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요약

임신 초기 염증으로 인한 영양막세포의 기능 이상은 C-reactive protein (CRP)의 발현을 증가시켜 산모와 
태아의 상호작용에 영향을 미침으로써, 조산 및 자간전증 등을 유발한다. 그러나, CRP 발현 조절과 관련된 
생체표지자 발굴 및 개발은 미흡한 실정이다. 본 연구는 염증이 유발된 영양막세포에서 증가된 CRP 발현과 
관련된 miRNA를 발굴 및 그 발현을 분석함으로써, miRNA를 통해 영양막세포 염증 조절 기전에 관여하는 
생체표지자를 밝히고자 한다. miRNA 데이터베이스(mirna, TargetScan, MicroCosm)에서 공통적으로 CRP 
유전자 발현을 조절할 것으로 예측되는 miR-7, miR-150, miR-186, 그리고 miR-424를 선별하여 
HTR-8/SVneo에 LPS (20ng/mL)를 처리하여 in vitro 상에서 염증 반응을 유도하였다. 각각의 miRNAs 의 
발현을 qRT-PCR 방법으로 비교 분석하였다. 그 결과, LPS 처리된 영양막세포에서 CRP의 발현은 유의성 있
게 증가되었다(p<0.001). miR-150와 miR-424는 발현이 유의성 있게 감소됨을 확인하였다(p<0.001). 따라
서, 염증이 유도된 영양막세포에서의 CRP 발현을 조절하는 기전에 miR-150와 miR-424가 관여하는 것을 
의미하며, 향후 염증성 산과질환의 산전 진단에 유용한 자료로 사용될 것으로 사료된다.
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Abstract

Abnormalities of trophoblast due to early inflammation in pregnancy increase the expression of CRP 
and affect maternal-fetal interactions, leading to preterm birth and preeclampsia. However, biomarkers 
related to the regulation of CRP expression have not been found. In this study, miRNA associated with 
increased expression of CRP was identified and their expression was analyzed to reveal biomarkers 
involved in the regulation mechanism of trophoblast inflammation through miRNAs. miRNAs that were 
predicted to regulate CRP gene expression in miRNA databases (mirna, TargetScan, MicroCosm) were 
screened and HTR-8/SVneo cell lines were treated with LPS (20 ng/mL) to induce inflammatory 
responses in vitro, with selected miR-7, miR-150, miR-186 and miR-424. The expression was analyzed 
by qRT-PCR. As a result, expression of CRP was significantly increased in LPS-treated trophoblast 
(p<0.001) and miR-150 and miR-424 expression were significantly decreased (p<0.001). Thus, miR-150 
and miR-424 are involved in the regulation of CRP expression in inflammatory-induced trophoblast and 
may be useful for the prenatal diagnosis of inflammatory obstetric diseases.

■ keyword :∣Trophoblast∣C-reactive Protein∣miRNA∣

    
접수일자 : 2019년 09월 09일
수정일자 : 2019년 10월 28일 

심사완료일 : 2019년 11월 04일 
교신저자 : 김희성, e-mail : praylake7@gmail.com



한국콘텐츠학회논문지 '19 Vol. 19 No. 11376

I. 서 론

태반은 영양막세포, 탈락세포, 내피세포, 그리고 중간
엽세포로 구성되어 있다. 영양막세포는 배반포의 영양외
배엽으로부터 기원하며 태반에서 발견되는 주요한 세포
로서 태반의 가스교환, 영양, 폐기물 제거, 내분비 기능 
및 태아 발육에 대한 면역학적 지지에 있어 중추적인 역
할을 담당한다[1]. 영양막세포는 임신초기에 합포체영양
막에서 나선형 동맥의 형질전환 및 세포영양막의 분화를 
통해 모체의 자궁벽 내막세포를 침윤함으로써, 착상을 
유지하게 된다[2][3]. 이러한 임신 초기 착상 단계 및 정
상적인 임신 기간 동안 저산소증과 같은 환경적인 요인
과 다양한 사이토카인들의 변화는 영양막세포의 침윤 활
성을 엄격하게 조절한다[4][5]. 만일, 임신 초기 영양막세
포의 자궁벽 내막세포로의 침윤이 충분히 유발되지 않는 
경우 임신 유지가 어려울 뿐 아니라 자간전증과 같은 고
위험 산과질환으로 이어지는 것으로 알려져 있다[6]. 

