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태아의 기형발생 원인 중 하나인 산모고열은 중추신

경계를 포함하여 여러 가지 기형을 일으키는 기형유발

물질 (teratogen)로 이미 널리 알려져 있다. 산모가 고열

에 노출되면 태아는 뇌노출증 (exencephaly), 눈없음증

(anophthalmia), 신경관결손 (neural tube defects)과 입천

장갈림증(cleft palate)을 포함한 안면갈림증(facial cleft)

등이 유발되며 뼈대기형(skeleton abnormalities)을 일으

킨다(Finnell 등 1993). 척추동물에서 팔다리는 축옆중배

엽 (paraxial mesoderm)과 가쪽중배엽(lateral mesoderm),

신경능선 (neural crest)에서 기원한다. 축옆중배엽은 농

축되어 몸분절(somite)을 형성하고, 몸분절은 다시 배쪽

안쪽의 뼈분절 (sclerotome)과 등쪽 가쪽의 피부근육분

절 (dermomyotome)로 분화하며, 뼈분절 세포는 형태가

다양해지면서 중간엽을 형성하여 팔다리싹 (limb bud)

을 형성한다 (de Crombrugghe 등 2001). 팔다리싹 형성

을 시작으로 팔다리는 중간엽 조직과 이를 덮고 있는

한 층의 입방형 외배엽 세포로 구성되며, 가쪽중배엽의

벽쪽층에서 유래된 중간엽 조직이 팔다리의 뼈와 결합

조직을 형성하게 된다. 팔다리싹 끝의 외배엽층은 중간

엽의 자극을 받아 두꺼워져서 꼭대기외배엽능선 (apical

ectodermal ridge)을 형성한다 (Rawls와 Olson 1997). 꼭

고열에 의한 생쥐 배아의 긴뼈 발생 지연
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간추림 : 임신 중 산모가 고열에 노출되면 태아의 선천성 기형 발병률이 높아진다는 다양한 연구 결과가 발표

되었다. 태아의 성장 지연, 선천성 기형, 유산 등을 일으키는 산모 고열은 선천성 기형유발물질 중의 하나로 알

려져 있으나 그 기전에 대한 규명은 아직 미비한 실정이다. 산모의 고열은 중배엽 기원의 앞다리 근육에 작용하

는 여러 단백질의 발현을 지연시켜 근육발생에 영향을 주는 것으로 알려져 있다. 이에 본 연구에서는 중배엽 기

원의 위팔뼈의 초기 발생과정에서 발현되는 단백질에 산모 고열이 어떠한 영향을 주는 지 알아보고자 하였다. 

8주령 ICR계 암수 생쥐를 합사하고 다음 날 아침 질마개가 확인되면 발생 제0일로 정하고 임신이 확인된 날

로부터 제8일에 6분간 모체열충격을 시행하였다. 발생 제11일, 13일, 15일 및 17일에 경추탈골법으로 산모를 희

생하고 자궁을 절개하여 배아를 적출하였다. 배아에서 뇌탈출증이나 눈없음증이 관찰되면 실험군으로 정하였다.

배아의 외형을 관찰한 후 긴뼈의 일종인 위팔뼈를 적출하여 western blot과 면역조직화학염색법을 이용하여

FGF8, SOX9 및 collagen II의 발현을 발생 시기에 따라 추적하였고, alizarin red S 및 alcian blue 이중염색법으로

발생 제17일 위팔뼈를 관찰하였다. 

Western blot 결과 FGF8은 발생이 진행되어도 대조군에 비하여 발현이 지속되고 있었으며, SOX9은 발생 제

13일까지 계속 증가하였고, collagen II는 대조군에 비하여 발현이 증가되어 있었다. Alizarin red S 및 alcian blue

이중염색결과 실험군 위팔뼈는 대조군에 비하여 뼈발생이 지연되었다. 

이상의 결과를 종합하면 산모 고열은 팔다리의 초기 발생 및 긴뼈발생 동안 전반적으로 발현되는 FGF8과 중

간엽세포의 농축 및 연골세포의 증식에 관여하는 SOX9, 연골바탕질에서 발현되어 중간엽세포가 연골모세포로

분화할 수 있도록 중간엽세포의 농축을 유도하는 collagen II의 발현을 지속시켜 연골속뼈발생 과정을 지연시킴

을 알 수 있었다.
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대기외배엽능선 바로 밑에 있는 중간엽 조직은 분화하

지 않고 빠른 속도로 증식하며 이후 꼭대기외배엽능선

의 영향을 받지 않는 세포가 연골과 근육으로 분화하기

시작한다. 이러한 방식으로 몸쪽에서 먼쪽 방향으로 팔

다리의 발달이 진행된다(Albertson과 Yelick 2005). 

