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임신 중 산모의 체온 변화는 태아발달에 영향을 미칠

수있으며, 특히고열에 노출되면태아와산모에서 치명적

인 손상을 유발할 수 있다.

고열(hyperthemia)은 정상중심체온 보다 1.5℃ 이상

체온이 올라가는 것을 뜻하며, 산모고열은 태아에서무뇌

증(anencephaly), 뇌탈출증(exencephaly), 작은안구

증(microphthalmia), 관절굽은증(arthrogryposis),

배벽결손(abdominal wall defect), 사지결손(limb

deficiency) 등과 같은 다양한 기형과 유산을 일으킨다

(Martinez-Frias et al., 2001). 고열에 의해 유발된

선천성기형은 세포자멸사(apoptosis)에 의한 세포의 죽
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를통한 caspase family의 활성에의해나타난다고보고

되어있다(Takle at al., 2006, Kim &Mirkes, 2003).

또한 포유동물에서 기형을 유발하는 세포자멸사는 DNA

분절(fragmentation)과 같은형태학적 특징이나타난다

고 밝혀짐으로써(Mirkes & Little, 1998) 산모의고열

은 세포자멸사를 일으키는 것으로 이미 입증되어있다.

그러나세포자멸사로부터세포를보호하는단백질이있으

며, 그중Bcl-2와 heat shock protein 70 (Hsp70)이대표

적인단백질이다. Bcl-2는 스트레스유도세포자멸사에서

미토콘드리아경로를통한세포자멸사의신호들을활성시키

는데있어중추적인역할을한다(Delchev et al., 2006).

즉미토콘드리아에의존하여세포의죽음을예방하는것이다

(Yang et al., 1997; Salvesen & Dixit, 1997).

Hsp70은 세포자멸 자극에 의해 유도되고, 열내성인자

의 역할을 함으로써 세포를 보호한다고 알려져 있다

(Mirkes et al., 1999). 일반적으로 Hsp은 molecular

chaperone으로서 역할을 하며, 분자량에 26, 60, 90,

70 및 110 kDa 으로분류되고, 운동, 고열그리고산화적

스트레스와 같은 다양한 자극에 반응하여 유도된다

고열에 노출된 Hsp70 knockout mice의 태아에게서 모체운동의

효과: 세포자멸사의 변화
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산모의 고열은 heat shock protein 70(Hsp70)을 조절하고 세포자멸사(apoptosis)를 유도하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 산

모의 운동이 태아의 세포자멸사에 어떠한 영향을 미치는지 알아보고자 임신한 생쥐에게 수영운동을 시행하였으며, 태아를 적출하여 Hsp 70

과 Bcl-2 단백질의 발현양상을 western blotting을 통하여 분석하였고, 자멸된 세포의 수를 관찰하기 위해 TUNEL 염색법으로 분석하였다.

연구대상은 임신한 9주령 C57/BL6계(wild type: WT)를 정상대조군으로, C57/BL6계 Hsp70 knockout(KO) 생쥐를 실험군으로 정하

였고, 두 군은 다시 대조군, 운동군, 운동고열군, 고열군의 네 군으로 분류하였다. 수영운동은 임신이 확인된 다음날부터 임신 제 8일까지

총 8일간 10분씩 시행하였으며, 고열노출은 임신 제 8일에 43.℃ 수조에서 유도하였다.

임신 제 9일 태아를 적출한 결과 태아의 생존률은 대조군에서는 유의한 차이가 없었으나, Hsp70 KO 군의 고열군은 다른 군에 비해 유의

하게 감소하였다(p<.001). 그러나 두 군의 운동고열군은 고열군에 비해 유의하게 높은 생존률을 나타내었다. Hsp 70의 발현은 정상대조군

의 고열군에서 유의하게 증가하였지만, Hsp 70 KO 군의 모든 군에서는 매우 미약한 반응을 보였을 뿐 유의한 차이는 관찰할 수 없었다.

Bcl-2의 발현은 두 군의 고열군은 대조군에 비해 유의하게 감소하였다(p<.001). 그러나 두 군의 운동고열군은 고열군에 비해 Bcl-2 발현

이 증가되어 있었다. 세포자멸사는 Hsp 70 KO 고열군에서 유의하게 가장 높게(p<.001) 나타난 반면 운동고열군은 고열군에 비해 유의하

게 감소(p<.05)하였다.

이상의 결과를 종합하면 산모생쥐에게서 고열 노출전 운동은 태아의 생존률을 높이고, Bcl-2의 발현을 증가시켜 세포자멸사를 억제하는

효과가 있음을 알 수 있었다. 따라서 운동은 고열로 인한 태아손상으로부터 태아를 보호 할 수 있을 것으로 생각된다.

주요어: 고열, 운동, Hsp70, 세포자멸사
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(Kregel, 2002). 따라서 고열에노출된태아에서열내성

인자인Hsp70의발현유도는고열에의한기형유발로부터

태아를보호한다고제시되어있다(Mirkes et al., 1999).