C-반응성 단백(C-reactive protein, CRP)은 간에서 
합성되어 순환계로 방출되는 급성 반응 물질이다[7]. 급
성 염증 상태에서 혈청 내 CRP의 농도는 증가하는데, 생
물학적 환경에 따라 전염증성 및 항염증성 효과를 나타
내며 염증성 자극으로부터 숙주를 보호하는 다양한 기능
을 가지고 있다[8].

정상적인 임신상태는 유전적인 요인, 영양성분 같은 
환경적인 영향, 염증이나 저산소증과 같은 물리적인 요
인들로 인해 조절된다[9]. 일반적으로, 임신 기간 동안 태
아에 대한 모체에서의 면역 거부 반응은 태반 내 발현되
는 다양한 면역억제 및 면역관용 시스템의 균형에 의해 
임신이 유지된다. 하지만, 모체 내의 CRP 발현은 정상 
임신과 비정상 임신기간 동안 면역 반응에 따른 태반의 
염증 반응을 촉진하는 역할을 함으로써, 정상적인 태아
와 태반 발달에 영향을 주어 정상적인 임신 유지에 어려
움을 초래한다[10]. 태반 및 양막 내 감염, 그리고 중증도
의 자간전증은 조산의 원인 가운데 중요한 비율을 차지
하고 있으며, 모체와 태아의 다양한 염증 반응과 관련되
어 있다[11][12]. 특히, 자간전증과 양막 내 감염에서 산
모의 혈청 CRP 농도의 상승은 보고되었고, 질병의 중증
도와 양의 상관관계가 있었다[13-15]. 또한, 유산과 자간
전증 같은 비정상적 임신은 태반의 비정상적인 위치와도 

관련되어 있으며[16][17], 유산 및 조산에서 합포체영양
막의 CRP 농도는 임신초기 모체 내 혈액을 통해 알 수 
있다[10]. 따라서, 임신 기간 동안 산모의 혈액 및 태반 
내 증가된 CRP 농도는 조산 등과 같은 고위험 산과질환
을 유발하는 것으로 알려져 있다. 

MicroRNA (miRNA)는 최대 22 개 전후의 뉴클레오
타이드 길이를 갖는 작은 내인성 비암호화 RNA이다. 이 
분자들은 전령 RNA (mRNA)를 표적으로 3'-비번역부위
(3'-UTR)에 결합함으로써, 특정 mRNA 분해 또는 번역 
억제를 통해 전사 후 수준에서 유전자 발현을 감소시킴
으로써, 유전자의 발현을 후성학적으로 조절할 수 있다
[18][19]. 특히, 하나의 mRNA 서열은 다중 miRNA에 
의해 표적화 될 수 있으며, 하나의 miRNA는 다중 
mRNA 표적을 갖는다[20]. 따라서, 하나의 miRNA 발
현 변화는 여러 종류의 유전자 발현을 조절하는 것으로 
알려져 있다. 또한, miRNA는 발암 유전자와 종양 억제 
유전자를 포함한 특정 표적 유전자에 따라 세포 발달, 증
식, 분화, 세포 사멸, 신호 전달, 종양 형성 및 암 진행을 
비롯한 수많은 세포 기능을 선택적이고, 단계 특이적으
로 표적된 유전자의 발현을 조절한다[21][22]. 이러한 특
징으로, 최근 miRNA는 잠재적인 예후 및 진단 생체표지
자 뿐만 아니라 다양한 종양 질환의 치료를 위한 치료 표
적으로서 개발되고 기대감이 증가되고 있다[23][24]. 
miRNA는 2008 년에 처음 기술되었으며 이후 79 개 이
상의 miRNA가 전립선, 폐, 유방, 결장, 난소, 식도, 흑색
종 및 위암을 포함한 여러 종양의 혈장 또는 혈청 생체표
지자로 보고되었다[25][26]. 최근, 태반 특이적 miRNA
가 영양막세포에서 발현되고, 세포 기능과 스트레스 적
응을 조절하는 역할을 하는 500개 이상의 miRNA가 발
견되었다[27][28]. 이러한 태반 특이적 miRNA 발현으
로 인해 영양막세포의 증식, 세포자멸사, 이주, 침윤, 그
리고 혈관형성과 같은 정상적인 임신상태를 조절한다[9].