팔다리발생과정 초기에 여러 인자들의 신호와 전사과

정이 관여하고, 이들의 발현시기와 기능 역시 순차적인

단계로 이어진다. 꼭대기외배엽능선이 생기고 fibroblast

growth factor (FGF)4와 8이 발현되며, 이들에 의해서 꼭

대기외배엽능선 가까이에 있는 중간엽세포가 빠르게 분

열한다. 이때 FGF8의 영향 하에 팔다리싹이 성장함에

따라 몸쪽의 중간엽이 외배엽능선의 영향을 벗어나게

되고 세포분열이 느려지면서 분화가 시작된다 (Heikin-

heimo 등 1994). FGF는 상피세포, 중배엽세포 및 신경

외배엽기원세포의 증식과 분화를 담당하며, 생쥐에서는

22개의 아형이 있다고 알려져 있다 (Powers 등 2000).

이중 FGF2, 4, 8, 10은 척추동물의 팔다리 발생에 중요

한 역할을 한다. 특히 FGF8은 초기배자발생에 중요한

역할을 하며, 발생중인 생쥐의 여러 조직에서 발현되어

창자배형성(gastrulation), 얼굴, 팔다리 및 중추신경계의

발생에 필수적인 단백질이다 (Vogel 등 1996, Sun 등

1999, Tucker 등 1999). 또한 닭 배아의 팔다리발생 초

기에 꼭대기외배엽능선으로 추정되는 부위에서 FGF8이

발현되고, 이후에도 지속적으로 FGF8이 팔다리싹 (limb

bud)에서 발현되므로 FGF8은 팔다리의 초기발생에 중

요한 인자이며 (Crossley 등 1996), Vogel 등 (1996)은

FGF8을 배자의 옆구리에 이식하면 부수적인 팔다리가

발생하는 것을 관찰하여 FGF8은 팔다리의 성장을 증진

시키는 인자라고 하였다. 

전사인자인 SOX9은 중간엽세포의 농축을 유발하여

연골발생을 개시한다 (Bi 등 1999). SOX9은 연골발생

초기에 발현되는 전사인자로 SRY family의 일종이며

(Kawakami 등 2006), 농축된 중간엽세포와 증식중인 연

골세포에서 발현하고 비후연골세포에서는 발현되지 않

는다(Kronenberg 2003). SOX9-/-생쥐 키메라에서는 연

골이 형성되지 않고 더욱이 중간엽은 연골세포특이표

지자를 발현하지 않는다 (Bi 등 1999). 그러나 SOX9++/-

돌연변이 생쥐 배아에서는 증식중인 연골세포가 미성숙

한 비후세포가 되고 바탕질을 분비하므로 SOX9은 중

간엽의 농축부터 증식연골세포의 비후세포로의 전환을

포함하여 연골세포발생의 모든 과정을 조절하므로 연골

형성의 조절자로서 역할을 한다고 알려져 있다 (Akiya-

ma 등 2002). 농축된 중간엽세포들은 연골모세포로 분

화하고 연골바탕질에 collagen type II 단백질이 발현된

다. collagen II 단백질은 aggrecan, perlecan 같은 proteo-

glycan 등과 함께 연골바탕질을 구성하는 요소 중 하나

이며, SOX9의 발현과 밀접한 관계가 있고 (Lyons와

Ezaki 2009), 발생중인 긴뼈에서 collagen II는 증식대에

가장 풍부하게 분포하고 있으며 비후연골세포에서 col-

lagen X가 발현함에 따라 점차 감소한다(Schmid와 Lin-

senmeyer 1985). Collagen II 발현이 되지 않는 돌연변이

생쥐는 연골속뼈발생이 일어나지 않아 치명적인 연골

형성장애증(chondrodysplasia)이 나타난다(Li 등 1995). 

따라서 긴뼈 발생과정 동안 이들 여러 단백질이 발

현됨에 따라 연골모세포는 성숙하고 팽창하여 원주형

세포로 발달하면서 연골세포가 된다. 연골세포는 점차

비대해지면서 연골판을 만들어 길이와 너비 성장이 이

루어져 긴뼈 형성이 이루어지고, 바탕질이 풍부해진다

(Bellon 등 2009). 이에 본 연구에서는 고열이 배아의 발

생 시기에 따른 앞다리의 긴뼈발생 과정 중 발현되는

여러 단백질에 미치는 영향에 대하여 알아보고자 한다.

재료 및 방법

1. 실험동물

본 실험은 한양대학교 실험동물윤리위원회의 규정에

따라 진행되었으며, 8주령 ICR계 생쥐(오리엔트바이오,

서울, 한국)를 사용하였다. 암컷생쥐와 수컷생쥐를 3 : 1

비율로 합사하고 다음날 아침 질마개 (vaginal plug)가

확인되면 발생 제0일로 정하고 임신이 확인 된 날로부

터 제8일에 모체열충격을 시행하였다. 배아는 발생 제

11일, 13일, 15일, 17일에 적출하여 관찰하였고, 선천성

기형이 관찰되는 배아를 실험군으로, 정상대조군 배아

를 대조군으로 정하였다. 실험동물은 각 군당 날짜 별로

배아 6마리를 배정하였으며, 실험기간 동안 산모에게는

표준사료와 물을 무제한 공급하였고, 온도 (22±1�C)와

습도 (60±3%), 조명 (12시간 light/dark cycle)을 자동

조절하여 사육하였다. 

