
서 론

포유동물이 발생될 때는 수많은 세포분열을 통해

부피가 증가될 뿐만 아니라 각기 특수한 기능을 하

는 여러 세포로 분화하여 각 장기를 형성한다. 그러

나 세포의 증식 못지않게 개체의 형성에서 중요한

것은 세포사망이다. 개체의 생명 유지에 직접적인

영향을 미치는 세포사망은 크게 세포괴사와 세포자

멸사로 나눌 수 있으며, 외상성 사망이라고 불리는

세포괴사는 대개 급격한 병리적 자극에 의하여 일

어나며 효소 유리가 관찰되고 세포질의 변화가 선

행되는 반면, 계획된 세포사망이라고도 불리는 세포

자멸사는 세포의 분화과정에서 일어나는 것으로, 세

포괴사와는 달리 생리적 자극에 의하여 일어나며

핵의 변화가 선행되는 것이 특징이다 (Ueda와 Shah

1994). 이러한 세포자멸사는 배아발달, 조직재형성,

면역조절 그리고 암 억제에서 일어나는 가장 흔한

생리적 형태이며, 이러한 정상적 분화과정 외에도

외부 자극에 의한 임파구의 활성화, 세포매개물질,

DNA 손상 및 산화적 스트레스에 의해서도 유발된

다 (Schulte-Hermann 등 1992, Singh과 Anand 1995,

Saunders 1966, Kwon과 Kim 1997, Seo 1998).

이러한 세포자멸사는 정상적으로 발생하는 사지

의 형태형성에서 볼 수 있다. 흰쥐 뒷다리는 임신

10.5일에 체간 중배엽 가쪽판의 몸벽층으로부터 중
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흰쥐에서 발가락 발생중 방사선조사에 의한 세포자멸사의 변화
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간추림 : 이온화방사선은 사지발생에 유해로운 영향을 미치는 것으로 알려져 있으나, 그 기전이 무엇인가는 아직

까지 확실하게 알려져 있지 않다. 

본 실험에서는 뒷다리 발생이 개시되는 시기인 임신 10.7일에 2 Gy의 방사선을 조사하고, 임신 14.7일, 15.7일

및 16.7일에 희생시켜 대조군과 실험군간의 차이를 비교하여 세포자멸사의 변화를 경시적으로 비교 관찰하여 방

사선에 의한 발가락 기형형성 기전의 일부를 알아보았다. 

그 결과 방사선을 조사한 실험군이 대조군에 비해 평균 태아체중은 현저하게 감소하였으며, 기형의 발생빈도는

현저히 증가하였다. 출현한 발가락 기형은 발가락 수의 감소와 비대칭 등 형태이상으로, 임신 15.7일군에서는 오

른쪽 뒷다리 발가락과 왼쪽 뒷다리 발가락에서 동일한 수의 기형이 발생하였으나, 기형의 정도가 오른쪽이 더 심

하게 나타났고, 임신 16.7일군에서는 오른쪽 뒷다리 발가락 기형이 좀 더 많이 나타났으나 기형의 정도에는 차이

가 없었다. 

또한, TUNEL 면역조직화학 및 공초점 레이저 주사현미경(confocal laser scanning microscope) 관찰을 실시한 바

세포자멸사가 정상적인 발가락 형태형성에 중요하며 이것의 이상이 발가락 기형형성과 밀접한 관련이 있음을 알

수 있었다.

