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=Ab stract =

Cy cloox y g enase (COX ) is an enzym e inv olv ed in the conv er sion of arachidonic acid

t o prostaglandin s (P Gs ), an d exist s in tw o form s , COX - 1 and COX - 2. COX ha s been

report ed to be inv olv ed in early im plantation by secret ion of P Gs w hich cau ses

perm eability of v essels an d reaction of decidual cells around the im plant at ion sit e.

Recently , in m ice an d sheep studies , COX - 1 and COX - 2 ex pres sion in the en dom etrium

h as b een report ed t o be differ ent according t o im plant at ion an d st ages of the estrou s

cy cle, but ex pres sion of COX - 1 and COX - 1 in hum an endom etrium durin g the m en stru al

cy cle h as n ot y et been est ablished. T h e purpose of this study w as t o ob serv e the

v arian ces of COX - 1 an d COX - 2 ex pression by im munohist och em ical st ain in g in

endom etrial sam ples obt ained from hum an hy st er ect om y specim en s and biopsies of

w om en of reprodu ct iv e age according to differ ent st ag es of th e m en stru al cy cle. Also,

w e att em pt ed to ob serv e COX - 1 and COX - 2 ex pression in the epithelial and strom al

cells of the endom etrium obt ained durin g the mid - secret ory ph ase, w hich w ere cultured

separat ely .

COX - 2 show ed a cy clic patt ern of ex pres sion according t o th e differ ent stages of the

m en strual cy cle and w as stron gly ex pres sed particular ly at the m id- secret ory phase

w hich corr esponds t o th e t im e of im plant at ion . How ev er , COX - 1 ten ded to be increased

in the early prolifer ativ e, and m id - an d lat e secret ory pha ses , but w as also ex pres sed in

the w hole m en stru al cy cle show in g n o particular pat t ern . In the separat ely cultured cells

COX - 1 w a s ex pressed in epithilial cells and COX - 2 in th e strom al cells .

T h e abov e result s su gg est that since COX - 2 is ex pres sed at the sam e tim e as

im plant at ion and cultured cells display a specific secretory patt ern , COX - 2 ha s inductiv e

endocrine en zym e propert ies and has an im port ant effect on en dom etrial cells during

im plant at ion . Also, and COX - 2 expression in endom etrial cells m ay be ut ilized as a

u seful m arker of endom etrial m aturat ion .
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서론

인간의 자궁내막 조직은 자궁내강 상피세포 (lum in al epithelial cell ), 자궁선 상피세포

(glan dular epithelial cell), 기질세포 (strom al cell) 등의 여러 형태의 세포로 구성되어 있다.

이러한 세포들은 생리 주기에 따라 estradiol 및 progesterone 수용체 (Ilesanm i et al.,

1993), int egrin s (Lessey et al., 1992), 성장 인자들 (Giu dice, 1994), in terleukin - 1 (IL - 1) 및

그 수용체 (T abibzadeh et al., 1990; Sim on et al., 1993), cy clooxy g ena se (COX )와 P GE 2

(Ish ihara et al., 1986; Kennedy et al., 1983a , b ; M art el et al., 1989) 등과 같은 여러 가지

물질들의 발현 양상에 변화를 보이며, 이러한 변화가 생리기(m en stru al phase), 증식기

(prolifer at iv e ph ase), 배란기 (ovulat ory ph ase), 분비기 (secret ory ph ase)의 특징적인 자궁내

막 구조와 기능에 변화를 유발시키는 것으로 알려져 있다. 특히, Sim on 등 (1996)은 성선 호

르몬 변화에 의해 발현된 IL - 1이 T NFα, T GFβ, F GF , LIF , CSF 등과 작용하여 INF - 8,

INF -γ, IL - 6, P GE2, in tegrin s , adhesion m olecules , MMP s , T IMP 등의 발현을 조절하는

것으로 보고하면서 착상 기전을 Cyt okine - adh esion m olecules - inv a siv e prot ein ase

hypoth esis " 모델로 설명하고 있다. 최근 이러한 연구들은 현재까지 자궁내막 성숙도 측정의

지표로 활용되고 있는 N oy es 등 (1950)의 조직학적 분류의 분자생물학적 기전을 제공하면서

인간의 착상 기전 연구에 중요한 기여를 하고 있으며 임상적으로도 정밀한 성숙 지표를 제

공할 것이라고 기대되고 있다.

