 직접적

인 작용에 의하여 이루어지는지를 확인하기 위하여 ERK2/1 인산화 기전

이 난포호르몬 수용체를 통하여 이루어지는지를 확인할 필요가 있다. 이

를 위하여 자궁동맥 평활근세포에 난포호르몬을 투여하기 전에 먼저 난

포호르몬 수용체 길항제인 ICI 182,780을 전처치하여 수용체의 기능을 차

단한 후에도 난포호르몬의 효과가 지속되는지를 western blot 분석하였

다. ICI 182,780을 전처치하지 않은 경우에는 같은 농도의 난포호르몬을 

투여하여 뚜렷한 ERK2/1의 인산화가 나타나지만, 반면에 ICI 182,780을 

전처치하여 난포호르몬 수용체를 차단한 경우에는 난포호르몬을 투여하

더라도 ERK2/1의 인산화는 전혀 나타나지 않았다(Fig. 5). 이는 난포호르

몬은 자궁동맥 평활근세포에서 난포호르몬 수용체를 통하여 ERK2/1을 

인산화하며, 난포호르몬 수용체를 차단하면 난포호르몬에 의한 ERK2/1 

활성화는 소멸된다는 것을 알 수 있다. 인산화된 ERK2/1는 세포내 전사

인자를 활성화하여, 평활근세포의 세포분열과 혈관의 구조적인 변화를 

일으켜 결국 자궁동맥의 혈류량 증가가 발생하는 것으로 생각된다. 

결론적으로 자궁동맥 평활근은 난포호르몬의 직접적인 표적조직이

며, 자궁동맥 평활근에서 난포호르몬은 난포호르몬 수용체를 통하여 

ERK2/1를 활성화한다. 이것으로 보아 난포호르몬의 혈관확장 작용에는 

평활근세포의 ERK2/1 활성화를 포함한 혈관내피 비의존성 기전도 존

재한다는 것을 확인할 수 있다. 
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난포호르몬이 임신 자궁동맥 평활근세포에서 extracellular signal-regulated kinases 활성화에 미치는 영향

한림대학교 의과대학 산부인과학교실

이용우, 김호연, 박상민, 최수란, 정지윤, 문종수 

목적

내피세포를 제거한 자궁동맥 평활근세포에 난포호르몬을 투여하여 자궁동맥 평활근세포가 난포호르몬의 직접적인 표적조직인지와 난포

호르몬이 자궁동맥 평활근세포에서 직접적으로 extracellular signal-regulated kinases (ERK2/1) 활성화하는지 여부를 파악하여 난포호르

몬의 자궁동맥 혈관확장 중에서 내피세포-비의존성 기전을 알아보기 위하여 본 연구를 시행하였다. 

연구방법

만삭임신의 양에서 절제된 자궁동맥을 대상으로 콜라겐 분해효소로 내피세포를 제거하였다. 내피세포가 제거된 자궁동맥 평활근 분절은 

소화효소처리 후에 평활근세포를 수집하여 성장배지에서 계대배양하였다. 혈관 내피세포와 평활근 상태의 평가는 항평활근 알파-액틴 단

일클론 항체, 항내피세포 산화질소 합성효소 단일클론 항체, 항caveolin-1 다클론 항체를 처리하여 중복 면역형광 염색과 흐름세포측정으

로 판정하였다. 자궁동맥 평활근세포에 난포호르몬을 농도를 달리하여(10-14 M에서 10-6 M까지) 투여하여 전체 세포 추출물에 대하여 항

인산 특이 mitogen activated protein kinases (MAPKs) 다클론 항체로 ERK2/1 인산화의 western blot 분석을 하였다. 난포호르몬 수용체 길

항제인 ICI 182,780으로 전처치한 후에 다시 난포호르몬을 낮은 농도(10-10 M)와 높은 농도(10-7 M)로 투여하여 인산화 ERK2/1의 western 

blot 분석을 하여 전처치하지 않은 경우와 비교하였다. 

결과

평활근세포의 전형적인 “hill and valley” 양상과 세포 내에 평활근 알파-액틴과 caveolin-1이 뚜렷하게 염색되었다. 흐름세포측정 분석에

서 평활근 알파-액틴과 caveolin-1은 각각 99.96%와 99.98%가 발현되었지만 내피세포 산화질소 합성효소 단백질은 26.12%에서만 발현

되었다. 난포호르몬의 농도의 증가에 따라 인산화 ERK2/1의 발현은 이상성 증가반응을 보였다. 난포호르몬이 저농도(10-14-10-10 M)에서

는 ERK2/1의 인산화는 용량-의존적으로 증가하였지만, 고농도(10-9-10-8 M)에서는 ERK2/1의 인산화는 오히려 감소하였으며, 약물농도

인 초고농도(10-7-10-5 M)에서는 ERK2/1의 인산화가 급격하게 증가하였다. 난포호르몬 수용체 길항제인 ICI 182,780으로 전처치하면 난

포호르몬을 저농도(10-10 M) 혹은 고농도(10-7 M)로 투여하더라도 ERK2/1 인산화는 소멸되었다. Reverse transcription-polymerase chain 

reaction 분석에서 난포호르몬 알파-수용체와 베타-수용체는 자궁동맥 평활근과 자궁동맥 평활근세포에서 모두 발현되었다. 

결론

자궁동맥 평활근은 난포호르몬 수용체를 지니고 있는 난포호르몬의 표적조직이며, 난포호르몬의 혈관확장 작용에는 자궁동맥 평활근세포

에서 직접적인 ERK2/1 활성화를 통한 혈관내피 비의존성 기전도 존재한다는 것을 확인할 수 있다.

중심단어: 난포호르몬, 자궁동맥 평활근, 혈관확장, ERK2/1
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