찾아보기 낱말 : 사지발생, 형태형성, 세포자멸사, 공초점 레이저 주사현미경

교신저자 : 김원식(충남대학교 의과대학 해부학교실)
전자우편 : wonsikk@cnu.ac.kr



간엽세포들이 가쪽으로 이동하여 뒷다리싹을 형성

함으로써 시작되며, 이 후 뒷다리싹은 길어지면서

라켓모양의 발판을 형성하고, 이어 각 발목뼈, 발허

리뼈 및 발가락뼈들을 형성할 중간엽세포들의 농축

이 일어나고 발가락열의 형성이 뒤따른다. 발가락열

사이에 있는 중간엽세포들은 대량으로 세포자멸사

를 일으켜 패임이 형성되고 이것이 깊어지면서 정

상적인 발가락이 형성되는 것으로 알려져 있다

(Wolpert 1991, Mglinets 1993, Kim 등 1996). 이같은

발생과정중에 일어나는 세포자멸사는 형태형성 과

정에서 비교적 단순한 시간적 단계와 공간적 형식

을 따라 순차적으로 일어나는 것으로 보이며, 불필

요한 세포들을 제거하므로써 복잡한 조직발생과 기

관발생을 달성하는데 중요한 역할을 하는 것으로

생각된다(Garcia 등 1993, Kochhar 등 1993, Tone 등

1994, Hopkinson-Woolley 등 1994, Zaken 등 1994,

Mori 1995, Nishikawa와 Sasaki 1996, van der Hoeven

등 1997, Kwon과 Kim 1997).

세포자멸사는 형태형성 과정 중 불필요한 세포들

을 제거할 뿐만 아니라 기형형성에 있어서도 매우

중요한 기전으로 작용할 것으로 보인다. 즉, 정상 발

생과정중 외부요인에 의해 세포자멸사가 억제 또는

촉진되면 다양한 형태이상과 숫적이상이 초래될 수

있다. 여기에 속하는 것들로 방사선 (Haimovitz-

Friedman 등 1994), 항암제 (Lee 등 1998) 등이 알려

져 있다. 생체에 방사선을 조사하면 세포자멸사의

신호전달기전에 상당히 중요한 역할을 하는 것으로

밝혀진 단백분해효소인 caspase (CPP32-like caspase)

가 활성화되어 핵안에 존재하면서 손상된 DNA복구

에 관련된 단백질인 PARP (poly (ADP-ribose) poly-

merase)를 절단하여 세포내 신호전달 불균형을 유

발시켜 세포자멸사를 초래한다고 알려져 있다

(Nicholson 등 1995, Allen 등 1998, Sakahira와 Enari

1998, Widmann과 Gibson 1998). 그러나 이는 방사

선에 의해 비가역적인 세포손상을 일으키는 세포괴

사에서 나타나는 현상으로, 시공간적으로 일부 가역

성을 갖는 세포자멸사와의 관련성에 대한 연구는

희소한 실정이다. 이에 착안하여 저자들은 흰쥐의

뒷다리 발생 시작시기에 방사선을 조사한 후 발생

단계별로 희생시켜 대조군과 실험군을 관찰 비교하

여 방사선으로 인한 뒷다리 기형형성과 세포자멸사

와의 사이에 의미있는 관련성이 있음을 확인하고

이를 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 실험동물

본 실험에 사용한 실험동물은 흰쥐 (Sprague-

Dawley계통)로서, 생후 8주령의 암컷 60마리와 수

컷 10마리를 구입하여, 본 대학 동물사육장에서 온

도 18±2�C, 습도 60±10%의 환경하에서 일반식이

와 충분량의 물을 공급하면서 2주간 사육한 후 실

험에 사용하였다. 이들중 암컷 45마리는 방사선을

조사하는 실험군으로 정하고, 15마리는 방사선을 조

사하지 않은 정상대조군으로 하였다. 우선 이들을

임신시키기 위하여 저녁 7시부터 11시경까지 암수

한 마리씩 합사하고 교미를 확인한 후 다음날 아침

8시에 분리시켜 암컷의 질전이 확인되면 이날을 임

신 0일로 정하였다.

2. 방사선 조사

실험군은 흰쥐 태아에서 뒷다리발생이 시작되는

시기인 임신 10.7일에 임신한 어미를 polyurethane

box내에 가두고 방사선을 2 Gy 선량으로 조사하였

다. 이 때 사용된 방사선속의 종류는 6MV-X선

(Mevatron 67, Siemens, Germany)을 사용하였으며,

조사면적은 7×7 cm, 조사거리 100 cm에서 배골반

부를 향해 단일 전신조사하였다. 6MV-X선은 피하

1.5 cm 깊이에서 최대선량이 형성되므로 태아에서

최대선량이 균일하게 조사되도록 하였다. 방사선량

의 결정은 다른 문헌 (Lee 등 1998)을 참고로 수 차

례에 걸친 예비실험 결과 태아의 자궁내 사망이 최

소이면서 뒷다리기형이 가장 많이 나타나는 2 Gy로

정하였다.