2. 모체열충격법

임신이 확인된 날로부터 제8일에 모체열충격을 시행

하였다. 탐침 (probe)이 장착된 디지털 체온계를 모체

직장의 약 2 cm 정도 깊이로 삽입한 후 구멍이 뚫린 50

mL Falcon Tube에 모체를 넣고, 43�C 수조에 배가 잠기

도록 하여 체온변화를 관찰하였다. 직장온도가 43�C에

도달하면 6분간 열충격을 지속하였다. 열충격이 끝난
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후 저체온증을 방지하기를 위하여 신속히 물기를 제거

하고 정상체온으로 회복될 때까지 38�C 부양기 내에

넣어두었다. 대조군은 생쥐의 체온인 38�C에서 6분간

노출시킨 후 38�C 부양기 내에 넣어두었다.

3. 배아적출 및 외형관찰

임신 제11일, 13일, 15일에 모체를 경추탈골법으로 희

생시켜 자궁을 적출한 후 Hank 용액 내에서 자궁을 절

개하여 배아를 적출하였다. 고열에 노출된 배아에서 뇌

탈출증이나 눈없음증이 관찰되면 선천성기형을 동반한

배아로 실험군으로 분류하였다. 배아에서 팔을 분리하

고, 피부, 근육 및 연조직을 제거한 후 위팔뼈를 적출하

여 실험을 진행하였다. 

4. Alizarin red S 및 alcian blue 이중염색

발생 제17일 배아를 적출한 후 피부, 근육 및 연조직

을 제거한 후 어깨뼈를 포함하여 앞다리 전체를 적출하

고 Kimmel과 Trammell (1981)의 alizarin red S 및 alcian

blue 이중염색법을 시행하였다. 위팔뼈는 좌우 구분 없

이 사용하였고, 대조군과 실험군 각각 10개의 위팔뼈를

관찰하였다. 

5. Western blotting

적출한 위팔뼈를 lysis 완충액과 함께 homogenizer를

이용하여 조직을 균질화한 후 4�C에서 12,000 rpm으로

15분간 원심분리하여 상층액을 얻었다. 상층액은 Brad-

ford (1976)법을 이용해 총 단백질량을 정량하였다. 정량

한 단백질은 각 샘플 당 35 μg으로 하여 10~12% SDS-

polyacrylamide gel에서 전기영동 후 membrane으로 전

이시켰다. 5% skim milk가 첨가된 용액으로 1시간 동안

blocking 후 일차항체 FGF8 (1 : 500, R&D, cat.# MAB

323), SOX9 (1 : 500, Santa Cruz, cat.# SC-17341), colla-

gen II (1 : 200, Santa Cruz, cat.# SC-7763)를 4�C에서 12

시간 반응시켰다. 일차항체 반응 후 TBST 완충액으로

10분간 3회 세척한 후 이차항체 (goat anti-rabbit, Santa

Cruz, cat.# SC-2004; horse anti-mouse, Vector, cat# BA

2000)를 1 : 5,000으로 희석하여 1시간 동안 반응시켰다.

다시 TBST 완충액을 이용하여 10분씩 3회 세척 후

Streptavidin-HRP (1 : 2,000, BD Biosciences, cat.# 550946)

을 이용하여 실온에서 30분간 반응 시킨 후 X-ray film

(Kodak, NY)을 이용하여 immunoreactive bands를 현상

하여 측정하였다. 단백질 농도측정은 Gel doc 2000 (Bio

Rad, Italy)을 이용하여 농도단위를 백분율 (%)로 측정

하였다.

6. 면역조직화학염색

적출한 배아의 팔을 4% paraformaldehyde-0.1% glu-

taraldehyde와 0.1 M phosphate 완충액으로 만들어진 고

정액에 5시간 동안 고정하였고, 일반적 조직표본제작법

에 따라 탈수과정을 거친 후 파라핀에 포매하였다. 파라

핀 조직을 6 μm 두께로 절편하고 탈파라핀 과정을 거친

후 0.3% H2O2에서 5분간 내재성 peroxidase를 제거한

다음 PBS로 10분씩 3회 세척하였다. 세척 후 3% goat

serum과 horse serum을 이용하여 실온에서 40분간 반응

시켰다. 일차항체로 FGF8 (1 : 50, R&D, cat.# MAB 323),

SOX9 (1 : 30, Santa Cruz, cat.# SC-17341), Collagen II (1 :