최근에는 착상기 즉, 중기 분비기의 자궁내막 변화에 관심이 집중되고 있으며, 이때 가장

특징적인 변화는 prostaglandin s (P Gs )에 의해 유발된 탈락막 반응(decidu al r eact ion )이라고

할 수 있다(Rees et al., 1982; M alathy et al., 1986; Gupt a et al., 1989; Yee and Kenn edy ,

1991; Kenn edy , 1994). 이러한 반응은 설치류에서 호르몬 혹은 배아에 의해 자궁내막에서

발현된 PAF (plat elet - act iv ating fact or ), IL - 1의 paracrin e 작용에 의해 자궁내강 상피세포

에서 합성된 P GE 2와 기질세포의 수용체에 작용하면서 착상 부위에서 강력한 국소적 혈관

투과 작용을 하는 CRF (corticotrophin - r eleasing factor )가 작용하여 유발하는 것으로 알려

지고 있으나 인간에서는 확실치 않다 (P sy choy os et al., 1995). COX는 이러한 P Gs를

arachidonic acid로부터 합성하는데 관여하고 중요한 효소로 COX - 1과 COX - 2라는 두 가지

이성체를 가지고 있다(F let cher et al., 1992; Kraem er et al., 1992). COX - 1은 생체내 많은

조직에 존재하는 내재성 효소인 반면, COX - 2는 내분비적 자극에 의해 유도되는 유도성 효

소의 특징을 가지고 있다. 이러한 특징은 동물의 발정 주기에 따라 이들 효소의 자궁내 발

현 양상은 다르게 보고되고 있다. 즉, 쥐와 양에서 COX - 1의 경우 발정주기 간에 차이 없이

자궁내막에서 항상 발현되나, COX - 2는 쥐의 경우 착상 이후, 양에 있어서는 배란 직전 및

배란기에 발현이 증가하는 것으로 보고되고 있어 (Chakrabotry et al., 1996; Ch arpigny et

al., 1997) 동물 종에 따라 차이가 있으나 유도성 효소인 COX - 2가 착상 및 임신 유지에 중

요한 역할을 하고 있다는 것을 유추할 수 있다. 인간에 있어서도 태반 (W etzka et al.,

1997) 및 자궁내막 (Han et al., 1996; Jones et al, 1997)에서 COX - 2의 발현을 확인하였으

나 생리 주기에 따른 자궁내막내 발현 양상은 아직 확립되어 있지 않은 실정이다. 따라서

본 연구는 면역조직화학적 조직염색 방법을 이용하여 인간 자궁내막에서 생리 주기에 따른



COX - 1과 - 2의 발현 양상을 관찰하고, 또한 자궁내막 세포를 상피세포와 기질세포로 각각

분리 배양한 후 배양된 세포에서 COX - 1과 - 2의 발현 양상을 확인하고자 하였다.

연구 대상 및 방법

1. 연구 대상 환자와 자궁내막 조직 처리

아주대학교 병원 산부인과를 내원한 정상적인 생리주기 (28- 32일)를 갖는 20- 40세 사이의

가임기 환자로써 자궁 근종 및 자궁경부 병변으로 전자궁적출술을 시행한 24례 (증식기 9례,

분비기 13례, 생리기 2례)에서 자궁내막 후저부에서 자궁내막 조직을 채취하였다. 채취 직후

조직의 일부는 바로 PBS로 세척하여 적혈구를 제거한 후에 세포배양 준비를 하였으며 나머

지는 4.5% paraform aldehy de에 24시간 고정 한 후 paraffin에 포매하여 4μm 두께로 박절

하여 슬라이드로 만든 후에 통상의 탈 paraffin 과정과 함수 과정을 수행하였다. 각 조직은

통상적인 H em atox ylin - Eosin 염색법으로 염색하여 광학현미경으로 Noy es 등 (1950)의 조직

학적인 기준에 따라 배란기를 기준으로 - 3일까지의 조직을 후기 증식기로 - 4에서 - 7일까지

의 조직을 중기 증식기로 그 이상에서 생리 직후까지를 전기 증식기로 나누었으며, 배란 후

5일까지를 전기 분비기로 6일에서 10일까지를 중기 분비기로 그 이상 14일까지의 조직을 후

기 분비기로 나누어 분류하였다.