3. 외부기형 관찰

대조군과 실험군은 외부기형 관찰을 위해 임신

14.7일, 15.7일, 16.7일에 각각 대조군 5마리와 실험
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군 10마리씩을 에테르 (ether) 마취하여 개복하고 자

궁 전체를 절제해 생리식염수를 담은 페트리 디쉬

(Petri dish)에 놓고 임신주머니의 수, 생존 태아의

수 및 흡수되었거나 흡수중인 태아의 수를 계수한

다음 각 태아의 체중을 측정하고 10% 중성포르말린

완충용액에 고정하였다. 고정된 태아는 입체현미경

하에서 뒷다리의 선천성 기형을 관찰하였다.

4. TUNEL 면역염색

발생중인 뒷다리에서 세포자멸사의 변화를 관찰

하기 위해 발가락 가쪽면 조직을 취하여 TUNEL

(TdT-mediated dUTP biotin nick end-labeling) 면역

염색을 시행하였다. TUNEL 면역염색은 ApopTag

kit (Oncor co. USA)를 사용하였다. 우선 통상적인

방법으로 파라핀 포매한 조직을 5 µm 두께로 절단

한 후 슬라이드를 만들어, 탈파라핀과정을 거친 다

음 0.05 M 인산염완충용액(phosphate buffered saline,

PBS) 용액 (pH 7.4)으로 5분간 수세한 후 proteinase

K (20 µg/mL in PBS)로 실온에서 25분간 반응시킨

후 증류수로 2분간 4회 수세하여 핵산에 둘러싸인

단백질을 제거하였다. 또한 내재성 peroxidase 활성

을 제거하기 위하여 2% H2O2액에 30분간 반응시킨

다음 0.05 M PBS 용액으로 5분간 2회 세척하고,

equilibration buffer에 10분간 반응시켜 주변부의 비

특이적 반응을 억제하였다. 이 후 TdT 32 µL와 reac-

tion buffer 76 µL를 혼합한 working strength TdT

(108 µL/slide)에 37�C humidified chamber에서 1시

간 동안 반응시켰다. 이들 조직은 37�C로 데운 work-

ing strength stop/wash buffer에 실온에서 10분간 담

근 후, 0.05 M PBS 용액으로 5분간 3회 세척하고

anti-digoxigenin-peroxidase에 실온에서 humidified

chamber에서 5시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난

조직은 0.05 M PBS 용액으로 5분간 6회 세척 후

0.05% diaminobenzidine (DAB)에 0.02% H2O2를 첨

가하여 20분간 발색시켰으며, 0.5% methyl green (in

0.1 M sodium acetate, pH 4.0)에 10분간 실온에서 대

조염색하고 수세 후 100% butanol과 xylene과정을

거쳐 mounting medium으로 봉입하였다. 이를 공초

점레이저 형광현미경 (confocal laser scanning micro-

scope, Carl Zeiss LSM 510, Yena, Germany)을 이용

하여 녹색형광과 투과 이미지를 합쳐 사진 촬영하

였다.

5. 통계학적 처리

본 실험에서 측정한 계측치들은 SPSS를 이용하

였다. 대조군과 실험군간의 임신주머니의 수, 태아생

존율은 빈도분석 및 태아체중의 평균비교는 독립표

본 T 검정을 통해 분석하였다.

결 과

1. 임신주머니수, 태아 생존율 및 태아체중의 비교

본 실험에서 임신 14.7일에 대조군 흰쥐의 평균

임신주머니의 수는 16개였고 평균 태아의 수는

15.4마리로 태아 생존율은 약 96.3%였으며, 방사선

조사군의 평균 임신주머니 수는 16.5개였고 평균

태아의 수는 15.7마리로 태아 생존율은 약 95.2%였

다. 평균 임신주머니의 수와 태아 생존율은 비슷하

였으나 태아의 평균 체중은 대조군이 137.50±

10.55 mg, 실험군이 127.70±8.32 mg으로 실험군이

현저히(p⁄0.01) 낮았다(Table 1).