30, Santa Cruz, cat.# SC-7763)를 4�C에서 12시간 반응

시켰고, PBS로 10분씩 3회 세척하였다. 그 후 이차항체

(horse anti-mouse, Vector, cat.# BA 2000; goat anti-rabbit,

Santa Cruz, cat.# SC-2004)를 1 : 200으로 희석하여 실온

에서 30분간 반응시켰다. 이차항체 반응 후 PBS로 3회

세척한 후 30분간 실온에서 avidin biotin peroxidase com-

plex (Vector Co.)를 이용하여 반응시키고 DAB로 3분간

발색시킨 후 1% methyl green으로 대조 염색하고 광학

현미경 (OLYMPUS IX-71, Japan)으로 관찰하였다. 일차

항체를 배제하고 음성대조를 시행하였다. 

7. 통계처리

단백질 농도 측정은 통계 분석 SPSS 17.0 software을

이용하였다. 관찰변인들의 측정 결과에 대한 대조군과

실험집단간의 차이를 알아보기 위해 2 (실험집단)×3

(시간; 11일, 13일, 15일)으로 하여 총 6회를 반복 측정

하여 two-way mixed measure ANOVA를 이용하여 검

증하였다. ANOVA 검사에서 유의한 차이가 있을 경우

Bonferroni test와 T-test를 이용하여 유의한 차이를 알

아내었으며 통계적 유의 수준은 0.05 이하로 설정하였

다. 모든 결과는 평균과 표준편차로 나타내었다.

결 과

1. 외형관찰

발생 제11일, 13일, 15일 생쥐 배아에 미치는 모체열

충격의 영향을 관찰하였다. 외형적으로 발생시기에 관

계없이 뇌탈출증과 눈없음증이 관찰되었다(Fig. 1). 
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2. Alizarin red S 및 alcian blue 이중염색

발생 제17일 배아의 위팔뼈에서 뼈 부분은 적색으로

염색되었고, 연골 부분은 청색으로 염색되었다 (Fig. 2).

대조군에서는 위팔뼈의 중심부에서 뼈발생이 진행되어

적색으로 염색되었으나 실험군에서는 모두 청색으로

염색되어 아직 뼈발생이 일어나지 않고 있었다.

3. Western blotting 소견

1) Fibroblast growth factor 8 (FGF8)

FGF8은 대조군에서는 발생이 진행됨에 따라 발현이

감소하였다. 실험군에서는 발생 제11일에는 대조군 보다

발현이 감소되어 있었으나 발생 제13일과 15일에서는

대조군에 비하여 발현이 현저히 증가하였다. 전반적으

로 대조군은 발생 시기에 따라 발현이 감소하였으나, 실

험군에서는 대조군보다 발현이 증가되어 있었다(Fig. 3).

2) SOX9

SOX9은 대조군에서는 발생이 진행함에 따라 발현이

현저히 감소하였다. 실험군은 발생 제11일에는 대조군

과 비슷한 발현을 보였으나 발생 제13일에는 발현이

현저히 증가하였고, 15일에는 대조군과 유사한 양상을

보였다. 전반적으로 대조군은 발생 제11일에 가장 높게

발현되는 반면 실험군에서는 발생 제13일까지 발현이

계속 지속되었다가 발생 15일에 이르러 발현이 감소하

였다(Fig. 4).

3) Collagen II

Collagen II는 대조군에서는 발생이 진행함에 따라
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Fig. 2. Alizarin red S and alcian blue stain. Control and heat shocked humerus at ED 17. Bony portion is stained with red color, and
cartilaginous portion is blue color. Diaphysis of the control humerus shows more calcified than that of the experimental humerus.

Control group Heat shock group

Fig. 1. External appearance of control and heat shocked embryos on embryonic day (ED) 11, 13 and 15. Exencephalic and anophthalmic
fetuses were found in every developmental days examined.

ED 11 ED 13 ED 15



발현이 점차 감소하였다. 실험군에서는 발생 제11일에

는 대조군과 비슷한 발현을 보였으나 발생 제13일과 15

일에서는 대조군에 비하여 발현이 증가하였다. 전반적

으로 대조군은 발생 시기에 따라 발현이 감소하였고, 실

험군은 발생 제13일까지 증가하다가 15일에 발현이 감

소하였으나 대조군보다는 높게 발현되고 있었다(Fig. 5).

4. 면역조직화학염색 소견

1) FGF8 

FGF8은 세포질에서 양성 반응을 나타내었다. 발생 제

11일 대조군 배아에서 앞다리 중간엽과 꼭대기외배엽

능선에서 강한 반응을 보이는 반면 실험군에서는 대조

군에 비해 중간엽에서 약한 반응을 보이며 꼭대기외배

엽능선에서는 반응을 나타내지 않았다. 발생 제13일 대

조군은 위팔뼈 중심부에서 분화중인 연골세포에서 강한

양성반응을 보였다. 실험군에서는 뼈몸통과 뼈몸통끝에

서 분화중인 중간엽세포에서 강한 양성 반응을 보였다.