한편 임신 중에 고강도의 운동은 태아의 성장, 크기,

그리고 체온을 변화시킬 수 있다. 하지만 30분미만의중.

저강도운동은산모와태아를안정시키는데긍정적인효과

를 제공해 준다. 즉 에너지를 증가시키고, 수면에 도움을

주며, 허리통증을 감소, 체중을 조절, 체력과 지구력을

증가시킨다(Gorski., 1985; Wang & Apgar., 1998;

Wolfe & Weissgerber., 2003). 뿐만 아니라 태아의

뇌기능을향상(Lee et al., 2006) 시키고, 태아와 산모에

게 있어서 혈장량(plasma volume), 융모사이공간

(intervillous space)의 혈액량, 태반기능(placental

function)을 증가(Clapp, 2003)시키고 임신성고혈압

및 당뇨 등을 예방하거나 치료하는데 도움을 준다(Wolfe

& Weissgerber., 2003). 흔히 운동은 항산화효소의 발

현을 증가시켜 DNA 손상으로부터 세포를 보호하고

(Fehrenbach & Northoff, 2001) Hsp70의 발현을

증가시킴으로써 산화적 손상으로부터세포를보호하는 효

과를가지고 있다고알려져 있다(Powers et al., 1998).

Jin et al.(2000)의 연구결과에 의하면 운동이세포자

멸사를 억제하여조직손상을예방하고, 이진 등(2007)의

실험에서도 규칙적인 수영운동은 Bcl-2의 발현을 증가시

켜 세포자멸사를 억제시킨다고 보고된 바 있다.

따라서임신중에운동은세포를보호할뿐만아니라발생

중인태아를보호하는 역할에 대하여 그 가능성을제시해

볼필요가있을것으로생각된다. 그러나지금까지의연구

결과들은고열에따른선천성기형에대해중점을두고이루

어져왔다. 따라서고열노출에따른태아손상에있어서모

체의 운동이 세포자멸사로부터 태아를 보호할 수 있다는

것을 비교분석한 기초자료가 요구되는 실정이다.

최근에 Hsp70 knockout (KO) 생쥐를 사용함으로써,

Hsp70의 직접적인 역할은 규명되었지만(Choi et al.,

2005) 운동전처치를 통해 고열에 노출된 태아에게서 세

포자멸사와 Hsp70의 직접적인 관계는 아직까지 알려진

바가없다. 따라서본연구자들은임신한산모쥐에게추천

되고 있는 수영운동을 적용(Hartmann & Bung.,

1999)시켜 Hsp70이 세포자멸사와 직접적으로 관련되

어 있음을 보다 명확하게 규명하고자 Hsp70 유전자가

결핍된 생쥐를 이용하였으며, 고열에 노출된 태아에게서

나타나는세포자멸사가모체의운동을통해어떻게변화하

는지알아보기 위해서 임신한 생쥐에게운동을 시행한 후

고열에 노출시켰다. 세포자멸사의 형태학적 변화를

TUNEL 염색을통하여 현미경으로 관찰하였으며, Bcl-2

와 Hsp70 단백질의 발현양상을 비교하여 운동의 항세포

자멸사 효과를 제시하고자 한다.

연구 방법

실험동물

본 연구에서는 Hsp70을 유전자조작법으로 결손시킨

C57/BL6계 생쥐(Hsp70 KO)와 C57/BL6계 생쥐

(wild type: WT)를 사용하였다. KO 생쥐는 미국

Mutant Mouse Regional Resource Centers

(<htttp:// www. mmrrc. org/strains/ 372/ 0372.

html>)에서 미국 텍사스 소재 A&M 대학교 수의학과

Dr. Mirkes 교수가 분양받아 기증하였다(Schmitt et

al., 2003). Hsp70 KO생쥐의 유전자형은 2개의

primer(Forward: 5'-GTA CAC TTT AAA CTC

CCt-3', Reverse: 5'-CTG CTT CTC TTG GTC

TCG-3')를 사용하여 생쥐꼬리조직에서 PCR로 유전자

존재여부를 확인했다(아래그림 참고).

임신유도

생쥐의임신을유도하기위해야간에암컷 2마리와수컷

2마리를한우리에넣어교배시켰고, 다음날아침 vaginal

plug이 관찰되면 임신 0일로 정하였다. 임신된 각

WT(n=20)과 KO(n=20) 군을 각각 5마리씩 배정하여

대조군(C: n=5), 운동군(E: n=5), 운동고열군

(ex+H: n=5), 그리고 고열군(H, n=5) 으로 나누어

분류하였다. 운동기간은 임신이 확인된 다음날부터 임신

제 8일까지 총 8일간 시행하였다. 실험동물은 실험기간

동안표준사료와 물을 무제한 공급하였고, 온도(22±1℃)

와 습도(60±3%), 그리고 조명(12시간 light/dark
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cycle)은 자동 조절에 의해 사육 되었다.