임신 15.7일에 대조군 흰쥐의 평균 임신주머니의

수는 15개였고, 평균 태아의 수는 14마리로 태아생

존율은 약 93.3%였으며, 방사선 조사군의 평균 임신

주머니 수는 16.5개였고, 평균 태아의 수는 15.5마리

로 태아 생존율은 약 93.9%였다. 평균 임신주머니의
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Table 1. The pregnancy outcome on GD 14.7 after X-ray irra-
diation

Measurement\Groups Control X-ray

Number of dams 5 10

Number of pregnant sacs 80 (16) 165 (16.5)(average)

Number of live fetuses 77 (15.4) 157 (15.7)(average)

Survival rate (%) 96.3 95.2

Body weight of fetuses 137.50±10.55 127.70±8.32*(M±SD, mg)

*: p⁄0.01, GD : gestation day



수와 태아 생존율은 비슷하였으나 태아의 평균 체

중은 대조군이 316.40±26.49 mg, 실험군이 227.8±

24.86 mg으로 실험군이 현저히 (p⁄0.01) 낮았다

(Table 2).

임신 16.7일에 대조군 흰쥐의 평균 임신주머니의

수는 14개였고, 평균 태아의 수는 14마리로 태아 생

존율은 약 100%였으며, 방사선 조사군의 평균 임신

주머니 수는 13.8개였고, 평균 태아의 수는 12.8마리

로 태아 생존율은 약 92.8%였다. 평균 임신주머니의

수와 태아 생존율은 비슷하였으나, 태아의 평균 체

중은 대조군이 480.00±29.81 mg, 실험군이 423.80

±44.44 mg으로 실험군이 현저히 (p⁄0.01) 낮았다

(Table 3).

2. 발가락 형태형성 관찰소견

발생 14.7일의 대조군에서는 발생중인 발이 라켓

모양으로 납작하게 퍼져 발판을 형성하였고, 발가락

열이 분화되어 있었으며, 그들 사이의 발가락패임은

현저하지 않았다. 이 시기의 세포자멸사 소체는 주

로 발판의 안쪽모서리와 가쪽모서리 몸쪽부위에서

광범위하게 산재되어 있었으며 밀도도 높았다. 그러

나 임신 10.7일에 2 Gy의 방사선을 조사한 실험군

에서는 발은 라켓모양을 갖추고 발가락열들도 발달

되었으나 발가락패임은 나타나지 않아 대조군보다

형태형성이 지연되고 있음을 알 수 있었으며, 세포

자멸사 소체들도 대조군과 같이 발판의 안쪽∙가쪽

모서리 몸쪽부위에서 관찰되었으나 그 출현 정도가

현저히 적었다(Fig. 1a, b).

발생 15.7일의 대조군 발가락을 보면 발생 14.7일

에 비해 발판은 커지고 발가락열은 길어졌으며, 발

가락패임도 비교적 현저해졌다. 세포자멸사 소체들

도 발판의 안쪽∙가쪽모서리 몸쪽부위에 높은 밀도

로 산재되어 있었다. 그러나실험군에서는 대조군보

다 발의 발생이 지연되는 소견을 보였으며, 세포자

멸사 소체의 출현도 대조군에 비해 그 밀도가 현저

히 낮았다(Fig. 2a, b).

한편, 발생 16.7일의 대조군 발가락을 보면 발가

락 사이의 패임은 매우 현저해졌으며, 세포자멸사

소체들은 발가락패임쪽 발가락 상피와 발가락열 사

이막 조직에 분포되어 있었다. 그러나 실험군에서는

대조군에서와 마찬가지의 형태형성은 진행되고 있

었으나 그 정도는 지연되고 있었다. 한편, 이 시기에

는 실험군에서도 대조군과 같이 발가락패임쪽 발가

락 상피와 발가락열 사이막 조직에서 활발한 세포

자멸사 소체를 관찰할 수 있었다(Fig. 3a, b).