발생 제15일 대조군 배아의 위팔뼈에서는 예비대에서

일부 세포가 양성 반응을 보이는 반면, 실험군에서는 예

비대의 많은 세포가 양성반응을 보이고 있었다(Fig. 6).

2) SOX9

SOX9은 발생 제11일 대조군과 실험군에서 비슷한

반응을 보이고 있었다. 발생 제13일에 대조군은 위팔뼈

중심부의 비후연골세포에서 강한 양성반응을 나타내고

있었고, 뼈끝과 뼈몸통끝의 일부 분화중인 중간엽세포

가 양성반응을 나타내고 있었다. 반면, 실험군에서는 분
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Fig. 3. Western blot analysis of fibroblast growth factor (FGF)8 in
control (CON) and heat shock groups. The expression of FGF8 pro-
tein was gradually decreased in CON; however, FGF8 expression in
heat shock group was significantly increased on ED 13 and 15 com-
pared to CON. Data are means±SEM (n==6). **p⁄0.05 comparing
heat shock groups with the control group. ED: embryonic day.
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Fig. 4. Western blot analysis of SOX9 in control (CON) and heat
shock groups. The expression of SOX9 protein was gradually de-
creased in CON. However, in heat shock group, the expression of
SOX9 protein was significantly increased on ED 13 and 15 com-
pared to CON. Data are means±SEM (n==6). **p⁄0.05 comparing
heat shock groups with the control group. ED: embryonic day.
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Fig. 5. Western blot analysis of collagen II in control (CON) and
heat shock groups. The expression of collagen II protein was grad-
ually decreased in CON; however, in heat shock group, the expres-
sion of collagen II protein was significantly increased on ED 13 and
15 compared to CON. Data are means±SEM (n==6). **p⁄0.05
comparing heat shock groups with the control group. ED: embryon-
ic day.
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Fig. 6. FGF8 immunohistochemistry in control (CON) and heat shock groups (HS). Strong positive reaction for FGF8 was observed in
mesenchymal cells and apical ectodermal ridge of CON, and no reaction was revealed in HS on ED 11. On ED 13 differetiating cartilge
cells showed strong positive reaction in central portion of developing humerus; however, condensed mesenchymal cells were located and
revealed positive reaction for FGF8 in HS. A few cells in reserving zone showed positive reaction in CON; on the contrary, many positive
reserving cells were found in HS. All pictures were photographed with ×200 magnification.

ED 11 ED 13 ED 15
FGF8

CON

×200
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Fig. 7. SOX9 immunohistochemistry in control (CON) and heat shock groups (HS). Immunoreaction of CON and HS showed similar
activity on ED 11. On ED 13, maturation zone revealed strong positive reaction in CON; however, in HS, condensed mesenchymal cells
showed positive immunoreaction. Some immunopositive cells were found on reserving and proliferating zone in CON on ED 15 compared
to many positive cells in HS. All pictures were photographed with ×200 magnification.
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화중인 중간엽세포에서 양성반응을 보였다. 발생 제15

일 대조군 배아의 위팔뼈에서는 예비대 및 증식대에서

일부 세포가 양성 반응을 보이는 반면, 실험군에서는 예

비대 및 증식대의 많은 세포가 양성반응을 보이고 있었

다(Fig. 7).

3) Collagen II

Collagen II는 발생 제11일 대조군 배아의 앞다리 중

간엽에서 강한 양성반응을 보이는 반면 실험군에서는

대조군에 비해 중간엽에서 약한 반응을 보였다. 발생

제13일 대조군은 뼈몸통의 비후연골세포에서 강한 양

성반응을 보이고 뼈몸통끝의 분화중인 중간엽세포에서

양성반응을 나타내고 있었으나, 실험군에서는 분화중인

중간엽세포에서 양성반응을 보였다. 발생 제15일 대조

군은 예비대에서 일부 세포가 양성 반응을 보이는 반

면, 실험군에서는 예비대와 증식대에서 양성 반응을 보

이고 있었다(Fig. 8).