2. 자궁내막세포의 배양

채취된 자궁내막조직은 PBS가 들어 있는 cornical tube (F alcon , Bect on Dikin son , N ew

Jer sey , U SA )에 담아 실험실로 운반되었으며, 다시 P BS로 여러 번 세척하여 남아 있는 혈

액을 제거하였다. 배양접시에 Dulbeco ' s M odified Eagle ' s M edia (DMEM ; Gibco, Life

T echn ologies , Roskilde, U SA )을 2- 3 m l 가량 부어준 후 조직을 넣고 멸균된 가위를 이용

하여 1- 2 m m 정도의 크기로 잘게 잘라 cornical tube에 용액과 함께 부어준 후 원심 분리

하여 상층 액은 따라내었다. 약 5 m l의 t rypsin - EDT A (Gibco, USA )용액을 조직이 들어 있

는 tube에 부어준 후 37℃에서 회전배양 (shakin g in cubat ion )응 하였다. 약 1시간 가량 경

과 후 400 rpm으로 5분간 원심 분리하여 상층에 분리된 효소를 제거하였으며, 0.2 %

penicillin - str eptom y cin (Gibco, USA ), 10 % fet al bovine serum (Gibco, U SA )이 포함된

DMEM 배양액에 약 1 x 106cells/ m l의 농도로 60 m m 배양접시 (F alcon , Bect on Dikin son ,

N ew Jer sey , USA )에 세포를 분주한 후 배양하였다. 기질세포 군과 상피세포 군의 분리를

위하여 배양 24시간 후 배지를 모두 제거하고 새로운 성장 배지로 세척한 후 배양접시에 달

라붙지 못한 상피세포 덩어리들을 분리하였다. 분리해 낸 세포 덩어리를 멸균된 cornical

tube에 넣고 400 rpm에서 10 분간 원심 분리하여 남아있는 배지를 제거한 후 0.2 %

penicillin - str eptom y cin과 1,000 unit s/ ml의 collag en ase (Sigm a, St . Louis , M O, USA )가 1:1

로 섞인 효소 용액을 첨가하여 37 ℃에서 회전배양을 하였다. 2시간 후 400 rpm에서 5분간

원심 분리하여 남아있는 효소 용액을 제거하였으며, 여기에 약 3 m l의 성장 배지를 첨가하

여 60 m m 배양접시에 1 x 106cells/ m l의 농도로 세포를 분주한 후 배양하였다.

3. 면역조직화학적 염색

COX - 1과 - 2에 대한 면역조직화학적 염색은 박절한 표본을 4% H 2O2 용액에 5분간 전

처리하여 조직에 남아있는 peroxy dase를 제거한 후 1/ 400으로 희석한 COX - 1과 COX - 2 일

차항체 (S ant a Cru z, Biot echn ology In c., Califonia , USA )로 상온에서 1 시간동안 항습



cham ber에서 반응시킨 후 LSAB - kit (DA KO A/ S , Glostrup , Denm ark )에 포함된 2차 항

체를 사용하여 15분간 처리하였다. 표본은 증류수로 세척한 후 diam inobenzidine (DAB ;

DA KO A/ S , Denm ark )을 이용하여 발색시켰으며, hem at ox ylin으로 10초간 대조 염색하여

canadian balsam으로 봉입하였다.

배양된 세포에서 COX - 1과 - 2의 발현을 확인하기 위하여 세포를 4일간 배양한 후 3.7 %

form aldehy de 용액으로 상온에서 15분간 고정시켰다. PBS로 세척하여 남아 있는 고정액을

제거한 후 파라핀 포매 조직과 동일한 방법으로 COX - 1과 - 2에 대한 면역조직화학적 염색

을 수행하였다. 이들을 DAB로 발색시킨 후 M ethylen blu e를 이용하여 약 10초간 대조 염

색을 하였으며, PBS를 culture dish에 부어 세포가 건조되는 것을 방지한 후 phase contr ast

inv erted m icroscope (Diaph ot 300, Nik on Co., T oky o, Japan )를 이용하여 염색 정도를 확인

하였다.