3. 방사선으로 유발된 흰쥐 뒷다리의 선천성 기형

본 실험에서 관찰된 흰쥐 뒷다리의 선천성 기형

을 보면 대조군에서는 모두 정상으로 나타났으나

실험군에서 발가락 결핍증과 발판형성의 비대칭성

이 관찰되었다. 발가락의 수적 이상은 모두 발가락

결손증이었으며, 14.7일에는 대조군과 실험군 모두

에서 발가락패임이 현저하지 않아 정확한 발가락

개수 확인이 불가능하였으나, 다른 일령에서는 실험

군에서 발가락이 4개인 기형은 오른쪽이 15.7일에
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Table 3. The pregnancy outcome on GD 16.7 after X-ray irradi-
ation

Measurement\Groups Control X-ray

Number of dams 5 10

Number of pregnant sacs 70 (14) 138 (13.8)(average)

Number of live fetuses 70 (14) 128 (12.8)(average)

Survival rate (%) 100 92.8

Body weight of fetuses 480.00±29.81 423.80±44.44*(M±SD, mg)

*: p⁄0.01, GD : gestation day

Table 2. The pregnancy outcome on GD 15.7 after X-ray
irradiation

Measurement\Groups Control X-ray

Number of dams 5 10

Number of pregnant sacs 75 (15) 165 (16.5)(average)

Number of live fetuses 70 (14) 155 (15.5)(average)

Survival rate (%) 93.3 93.9

Body weight of fetuses 316.40±26.49 227.8±24.86*(M±SD, mg)

*: p⁄0.01, GD : gestation day



13마리, 16.7일에 25마리 나타났으며, 왼쪽은 15.7일

에 25마리, 16.7일에 18마리 나타났고, 발가락이 3개

인 기형은 오른쪽이 15.7일에 18마리, 16.7일에 15

마리였고 왼쪽은 15.7일에 15마리, 16.7일에 10마리

였으며, 발가락이 2개인 기형 즉 발파열은 15.7일에

는 오른쪽 28마리, 왼쪽 18마리였고, 16.7일에는 오

른쪽과 왼쪽 모두에서 3마리씩 관찰 되었다. 일령별

로 보면, 15.7일에는 오른쪽 59마리, 왼쪽 58마리의

숫적 이상이 관찰되었고, 16.7일에서는 오른쪽 43마

리, 왼쪽 31마리의 숫적 이상이 관찰되었다. 전체적

으로 오른발이 102마리였고, 왼발이 89마리로 양쪽

의 숫적 차이는 현저하지 않았으나, 특별히 오른발

에서는 발파열이 28마리로 왼발의 18마리보다 더

많이 나타나 오른발의 기형이 좀 더 심한 것으로

생각되었다(Table 4).

발가락 형태의 대칭성에 있어서는, 오른쪽에 비대

칭이 있는 예는 14.7일에 120마리, 15.7일에 65마리

및 16.7일에 30마리였고, 왼쪽에 비대칭이 있는 예

는 14.7일에 95마리, 15.7일에 30마리 및 16.7일에

10마리로 나타나 오른쪽이 왼쪽에 비해 유의하게 (p

⁄0.01) 많이 나타났다(Table 5).

고 찰

세포자멸사는 1972년 병리학자 Kerr가 간세포 괴

사를 관찰하던 중 기존에 알려져 있던 세포괴사와

는 다른 형태학적 세포 소실 소견을 발견하고 명명

한 것으로 (Kerr 등 1972), 1990년대 들어 이러한 세

포자멸사가 광범위한 생체 조절기능에 관여한다는

것이 밝혀졌다. 지금까지 세포자멸사가 관여하는 것

으로 밝혀진 현상으로는 개체의 발생에서 발가락형

성, 망막 발생 및 구개융합, 곤충의 변태, 성체에서

가역적으로 팽창을 거듭하는 조직의 퇴행 즉 부신

겉질, 전립샘 및 젖샘 등의 퇴행과 자궁속벽과 난포

의 퇴축과 같은 생리적 현상과 이외에도 종양의 발

생과 신경질환과 같은 병적 현상은 물론 방사선이

나 독성물질에 의한 조직손상과 같은 외부적 자극

에 의해서도 세포자멸사가 유발되고 있음이 밝혀졌

다 (Haimovitz-Friedman 등 1994, Lee 등 1998). 즉,

세포자멸사는 특정한 생리적 신호 또는 세포사멸인

자로 인해 유발될 뿐 아니라, 다양한 외부적 자극에

의해서도 초래됨을 의미한다.