고 찰

임신 중 고열은 사람을 비롯하여 모든 동물 종에서

기형을 일으키는 기형유발물질로 알려져 있다 (Edward

등 2003). 고열은 임신 중 산모가 내외부의 환경변화에

따라 정상 체온보다 적어도 1.5�C 이상 중심체온이 상

승한 경우를 의미한다. 임신 중 산모가 사우나 이용, 고

강도 운동, 그리고 독감 등을 포함한 열성질환 등에 노

출되었을 때 고열이 유도된다. 이러한 임신 중 고열은

프로스타글란딘을 증가시키고, 자궁의 활동과 태아의

육체적 고통을 높이고, 세포자멸사를 유도한다 (Lee 등

2009). 따라서 태아는 사산 혹은 자연유산되며, 생존하

는 경우에도 성장지연이나 선천성기형을 일으킨다. 실

험동물에서 산모의 고열은 뇌없음증, 뇌탈출증, 작은뇌

증과 수막척수류, 작은눈증, 눈없음증, 척추갈림증 등의

중추신경계 기형과 그 외 입천장갈림증, 팔다리결손, 몸

통뼈대기형을 유발한다(Edwards 등 2003). 사람의 경우

역학조사에 의하면 임신초기, 특히 임신 12주 이내에 열

성질환이나 잦은 사우나에 의해 무뇌아(Miller 등 1978,

Shiota 1982), 수막척수류 (Chance와 Smith 1978), 작은

눈증(Fraser와 Skelton 1982), 후두부 뇌탈출증(Fisher와

Smith 1981), 얼굴형성부전 (Pleet 등 1981) 등이 발표되

어 있으며, 소하악증 (micrognathia), 외이기형, 심장결손,

요도하열, 위장관결손, 입술갈림증 및 입천장갈림증, 복

벽결손, 가로막탈출증, Hirschsprung disease, Mobius syn-

drome, oromandibular limb hypogenesis spectrum과 자
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Fig. 8. Collagen II immunohistochemistry in control (CON) and heat shock groups (HS). Immunoreaction of mesenchymal cells was stron-
ger in CON compared to HS on ED 11. On ED 13, maturation zone was observed in CON and showed strong positive reaction; however, in
HS, immunopositive mesenchymal cells were observed. On ED 15, some immunopositive cells were found on reserving zone in CON; how-
ever, positive cells were observed in reserving and proliferating zone of HS. All pictures were photographed with ×200 magnification.
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연유산 (Martinez-Frias 등 2001) 등이 보고된 바 있다.

고열에 의한 모든 포유동물의 기형은 정상체온보다 최

소 2.0~2.5�C 이상 체온이 상승되었을 때 나타난다는

Edwards 등 (2003)의 보고와 같이 본 실험에서도 모체

생쥐의 직장 온도가 43�C에 도달하면 6분간 열충격을

시행하였다. 대조군은 생쥐의 체온인 38�C에서 6분간

담가 관찰하였다. 본 실험에서 산모의 고열은 실험군에

서 뇌탈출증과 눈없음증을 유발하였다. 고열은 노출시

기와 노출시간에 따라 다양한 형태의 선천성기형을 유

발하는 것으로 알려져 있다. 흰쥐의 경우 43�C에서 5분

간 고열에 노출되면 머리얼굴기형이 초래되고 (Webster

등 1985), 7분간 노출되면 소안증과 소뇌증이 유발된다

(Walsh 등 1987). 또한 생쥐의 경우 고열에 1회 노출되

는 것보다 2회 노출되었을 때 뇌탈출증의 비율이 증가

하며 (Chernoff와 Golden 1988), 43�C의 열충격을 가한

경우 실험군에서는 90% 이상의 태아에서 척추후방변형

이 관찰된다(Li와 Shiota 1999). 또한 생쥐의 경우 발생

제 8일은 V-자 형태의 태아가 C-자 형태의 태아로 주

름 (folding)이 일어나는 기관형성기에 접어드는 날로써

기형유발물질에 민감한 시기이다(Mirkes와 Little 2000).

본 연구실에서는 발생 제8일에 고열을 유도하여 선천

성기형 유발효과 혹은 예방에 대한 여러 논문을 발표

한 바 있으며 (Kim과 Mirkes 2003, Kim 2005, Oh와

Kim 2005, Yoo 등 2005, Yoo 등 2007, Ahn 등 2008,

Lee 등 2008, Lee 등 2009, Lee 등 2011) 이에 따라 본

실험에도 발생 제 8일에 고열에 노출시켰다. 