4. 결과의 관찰 및 분석

광학현미경으로 면역조직화학적으로 염색된 슬라이드에서 자궁내강 상피세포, 자궁선 상

피세포, 기질세포에 따른 염색을 관찰하였으며 염색되지 않은 경우를 (- ), 희미하게 염색된

경우를 (+), 중등도 염색을 (++), 강한 염색을 (+++)로 구분하여 표시하였다.

결과

1. 자궁내막 세포에서 COX - 1과 - 2의 발현

자궁내막에서 COX - 1의 발현 양상은 중기 증식기를 제외한 전 생리 주기동안 자궁내막

상피세포에서 강한 염색(+++)이 관찰되었다. 자궁선 상피세포에서는 생리기, 전기 증식기,

전기분비기 및 후기 분비기에 약한 염색강도를 보였으나 중기 분비기에 중등도 (++)의 염색

강도가 관찰되었다. 기질세포에서는 중기 및 후기 증식기에 약한 염색반응을 보였고 생리기,

전기 증식기와 중기 분비기에서 강한 염색반응 (+++)을 보였다. 자궁근육층에서는 생리기와

전기 증식기에서 중등도 (++)의 염색반응을 보였으며 전 생리주기에서 약한 염색(+)이 관찰

되었다.

COX - 2의 발현 양상은 생리기에서는 자궁근육층, 자궁내강 상피세포 및 기질세포에서 아

무런 염색반응 (- )을 보이지 않다가 전기 증식기에서 전 자궁내막 조직에서 약한 염색반응

(+)을 보였다. 중기 증식기에서는 자궁내강 상피세포에서, 후기 증식기에서는 자궁근육층에

서만 약한 염색반응(+)을 보일 뿐 다른 조직에서는 양성 염색반응을 보이지 않았다. 분비기

에서는 전기에 자궁내강 상피세포와 자궁근육층에서만 약한 염색반응 (+)을 보이다가 중기에

서 자궁근육층을 제외한 전 조직에서 중등도 (++) 이상의 염색반응을 보였으며, 특히 자궁내

강 상피세포에서 강한 염색강도 (+++)를 보였다. 그러나 후기 분비기에서는 전 자궁내막 조

직에서 COX - 2에 대한 양성 염색 결과를 관찰할 수 없었다 (F ig . 1 [A - L], T able 1, 2).

2. 자궁내막 세포의 배양과 COX - 1과 - 2의 발현

배양 4 일째에 세포는 배양 접시 바닥에 포화 상태에 도달하였으며, 각 세포군에서

COX - 1과 - 2에 대한 면역조직화학적 염색을 한 결과 상피세포에서 COX - 1에 대한 양성 염

색이 전체 세포의 80% 이상에서 확인된 반면, 기질세포 배양에서는 COX - 2에 대한 양성 염

색이 약 80% 이상으로 관찰되었다 (F ig . 1 [a , b]).