본 실험에서 실험군이 대조군에 비해 발가락열

형성 정도와 발가락패임의 깊이가 14.7일과 15.7일

에는 현저히 저하되어 있었고, 세포자멸사 소체의

상대적 밀도는 14.7일에 현저하게 낮았는데, 이는

발가락 형태 형성에 결정적으로 작용하는 세포자멸

사가 방사선에 의해 억제되었음을 의미하는 것으로

본다. 정상적으로는 발가락열 사이막을 형성하고 있

는 세포들이 세포자멸사를 일으켜 떨어져 나가야만

온전한 발가락이 형성된다. 그러나 본 실험에서 방

사선에 의해 세포자멸사가 억제된 것은 뒷다리 발

생과정중 뒷다리싹 형성 시점인 발생 13.7일에 노

출된 방사선에 의해 뒷다리분화를 주도하고 있는

선단외배엽능선 세포들중 일부가 사망 또는 억제되

어 그곳으로부터 분비되는 성장인자 등의 부족으로

발가락분화가 지연되기 때문으로 생각된다. 한편,

16.7일에 이르기까지 성장지연은 계속되고 있으나

세포자멸사 소체가 대조군과 비슷하게 출현한 것은

이 세포들이 방사선의 영향으로부터 회복되었기 때

문으로 생각된다. 즉, 방사선에 의한 세포자멸사의
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Table 4. Numerical anomalies of the digits of hindlimbs in the
rat fetuses after irradiation on GD 13.7

Side digital count\GD 14.7 15.7 16.7

4 0 13 25

Right limb
3 0 18 15
2 0 28 3

Total 0 59 43

4 0 25 18

Left Limb
3 0 15 10
2 0 18 3

Total 0 58 31

GD : gestation day

Table 5. Asymmetry of the hindlimbs in the rat fetuses after
irradiation on GD 13.7 (%)

Side\GD 14.7 15.7 16.7 Total

Right limb 120 (76.4) 65 (41.9) 30 (23.4) 215 (48.9)
Left limb 95 (60.5) 30 (19.4) 10 (7.8) 130 (29.5)*

*: p⁄0.01, GD : gestation day



억제기전 (caspase, NF-kB, Bcl-2, sphingomyelinase

등)이 일시적으로 억제되었다가 재개되었음을 의미

하는 것으로 보인다 (Nicholson 등 1995, Allen 등

1998, Sakahira와 Enari 1998, Widmann과 Gibson

1998). 그러나 본 실험에서 합지증 등의 다양한 형

태이상이 초래된 것은 방사선의 영향으로부터 회복

은 되었으나 분화가 지연되어 나타난 결과로 발생

의 시기특이성 때문에 (Lee 등 1998) 더 이상 분화가

일어나지 못하여 초래된 결과로 생각된다.

또한 본 실험에서는 정상보다 적은 수의 발가락

을 가진 4발가락기형, 3발가락기형 및 발파열등이

실험군에서 관찰되었는데 이 또한 세포자멸사와 밀

접한 관련이 있는 것으로 생각된다. 즉 방사선에 의

해 뒷다리의 분화를 주도하는 선단외배엽능선 세포

수의 감소나 기능저하가 일어나 그 아래에 있는 중

간엽으로 보내는 신호의 부족이 초래되고 그로 인

해 5개의 발가락을 결정할 연골모델이 제대로 형성

되지 않아 발가락 감소증이 나타난 것으로 보인다.