뼈발생 과정에는 뼈모세포 또는 중간엽세포가 직접

뼈세포로 분화한 후 뼈를 형성하는 막속뼈발생과 중간

엽세포가 연골모세포로 분화하여 연골을 형성한 후 혈

관의 형성과 함께 뼈모세포가 출현하여 뼈가 형성되는

연골속뼈발생의 두 과정이 있다. 이 중 연골속뼈발생은

주변 조직에서 기원하는 여러 가능성을 가진 중간엽세

포가 여러 인자들의 영향을 받아 연골과 뼈로 분화하

는 과정이다 (Kiyokawa 등 1996). 또한 연골속뼈발생은

분열이 가능한 세포가 결집하여 증식하고 연골모세포

로 분화한 후 연골을 형성하여 길이와 너비 증식을 하

게 되고, 연골형성 후 뼈발생이 이루어지게 되면서 긴

뼈의 길이와 너비 성장을 담당한다(McKibbin 1978). 연

골속뼈발생과정을 겪는 긴뼈는 초기 팔다리싹의 발생

부터 뼈발생이 일어나는 과정에서 여러 인자들의 신호

와 단백질들이 작용하여 발현시기와 기능이 순차적 단

계로 이어진다. 생쥐에서 발생 제11일 팔다리싹 끝의

외배엽층은 중간엽의 자극을 받아 두꺼워져 꼭대기외

배엽능선을 형성하고 (Martin 1990), 이후 FGF8이 발현

되어 중간엽세포의 농축이 일어나고 연골발생이 시작

되면서 난원형의 연골모세포가 발달하기 시작한다(Sun

등 2000). FGF8은 팔다리싹 형성부터 긴뼈발생 단계에

서 전반적으로 발현된다 (Ornitz와 Marie 2002). 더욱이

FGF8은 팔다리싹이 출현할 몸통의 외배엽에서 최초로

발현하고 꼭대기외배엽을 형성을 유도한다(Crossley 등

1996). 또한 FGF8을 발현하지 못하는 limbless 유전자

돌연변이 닭 태아는 꼭대기외배엽능선이 형성되지 않

아 팔다리싹이 출현하지 않는다 (Goldfarb 1996). 본 실

험에서 western blot 결과 FGF8은 발생이 진행됨에 따

라 정상적으로 발현이 감소하였으나 실험군에서는 발생

제13일에 높게 발현하였고, 발생 제15일에 감소하지만

대조군에 비하여 여전히 높은 발현을 보이고 있었고,

면역조직화학염색 결과도 western blotting 결과와 유사

하게 나타났다. 이러한 결과는 생쥐 앞다리 정상발생과

정에서 FGF8이 발생 제9.5일에 꼭대기외배엽능선에서

가장 발현이 높고(Lewandoski 등 2000), 발생 제14.5일

에 증식대 및 비후대의 연골세포에서 약하게 발현한다

는 보고(Minina 등 2005)와 일치하는 것으로 생각된다.

따라서 본 실험에서 고열에 의해 FGF8의 발현이 발생

이 진행됨에 따라 감소하지 않고 오히려 지속되는 것은

긴뼈 성장의 억제 혹은 지연발생과 관계있는 것으로 생

각된다. 

FGF8의 발현 후 초기 일차연골세포의 신호전달에 의

해 SOX9의 발현이 유도된다(Murakami등 2000). SOX9

은 중간엽세포 농축과정에서 가장 일찍 발현되는 단백

질 중의 하나로 (Ferguson 등 1998) 농축된 중간엽세포

를 연골모세포로 분화시키는 과정을 조절하는 전사인

자이다 (Shen과 Darendeliler 2005). 또한 SOX9은 농축

된 중간엽세포와 증식중인 연골세포에서 발현되고 col-

lagen II 발현을 직접 조절하므로 연골분화의 균형을 조

절하는 역할을 한다(Kawakami 등 2006). 연골형성과정

에서 매우 민감하게 발현되는 SOX9은 비대연골세포와

뼈모세포에서는 발현되지 않는 특징을 가지고 있다 (de

Crombrugghe 등 2001). 본 연구에서 western blot 실험

결과 발생 제11일에는 대조군과 실험군에서 비슷한 발

현 양상을 보였으나 발생 제13일에 대조군은 발현이 11

일에 비하여 감소하였으나 실험군에서는 11일 실험군

과 비슷한 정도의 발현을 보였으며, 발생 제15일에서는

대조군과 실험군 모두 발현이 감소하였다. 면역조직화

학염색 결과 발생 제15일 대조군에서 비대연골세포에

서는 SOX9이 발현되지 않는 반면 실험군에서는 비대

연골세포들을 관찰할 수 없었으며 분화중인 연골세포

에서 SOX9이 발현하고 있었다. 이러한 결과는 연골속
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뼈발생 초기단계에 SOX9이 발현하며 뼈발생이 진행되

어 비후연골세포가 되면 더 이상 SOX9 발현이 되지 않

는다는 기존의 결과 (de Crombrugghe 등 2001)와 유사

하였다. SOX9 돌연변이 생쥐 태아에서 발생중인 손허

리뼈 중간엽세포는 발생 제12.5일에는 SOX9을 발현하

지만 발생 제13.5일에는 SOX9 발현 세포가 현저히 감

소하다가 발생 제15.5일이 되면 극소수의 양성세포만

이 관찰된다 (Akiyama 등 2002). 또한 SOX9-/-생쥐 태

아의 다리뼈에서 발생 제15일에도 중간엽세포가 관찰

되는바 (Bi 등 1999) 이는 SOX9이 연골세포 형성 초기

과정에 중요한 역할을 한다는 것을 의미한다고 생각된

다. 따라서 본 실험에서 발생 제13일 실험군에서 SOX9

발현이 높게 나타난 것은 위팔뼈의 성장이 지연되고 있

는 것을 암시하는 결과라고 생각된다. 