영양막세포의 염증으로 인한 비정상적인 임신상태는 
CRP농도 상승이 동반된다. 하지만, CRP의 비특이적인 
특성으로 인해 영양막세포의 염증을 확진하기에는 많은 
어려움이 있으며, 산과질환에 특이적인 진단마커의 부재
로 인해 조산의 진단을 내리기는 쉽지 않은 상황이다. 따
라서, 본 연구에서는 영양막세포의 염증유도 배양 조건
에서 CRP 발현 및 CRP 발현 조절이 가능한 miRNA를 
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발굴하고, CRP 발현 조절 후보 miRNA의 발현을 
qRT-PCR 방법으로 검증함으로써, 선별된 miRNA의 염
증성과의 관련성을 규명하여 산전 진단 과정에서 염증성 
진단마커로서 활용 가능성을 제시하고자 한다.

II. 재료 및 방법

1. miRNA 유전자 데이터베이스 검색
miRNA의 데이터베이스 검색 사이트인 mirna (http:

//www.microrna.org) TargetScan (http:// www.tar
getscan.org), MicroCosm (http://www.ebi. ac.uk/e
nrightsrv/ microcosm/htdocs/targets/)을 통해 염증
과 관련된 CRP 표적 miRNA를 선정하였다[29]. Target
Scan은 각 miRNA의 종자영역과 일치하는 보존된 8me
r, 7mer 및 6mer 위치를 검색하여 miRNA의 생물학적 
표적을 예측하는데 널리 사용되는 데이터베이스이며, 중
복을 조절할 수 있는 miRNA와 miRNA 유전자 쌍은 Ta
rgetScan이 차단하는 특성을 지니고 있다[30][31]. 각각
의 데이터베이스에서 후보군을 선정하였고, 공통적으로 
선정된 4개의 miR-7, miR-150, miR-186, miR-424
를 선정하였다.

2. 영양막세포주 및 배양 및 LPS 처리 방법
SV40 큰 T항원을 가진 임신 초기 태반 조직 내 세포

영양막에서 분리 배양 및 확립된 HTR-8/SVneo 세포주
는 Charles H. Graham 박사(Queen’s University, Ki
ngston, Ontario, Canada)에 의해 제공되었다[32]. H
TR-8/SVneo 세포를 5% FBS (Gibco), 100 U/mL 페
니실린/스트렙토마이신(Gibco)이 보충된 Roswell Par
k Memorial Institute 1640 배지(RPMI- 1640)(Gibc
o)에서 5% CO2를 포함하는 습한 환경의 배양기에서 3
7℃에서 배양하였다. 또한, 영양막세포 염증을 유도하기 
위해 배양된 세포를 100mm 배양 접시에 1x106씩 분주
하여 lipopolysaccharide (LPS, Sigma)를 첨가한 배양
액으로 배양하였다. 20ng/mL의 LPS 농도로 첨가한 배
양 배지는 5% FBS, 1% Pen-Strep 을 함유한 RPMI-16
40에서 24시간동안 배양하였다. 24시간 후 Trypsin과 
Dulbecco‘s Phosphate Buffered Saline (DPBS, Hyc

lone)을 사용하여 세포를 수확하였다.

3. RNA 추출 및 qRT-PCR 방법
대조군과 LPS 처리군에서 miRNA의 발현을 확인하기 

위해 qRT-PCR를 진행하였다. 수확한 세포는 Trizol (1
5596-026, Invitrogen)을 이용하여 Total RNA를 추출
하였다. Chloroform (C-2432-500, Sigma-Aldrich)
과 Isoprophanol (K38712034 824, merck)를 이용하
여 RNA를 추출하였다. 추출된 RNA의 농도측정은 Nan
oDrop-1000 (Thermo scientific)을 사용하였다. Tot
al RNA의 농도는 500ng-2mg로 50mM oligo dT (20
mer)(bioneer), 10mM dNTP mix (SDN12-10Bh, So
lgent)는 각 0.5ul, 나머지 DEPC를 섞어 10ul을 만들어 
65℃에서 5분 반응 후 4℃에서 1분 반응시켰다. 반응시
킨 후 5X first-strand buffer (Y02321, Invitrogen)는 
2ul, 0.1M DTT (Y00147, Invitrogen), RNase-out (1
00000840, Invitrogen), superscript Ⅲ RT (56575, I
nvitrogen)는 각 0.5ul를 넣어 50℃에서 1시간, 72℃ 1
5분, 4℃에서 reverse transcription 과정을 완료하여 
cDNA를 만들었다. cDNA는 1ul, 10pmol primer는 
각 0.5ul, FastStart Universal SYBR Green Master 
(Rox)(SYBG; 04913914001, Roche applied scienc
e)는 12.5ul, DEPC는 10.5ul를 섞어 95℃에서 5분 진
행하여 1cycle당 95℃ 5초, 60℃ 30초로 40cycle을 진
행하였다. Primer에는 CRP와 18S를 사용하여 Ct값을 
통해 표적 하는 유전자의 관련성을 확인하였다. CRP 증
폭 염기서열은 F: 5’-GTGTTTCCCAAAGAGTCGGAT
ACT-3, R: 5’-CCACGGGTCGAGGACAGTT-3’로, In
ternal control 유전자인 18S의 증폭염기서열은 F: 5’-
GTAA CCCGTTGAACCCCATT-3’, R: 5’-CCATCCA
ATC GGTAGTAGCG-3’로 증폭하였다.