즉 이 기형형성 과정은 방사선에 의해 유발된 선단

외배엽능선 세포들의 세포자멸사 때문에 일어난 결

과로 생각할 수 있겠다. 그러나 한편으로는 외형상

발가락 감소증이 발가락 발생지연으로 인해 발가락

사이막 중간엽조직을 구성하고 있는 세포들이 세포

자멸사를 일으킬 시기를 놓쳐 초래된 발가락 융합

증으로 생각할 수도 있겠다. 즉 발가락을 포함한 모

든 기관의 발생은 시기 특이적이기 때문에 방사선

의 영향으로 발가락사이막 중간엽세포들이 정상적

으로 능동사망을 일으키는 시기를 지나 발가락 사

이막이 형성되었기 때문에 더 이상 세포자멸사가

일어나지 않아 발가락 융합증이 생긴 경우로 생각

된다. 이를 확인하기 위해서는 모든 기형태아의 조

직표본을 만들어 발가락뼈들을 관찰해야 할 것으로

생각된다. 그러나 어떤 경우이든 뒷다리싹 발생시기

에 조사한 방사선에 의해 선단외배엽능선 세포들에

세포자멸사가 일어났기 때문에 초래된 것임은 확실

하다고 보며, 따라서 방사선에 의한 발가락의 숫적

및 형태이상은 뒷다리싹 발생시기에 이미 결정된

것이라고 할 수 있다.

이와같이 발가락의 기형형성에 있어 뒷다리싹의

선단외배엽능선이 결정적 구조로 알려져 있으나 본

실험을 실시하면서 저자들은 선단외배엽능선 바로

아래에 위치한 중간엽세포들의 상호작용을 고려해

야 할 것임을 발견하였다. 즉 선단외배엽능선 세포

들에서 분비되는 인자들에 의해 중간엽세포들의 분

화가 결정되지만 방사선 조사가 이 중간엽세포들에

도 직접적인 영향을 미쳐 세포사망, 대사억제, 운동

성의 억제 등을 일으켜 연골로의 분화를 저해했기

때문에 기형이 발생되었을 가능성 (Lee 등 1998)도

함께 고려해야 될 것으로 생각되었다. 동시에 중간

엽세포의 부족은 선단외배엽능선 상피세포와의 상

호작용 즉 대화에 필요한 인자의 부족을 초래한 것

도 기형형성과 유관한 것으로 생각할 수 있었다. 그

러나 발가락기형이 오른쪽에서 현저하게 많이 나타

나는 현상에 대해 어느 한 쪽이 기관분화에 있어

우세함을 의미하는 것이라는 점 외에는 명확한 기

전이 밝혀지지 않은 실정 (Lee 등 1998)이지만, 양측

의 발생시기의 미세한 차이 또는 양쪽 발가락 선단

외배엽능선세포들이 갖는 기형유발물질에 대한 미

세한 감수성의 차이등도 함께 고려되어야 할 것으

로 생각된다. 

세포자멸사는 매우 정교하게 프로그램된 과정을

거치면서 새로운 유전자가 발현되고 특이한 형태학

적 변화를 보이면서 세포가 사멸하는 것으로 이 과

정에는 caspase, NF-kB, Bcl-2 단백, sphingomyeli-

nase, DNA와 미토콘드리아를 절단하는 효소 등 다

양한 신호전달물질이 관여하고 있는 것으로 알려져

있다. 한편, 세포는 이에 대응하는 여러 기전을 갖고

있는 것으로 알려져 있다. 다양한 스트레스에 의해

유도되는 HSPs (heat-shock proteins)의 과발현이 세

포자멸사를 유발하는 인자에 노출된 세포의 생존을

증가시키고, HSPs의 과발현은 TNF에 의해 유도되

는 세포자멸사를 억제하고 (Schendel 등 1997) 산화

적 스트레스, TNF, CD95, staurosporine, 항암제에 대

한 저항성을 증가시킨다 (Mehlen 등 1996)고 한다.

염증유전자 발현의 매개체로서 알려져 있는 NF-kB

도 세포자멸사를 억제하는 주요 전사요소로, NF-kB

RelA-knockout mice에서 출생전 간세포가 과도한 세

포자멸사를 일으키는 것이 바로 이를 입증해 준다

(van Antwerp와 Verma 1996, Beg와 Baltimore 1996,

Wang 등 1996). 세포자멸사는 Bcl-2에 의해서도 억
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제된다 (Allen 등 1998). 그 예로 ICE (interleukin-1β
convertase enzyme) 유전자를 배양 중인 흰쥐 세포