고찰

COX - 1과 - 2의 두 가지 이성체를 가지고 있는 COX는 arachidonic acid를 P Gs로 변환시

키는데 중요한 효소로 동물 발정 주기간에 다양한 발현 양상을 보이고 있다. 현재까지

COX - 1은 많은 조직에서 일정하게 발현되는 것으로 보고되고 있으며 (Dew it t et al, 1995),

세포의 항상성 유지에 관여하는 것으로 알려져 있다(W et zka et al, 1997). 반면 COX - 2는

세포의 분화 및 증식과 같은 세포의 활성화 반응에 의해 유전자 발현이 유도되는 유도성 효

소로 동물의 발정 주기, 임신 및 출산간에 다양한 발현 양상을 보이는 것으로 보고되고 있

다 (Ristim aki et al, 1994; Don g et al, 1996). 그러나 인간 자궁내막에서 생리주기에 따른

COX - 1과 - 2의 발현 양상에 관한 연구는 아직 부족한 상태에 있으며, 이에 본 연구에서 인

간의 자궁내막을 대상으로 COX - 1과 - 2의 발현 양상을 관찰한 결과 COX - 1의 발현은 전

생리 주기에 걸쳐 자궁내강 상피세포, 기질세포, 자궁근육층에서 고르게 발현되는 것을 알

수 있었다. 반면 COX - 2는 전기 증식기에서 비교적 약하게 발현되다가 배란 이후 중기 분비

기 즉, 착상 시기에 자궁내강 상피세포와 기질세포에서 일시적으로 강하게 발현되는 것을

관찰할 수 있었다. 이러한 COX - 1과 - 2의 발현 양상에 차이는 각각 유전자의 구조적 차이

에서 오는 것으로 알려지고 있다. 즉, COX - 1과 - 2의 아미노산 서열은 종들간에 85% 이상

의 유사성을 가지고 있으며, 한 개체 내에서 COX - 1과 - 2의 단백질 서열은 약 60%의 유사

성을 보인다 (F let cher et al., 1992). 그러나 COX - 1과 - 2 유전자의 5 -전사 조절 부위에서 유

사성은 전혀 찾아 볼 수 없으며, 이러한 전사 조절 부위의 차이가 발현에 있어서 차이를 유

발시키는 것으로 보고하고 있다 (Kosaka et al., 1994). 특히, 인간 COX - 1 prom oter 부위에

서는 일정한 T AT A box를 발견할 수 없는 대신 여러 개의 전사 개시 부위가 존재하는 것

으로 밝혀져 있으며, 이러한 사실은 COX - 1이 상시발현 (hou se k eeping ) 유전자라는 것을

뒷받침하고 있다(W an g et al., 1993). 반면 COX - 2는 lipopoly saccharide (H em pel et al.,

1994), cAMP (W on g et al., 1989), int er leukin - 1 (IL- 1)(Kaw agu chi et al., 1994), 및 h CG

(Sirois et al., 1992) 등과 같은 유도 물질에 의해 각각 다른 조직에서 발현이 조절되는 것으

로 알려지고 있으며, W u 등 (1997)은 양을 대상으로 한 실험에서 estradiol과 progesterone이

자궁내막에서 COX - 2의 발현을 증가시키는 것으로 보고하고 있다. 특히, int er leukin - 1은 지

난 여러 해 동안 자궁내막과 탈락막 기능에 관여하는 것으로 알려져 왔으며, Sim on 등

(1993)은 IL - 1 type I 수용체를 인간 자궁내막의 기질세포와 상피세포에서 확인하였고, IL - 1

β의 IL - 1 수용체 발현을 통해 기질세포에서 P GE 2가 생성되는 것으로 보고하고 있다

(T abibzadeh et al., 1990). 최근에 Kennard 등 (1995)은 인간 탈락막 세포에서 IL - 1β가

COX - 2의 발현을 직접적으로 유발시킨다는 것을 확인하였다. 또한 IL - 1은 착상 시기 및 임

신 초기에 자궁내막에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려지고 있으며(Sim on et al., 1994),

이러한 IL - 1은 착상 전 배아 및 prog est eron e에 의해 자궁내막에서 분비되는 것으로 보고되

고 있다 (Sim on et al., 1996). 생쥐 자궁내막에서 COX - 2의 발현이 배아의 착상과 연관이 있

는 것은 배아에서 분비된 IL - 1이 자궁내막의 IL - 1 수용체와 결합함으로써 일어나는 현상으

로 보이나 양과 인간을 대상으로 한 실험 결과 배아의 착상 없이 COX - 2가 중기 분비기에

급격하게 증가하는 현상은 progest eron e에 의한 자궁내막에서 IL - 1의 발현이 주요 기전이라

고 사료된다.