4. 통계분석
각 실험은 3회 반복 실험을 진행하였고, 결과 값에 평

균치 ± error bar를 구하여 나타내었다. 유의성은 Stud
ent’s t-test로 분석하여 p-value가 0.05미만 일 경우 
통계적으로 유의하다고 판단하였다.
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III. 결과

영양막세포의 염증과 관련된 CRP에 대한 표적 
miRNA를 3개의 데이터베이스에서 확인한 결과, mirna
에서는 miR-7, miR-145, miR-150, miR-186, 
miR-424, miR- 491-5p의 후보유전자를 확인하였고, 
TargetScan에서는 miR-7, miR-145, miR-150, 
miR-186, miR-323-5p, miR-424, miR-491-5p, 
miR-607, miR-711, miR-939, MicroCosm에서는 
miR-7, miR-150, miR-186, miR- 323-5p, 
miR-424, miR-939를 확인하였다. 3개의 데이터베이스
에서 공통적으로 발현되는 miRNA는 miR-7, 
miR-150, miR-186, miR-424 였음을 확인하였다[그
림 1(A)].

3개의 데이터베이스에서 영양막세포의 염증과 관련된 
후보 유전자를 선별하였고, 표적 miRNA유전자 miR-7, 
miR-150, miR-186, miR-424와 CRP조절에 따른 발
현양상을 qRT-PCR를 통해 확인 및 검증하였다. 정상적
인 상태에서 영양막세포 내 CRP 발현을 확인하였다
(data not shown). LPS 20 ng/mL 처리한 군에서 대조
군 대비 miRNA의 비율은 miR-150에서 5.90배, 
miR-424에서 1.63배 감소하는 등 통계적으로 유의성 
있게 감소되는 것을 확인하였다([그림 1] p<0.001 (B)). 
그러나, miR-7과 miR-186은 LPS를 처리한 군이 대조
군과 차이를 보이지 않았다.

IV. 토의 및 제언

영양막세포의 이상 징후를 감지하는 것은 정상적인 임
신유지를 위해 중요하다. 영양막세포는 태반에서 발견되
는 주요한 세포로 태반의 가스교환, 영양, 폐기물 제거, 
내분비 기능 및 태아 발육에 대한 면역학적 지지에 있어 
중추적인 역할을 담당한다[1]. 임신 초기 영양막세포의 
염증으로 인해 이러한 기능부재가 발생하면, 전자간증, 
조산, 산모와 태아의 상호작용에서 미치는 위험성은 증
가한다[11][12]. 영양막세포의 염증은 CRP의 상승을 이
끈다[7]. 정상적인 임신 중에서도 나이가 높을수록, BMI
가 높을수록, 자궁내막증이 있으면 CRP가 정상 기준보
다 상승할 수 있다[33]. 하지만, 임신 중 CRP 수치는 전
자간증[34], 융모양막염[35], 조기 진통[36]이 있는 여성
에서 증가한다. 이러한, 임신 초기 염증에서 CRP는 믿을 
수 있는 지표이고, CRP 수치가 어떤 원인으로 나타나는
지는 명확하지 않지만, 영양막세포와 대식세포, 활성화단
핵구와 같은 면역세포들이 서로 기능적인 상호작용에 의
해 생산되는 IL-6로 인해 생성될 가능성이 있다[33].