에 주입하여 ICE단백이 세포를 죽이는 것을 확인한

실험에서 ICE에 의한 세포자멸사가 Bcl-2에 의해서

억제된다는 것이 밝혀졌다 (Schendel 등 1997). 반면

에 p53은 세포자멸사의 촉진인자 (prmotor)로 작용

하는 것으로 잘 알려져 있다 (Yonish-Rouach 등

1991). 본 실험에서 방사선 조사로 인해 발생한 뒷다

리 기형이, 발생이 진행됨에 따라 감소되고 또한 세

포사망분체 밀도의 변화양상을 살펴봤을 때 방사선

이라는 외부 스트레스가 정상적으로 발가락열 형태

형성에 관여하는 세포자멸사 억제단백들을 발현시켰

을 것으로 추정된다. 또한 시간이 지나면 방사선 조

사 후 억제되었던 세포자멸사가 재개되어 정상적인

발달양상을 나타내는 것으로 추정된다.

본 실험에서는 방사선이 뒷다리 선단외배엽능선

세포에 세포자멸사를 유발하므로써 다양한 형태이

상을 일으킨 것으로 밝혀졌으나, 또다른 실험에서는

30 Gy의 방사선을 HL-60세포에 조산 바 5시간까지

는 생존율이 감소하다가 그 이후에는 다시 생존율

이 증가함을 보여 주었는데, 이것은 세포에 방사선

이 조사되었을 때 일부 세포는 자극을 이기지 못하

고 사멸되는 반면, 나머지 살아남은 세포는 자신을

살리기 위한 기전에 의해 회복된다는 보고(Haimov-

itz-Friedman 등 1994)도 있다. 이는 최근 방사선저

항성 또는 방사선적응성 (hormesis)과 관련하여

(Wang과 Cai 2000) 발생과정에서 좀 더 연구해야할

과제로 보인다. 

본 실험을 통해 방사선이 정상적인 발가락 형성

과정중 선단외배엽능선 세포들에 세포자멸사를 일

으켜 다양한 숫적 및 형태적 발가락이상을 초래하

는 기형형성기전의 일부를 확인할 수 있었으나, 좀

더 확실한 기전을 밝히기 위해서는 향후 단백질 분

석, 면역조직화학 및 전자현미경 관찰 등 추가적인

연구가 이루어져야 할 것으로 생각된다.
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Legends for Figures 

Fig. 1. Confocal laser scanning micrographs of apoptotic figures at the lateral border of developing digit of the rat fetus at GD 14.7. 1a :
control group, 1b : experimental group. ×400. Apoptotic bodies (arrowheads) were decreased markedly in experimental group.

Fig. 2. Confocal laser scanning micrographs of apoptotic figures at the lateral border of developing digit of the rat fetus at GD 15.7. 2a :
control group, 2b : experimental group. ×400. Density of apoptotic bodies (arrowheads) was similar in both control and
experimental groups.

Fig. 3. Confocal laser scanning micrographs of apoptotic figures at the lateral border of developing digit of the rat fetus at GD 16.7. 3a :
control group, 3b : experimental group. ×400. Density of apoptotic bodies (arrowheads) was similar in both control and
experimental groups.
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Abstract

Changes of Apoptosis After X-irradiation During the 
Hindlimb Development in the Rat Fetus

Won-Sik Kim, Soo-Il Kim, Moon-June Cho1, Geun-Ja Cho2, Seung-Ro Han, 
Dal-Sun Cha, Seung-Taek Song, Hyun-Woo Kyeong, Jeong-Ho No

Department of Anatomy and 1Therapeutic Radiology, College of Medicine, Chungnam National University
2College of Visual Images and Health, Kongju National University

Ionizing radiation exerts harmful effect during the limb development, but the exact mechanism is still largely

unknown.

In this study, 2 Gy of X-ray irradiated to the rat fetuses on gestation day of 13.7 when the hindlimb buds appear, and

sacrificed at GD 14.7, GD 15.7 and GD 16.7, respectively. To reveal the changes of apoptotic figures between control

and experimental groups, TUNEL immunohistochemistry and confocal laser scanning microscopy were carried. 

Mean body weight of fetuses of irradiated groups were decreased significantly compared to the control group.

Numerical digit anomalies and asymmetries between right and left sides were increased significantly in the irradiated

group compared to control group. Some digit anomalies were increased significantly in the right side.

Radiation-induced decrement of the density of apoptotic figures on GD 14.7 was presumed to be related with foot

and digit anomalies.
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