COX - 1과 2의 자궁내막 세포에 따른 발현 양상을 확인하기 위해서 자궁내막 세포를 배



양하여 면역조직화학적 염색을 수행하였다. 배양은 Ost een (1989)등의 방법을 응용하여 자궁

내막의 상피세포와 기질세포로 분리하였다. 배양시 상피세포에 비하여 기질세포는 한 번의

t rypsin - EDT A 처리만으로 비교적 쉽게 단일세포로 분리되었으나, 상피세포는 trypsin -

EDT A 처리 후에도 세포괴를 형성하고 있었다. 따라서 t ryp sin - EDT A를 처리한 상피세포와

기질세포를 약 24 시간 배양하면 단일세포로 분리된 기질세포들은 쉽게 배양 접시에 달라붙

지만 세포괴를 형성하고 있는 상피세포의 경우에는 배양 접시와 접촉하고 있는 극히 일부분

의 세포만 배양 접시 표면에 부착되며, 이를 획득한 후 다시 collag en ase를 처리하여 단일

세포로 분리할 수 있었다. 분리된 상피세포와 기질세포를 각각 다른 배양접시에서 4 일간

배양하면서 관찰한 결과 상피세포는 비교적 둥근 형의 세포가 세포군를 형성하였고 기질세

포는 길쭉한 모양의 세포들이 세포군을 형성하지 못하고 개별 세포로 분포하고 있는 것을

관찰할 수 있었다. 배양된 세포에 대한 COX - 1과 - 2의 면역조직화학적 염색 결과 COX - 1은

배양된 상피세포에서 80% 이상의 양성 염색결과를 보였으며, COX - 2의 경우에는 기질세포

에서 80 % 이상의 양성 염색결과를 보이고 세포핵을 중심으로 강하게 염색되는 것을 관찰

할 수 있었는데 이는 COX - 2가 상피세포보다는 기질세포를 중심으로 발현되며, 세포핵에 염

색된 것은 COX - 2가 주로 핵막에 위치해서 핵 내 유전자 발현을 조절한다는 연구 결과와

일치하고 있다(M orita et al, 1995).

결론

인간 생리 주기간에 발현되는 COX - 1은 생리 주기간에 상피세포를 중심으로 상시 발현되고

있었으며, COX - 2는 배란이후 중기 분비기, 즉 착상 시기에 일시적으로 상피세포 및 기질세

포에서 발현되는 것을 확인 할 수 있었다. 이러한 결과는 실험 동물에서와 마찬가지로 유도

성 성질을 가지고 있는 COX - 2가 배란 이후 LH에 영향으로 급격히 발현된 것으로 사료된

다. 또한 본 실험을 통하여 인간 자궁내막 조직의 기질세포와 상피세포를 각각 구분하여 배

양하는 방법을 정립할 수 있었으며, 배양된 두 종류의 세포 중 상피세포에서는 COX - 1이 주

로 발현되며, 기질세포에서는 COX - 2가 주로 발현됨을 관찰할 수 있었다. 이러한 두 효소의

발현 양상에 차이는 이제까지 기질세포와 상피세포의 분리 배양에 있어서 단순히 세포 모양

만으로 분리 여부를 판정하던 것에서 더 나아가 이들 효소의 발현 양상을 이용해 기질세포

와 상피세포의 분리 여부를 판정할 수 있으리라 기대한다.
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Fig . 1. Immunohis toche mis try of COX-1 a nd COX-2 in huma n e ndometriums d uring the

me ns trua l cyc le (A-L) a nd in prima ry culture d e ndo metria l ce lls (a , b) . Inte ns e COX-1

(A-F) pos it ive s ta ining wa s obs e rved in the lumina l e pithe lium ce lls d uring the me ns trua l

cyc le . In the g la nd ula r e pithe lia l ce lls , no pos it ive immunos ta ining was obta ined on the

e a rly a nd late pro life rative phas e . In the s ube pithe lia l s troma , pos it ive s ta ining was not

d ete cta ble on the e a rly a nd la te s e cre tory phas e . The pos itive immunore a ct ions of COX-2

(G-L) we re a ppe a red in the lumina l a nd g ra nd ula r e pithe lium a nd s troma ce lls at the mid

s e cretory . An we a k pos itive s ta ining w as obs e rved in s ube pithe lia l s t ro ma l ce lls on e a rly

pro life rative phas e . In the me ns trua l phas e , no pos itive immunore a ct ivity wa s obta ined

from a ll t is s ue s a mples . (A, G ; me ns trua l phas e , B, H ; e a rly prolife rat ive pha s e , C , I ;

late pro life rative phas e , D, J ; e a rly s e creto ry pha s e , E , K ; mid s e creto ry pha s e , F, L ;

late s e cretory phas e . le ; lumina l e pithe lium , g e ; g ra nd ula r e pithe lium, s t ; st roma l ce ll) For

immuno his toche mica l s ta ining of COX-1 a nd -2 in cultured e ndometria l ce lls , deta ched

s ing le e ndometria l ce lls we re g row n on poly-L-lys in coate d g la ss cove r s lip for 4 da ys

a fte r pla ting . COX-1 pos itive s ta ining was o bs e rve d in e pithe lia l-e nriched culture (a) a nd

COX-2 pos it ive s ta ining wa s obs e rved in s troma l-e nriched culture (b) .