중간엽세포의 농축과 연골세포의 발생이 일어나는 동

안 SOX9에 의해 collagen II의 발현이 조절된다(Fergu-

son 등 1998). 증식중인 연골세포는 collagen II, IX 및 XI

을 합성하며, 이 중 collagen II는 증식대에 가장 많이 분

포하고 있다 (Yamasaki 등 2001). 연골바탕질은 치밀한

collagen으로 구성되어 있고, collagen II는 연골속뼈발생

이 진행됨에 따라 중간엽세포가 농축된 후 분열중인 세

포층과 비대연골세포층에서 발현되어 연골과 뼈로 이

루어진 부분에서 연골바탕질을 분해하고 석회화시키는

중요한 역할을 한다(Bell 등 1997, Gustafsson 등 2003).

그러나 발생중인 긴뼈의 비후대는 더 이상 collagen II를

분비하지 않고 대신 collagen X를 분비하여 무기질화한

다는 보고 (Schmid와 Linsenmeyer 1985)도 있다. Colla-

gen II 유전자가 결여된 생쥐는 발생 제16.5일에 넙다리

뼈와 정강뼈에서 뼈끝연골은 확장되고 빈 구멍이 형성

되어 정상적인 뼈성장이 억제된다(Gustafsson 등 2003).

또한 collagen II (Col2a1-/-) 유전자결손 형질전환 생쥐

는 출생시 사망하고 비정상적인 연골속뼈발생으로 인

하여 심각한 뼈대결함을 나타낸다 (Aszodi 등 2001). 본

실험에서 western blot 결과 대조군에서는 발생이 진행

함에 따라 발현이 감소하였으나 실험군에서는 발생 제

13일에 발현이 증가하였고, 발생 제15일에는 다소 감소

하였지만 대조군에 비하여 높은 발현을 나타내고 있었

다. 면역조직화학염색 결과 대조군은 발생이 진행함에

따라 반응이 점차 감소하였고 발생 제15일에서는 약한

양성반응을 보였으나 실험군에서는 발생 제13일에는 증

식층에서 양성반응을 보였고 발생 제15일까지 발현이

지속되었다. 이러한 결과는 collagen II가 Sox9에 의해

직접적으로 조절되고 이에 따라 발생 제13일에 높게 발

현된 것으로 생각된다. 실험군 발생 제15일에는 대조군

보다 발현이 높게 나타났으며 이는 비후대 형성이 지연

되는 것으로 생각되며, 결과적으로 긴뼈 발생이 지연되

는 것으로 판단된다. 

이상의 연구결과를 종합하면 고열은 위팔뼈의 초기

형성과정에 작용하여 발생이 진행됨에도 불구하고 중

간엽세포의 이동과 농축에 관여하는 FGF8의 발현을 지

연시키고, 중간엽세포의 농축과 연골모세포로의 분화를

담당하는 SOX9 및 collagen II의 발현을 지속시킴으로

서 뼈발생이 일어나야 할 발생 단계에서도 연골발생이

지속되어 연골속뼈발생 과정을 지연시킴을 본 실험을

통해서 확인 할 수 있었다. 그러나 연골속뼈발생은 시

간 및 공간적으로 잘 조화되고 복잡한 발생과정이므로

더 많은 연구를 수행해야 할 것으로 생각된다. 
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Abstract : Maternal hyperthermia, which is currently confirmed as one of major causative factors inducing

growth retardation, congenital anomalies and abortion, is known to influence normal development of CNS and

various organ system. In addition, maternal hyperthermia could induce severe developmental defects including

development of the limb. However, it is not clearly identified how maternal hyperthermia affects the expression

of chondrogenesis-related proteins in developing limb of mouse. Thus, this study is aimed to investigate the

effects of the maternal hyperthermia on the expression of a various proteins in developing upper limb. 

To elucidate it, ICR mice were used in this study, and the animals were divided into control and heat shock

groups. The heat shock treatment was given to embryonic day (ED) 8. The animals were sacrificed on ED 11, 13,

15 and 17, and the humerus were removed. Chondrogenesis-related factors such as FGF8, SOX9 and collagen II

were detected on ED 11, 13 and 15 using western blot and immunohistochemistry. Developing humerus on ED

17 was stained with alizarin red S and alcian blue. 

The expression of FGF8 of heat shock groups was continued even though the development was succeeded.

SOX9 expression in heat shock groups was significantly elevated on ED 13 compared to the control embryos. In

addition, collagen II expression of heat groups was significantly higher than that of the control group on ED 13

and 15. 

The results of this study suggest that hyperthermia causes delayed endochondral ossification in long bone

through continuous expression of FGF8, SOX9 and collagen II proteins even though the endochondral

ossification is succeeded.
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