현재 영양막세포의 상태를 밝힐 수 있는 생체표지자는 
제한적인 점이 있다. 현재 영양막세포관련 생체표지자는 
cytokeratin 7 (KRT7), HLA-G, hCG가 알려져 있다. 
영양막세포는 태반 내 상피세포이기 때문에 KRT7[37]
이 생체표지자로 제안되었지만, 다른 많은 상피세포도 
KRT7 양성을 보이고, HLA-G[38]은 융모성 세포영양막
(villous cytotrophoblast, VCT)이 아닌 융모외 세포 
영양막세포(extravillous cytotrophoblast, EVT)로 제
한되는데, EVT는 하위 집단을 식별하는 데만 사용되고, 
항체와 프라이머의 교차 반응성은 문제가 된다. 
hCG[39]는 뇌하수체와 종양의 범위에서 분비되고, 체외
에서 분화를 연구하는데 유용하지만 영양막세포의 생체

  

그림 1. 염증성 인자인 CRP 표적 miRNA 데이터베이스 유전자 양상. (A) 3개의 데이터베이스를 통한 후보 miRNA유전자 검색, 
(B) 표적 유전자에서 LPS 처리에 따른 miRNA의 조절양상
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표지자로서는 부적합하다. 따라서, 위에서 언급한 영양막
세포의 상태를 나타내는 유용한 생체표지자가 필요하다.

miRNA는 유용한 생체표지자가 될 수 있다. 데이터베
이스에서 선택한 본 연구에서 제시하는 4가지 miRNA는 
영양막세포의 염증과 관련된 기존의 연구는 찾아볼 수 
없었으며, 영양막세포와 염증과의 관계를 조절하는 
miRNA를 밝히는 최초의 연구이다. 태반에는 수많은 
miRNA를 생성하여 착상, 유지 등 임신기간 동안 중요한 
역할을 담당한다[40]. miRNA는 영양막세포에서도 확인
되었고 대부분 염색체 14번(14q32.2), 19번(19q13.41)
에 있는 두 개의 가장 큰 결합체에서 유래된다[41]. 영양
막세포와 관련된 miR-155는 영양막세포의 침윤을 억제
하고 자간전증과 관련이 있으며, IL-17A 경로와 관련되
어 있고, miR-210은 자간전증과 관련되어 있으며 
STAT6/IL-4 경로와 관련되어 있다[42][43]. 이전 연구
에서 태반의 염증과 관련되어 let-7은 NF-kB, IL-6을 
저하시키고, miR-181a는 TGF-Beta를 억제하고, 
mir-148/152 패밀리는 내재 면역을 저하시킨다고 보고
되어 있다[9].

miR-150은 정상조혈작용과 혈액종양에 관여하고, 주
로 림프절과 비장에서 발현되는 유전자로 알려져 있다. 
B 세포, T 세포의 분화를 통제하거나, B세포의 성숙과정
에서 pro-B에서 pre-B세포로의 전환을 억제하고, 림프
구 발달을 조절하는 전사인자인 C-MYB, FLT3, CBL, 
EGR2, AKT2, DKC1을 표적으로 한다고 알려져 있다
[44-47]. 림프계 혈액 세포는 혈장 내 높은 안정성, 질병
과의 연관성, 민감한 측정이 용이하고 백혈구 수와 밀접
하게 관련되어 있기 때문에 miR-150은 수많은 암 연구
에서 연구되어 왔다[25][48]. Luo 등은 miR-150은 
IL-6, IL-10, MCP-1 및 TNF-α를 비롯한 사이토카인과 
같은 염증반응과 밀접하게 관련되어 있다고 하였다[49]. 

miR-424는 miR-93, miR-205, miR-224, 
miR-335, miR-451, miR-491과 함께 저산소환경에 
영양막세포가 초기 노출될 때 발현되는 7개의 miRNA 
중 하나이다[50]. miRNA-424는 태아 성장 제한과 관련
되어 있으며, 혈관 신생과 관련된 세포에서 증가되고, 저
산소 상태는 miR-424 발현을 유도하며, 태반에서의 혈
관 손상이나 부적절한 혈관 발달이 태반기능 부전으로 
이어질 수 있다[50][51]. 염증반응과 관련하여 IL-1β, 

IL-6, TNF-α은 억제하고, IL-4, IL-10은 상승시킨다
[52].

영양막세포에서 염증성 인자인 CRP 발현과 CRP 발현 
조절 후보 miRNA 의 조절관계를 qRT-PCR로 검증한 
결과, LPS 처리로 인해 유발된 염증모델에서 miR-150, 
miR-424가 저하되는 것이 명확하게 나타났다. 따라서, 
영양막세포의 염증과 관련된 CRP를 조절하는 기전에 본 
연구에서 선별한 4가지 miRNA 가운데 반응성을 보인 
miR-150과 miR-424가 관여할 것으로 사료된다. 향후 
연구에서는 클로닝을 통해 후보 miRNA의 발현과 매칭
이 되는지, 실제적으로 영양막세포의 기능에 영향을 미
치는지에 대한 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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