운동방법

운동방법은 산모와 태아의 안전을 고려한 중저강도의

수영방법으로서 Lee et al.(2006)와 Baunack et

al.(1984)의 수영방법을 인용하였다. 운동군은 수심 30

cm, 수온 31-33℃의 실험동물용 수조(가로: 30cm x

세로: 70cm x 높이: 50cm)에서 생쥐 스스로 자유롭게

수영을 시행하였으며, 임신이 확인된 1일부터 8일까지

동일 시간대(오전 10:00)에 10분씩 실시하였다.

수영운동직후 생쥐의 생리학적 스트레스인 체온감소를

예방하기 위해서 원적외선조명을이용하여체온을유지시

킨 후 사육실로 옮겨졌다.

산모고열유도방법

고열유도방법은 김원규(2005)의 실험방법을 인용하

였다. 임신이 확인된 날로부터 8일째 되는 날 열충격을

시행하였다. 임신한 WT과 KO 군 산모를 구멍이 뚫린

50ml 튜브에 넣고, 탐침(probe)이 부착된 디지털체온계

를 임신생쥐의 직장에 삽입한 후 43℃의 수조에 담근다.

열충격동안수조의온도는 43℃로일정하게 유지하였고,

임신생쥐의 직장체온이 43℃에 도달하는 시점에서 5분간

유지하였다. 열충격이끝난 후 저체온을 방지하기 위하여

물기를 닦은 후 37℃부양기 속에물기가 제거 될 때까지

넣어두었다.

조직 처리

임신한WT과 KO 생쥐는임신제 9일과 11일에경추탈

골법으로희생시키고, Hanks 용액(culture media용액

으로서태아적출시일반적으로사용)내에서태아를적출하

여생존된생쥐태아와유산된생쥐태아를분리하였다. 임신

제 9일에적출한생쥐태아는생존된태아만 western blot

을하기위해 -70℃에보관하였고, 임신제11일에적출한

태아는 TUNEL염색을 위하여 0.1% glutaraldehyde

4% paraformaldehyde 혼합용액(pH 7.4)에서 고정시

킨 후통상적인 조직표본제작법에 따라파라핀 포매한 후

5-6㎛로 절편 하였다.

Western Blot

-70℃ 초저온 냉동고에 보관된 생쥐태아는 lysis 완충

액과함께 homogenizer를 이용하여 조직을 균질화하였

다. 균질액은 4℃에서 13000x g 으로 15분간원심분리한

후상층액을 Bradford(1976)법에따라총단백질량을정

량하였다. 정량된 단백질은 30㎍으로 10% SDS-

polyacrylamide gel에서 전기영동후PVDF membrane

(Amersham Bio, UK) 으로 전이시켰다. 전이된

membrane은 TBST 완충액과 함께 5% skim milk를

첨가한후 1시간동안실온에서 blocking 시켰다. HSP70

의 1차항체는 1: 1000 (Stressgen, USA), Bcl 2의

1차항체는 1: 1000 (Cell Signaling, USA)으로 각각

첨가된 5% skim milk용액을 희석한 후 4℃에서

overnight 하였다. 이어서 TBST 완충액으로 10분간 3

회 세척한 후 2차항체(1: 5000)를 첨가된 5% skim

milk용액과함께희석시킨후 1시간동안실온에서반응시

켰다. 이후 TBST 완충액으로 10분간 3회세척한후 ECL

substrate (Amersham Bio, UK)로 1분간 발색한 후

X-ray film(Kodak, NY)를 이용하여 현상하였다. 단백

질농도측정은 Gel doc 2000(Bio Rad, ITALY)를 이용

하여농도를정량하였으며, 정량된 단백질의농도를수치

화하여 WT의 C그룹을 기준으로 다른 그룹간의 차이를

나타내었다.

TUNEL 염색

세포자멸사를관찰하기위하여 ApoTag Peroxidase In

Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon, USA)을

사용하였다. Slide는 xylene으로탈파라핀하고함수과정

을거친후 TUNEL방법을시행하였다. Slide는실온에서

protein K (Chemicon, USA)에 15분간처리한후증류수

로 2회 세척하였다. 3% H2O2용액에서 4분간 처리하고

DW로 3회세척한후 equilibrium buffer로 10분간반응

시킨후 terminal deoxynucleotidyl transferase(TdT)

를 2:1비율로 1시간 동안 37℃ 배양기에서 반응시켰다.

Stop-Wash buffer에 10분간반응시킨 다음 PBS로 3회

세척한후 anti-digoxigenin에 30분간반응시켰다. PBS

로 3회세척한후 DAB로 3분간발색한후methylgreen

으로 3분간 대조염색한 후 탈수, 청명과정을 거친 후

permount로 봉입하고 광학 현미경으로 관찰하였다.
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Apoptosis 수의 산정 및 분석

Apoptosis 양성인 세포의 수를 산정하기위해 조직 내

부를구분하여겹치지 않도록 x 400배에서 7시야를찍어

계수하였으며 평균치를 내어 통계 처리하였다.

통계 처리

자료처리실험결과에대한통계처리 방법은 SPSS 12.0

을 이용하여 각 그룹별 자멸된 세포 수, Hsp70, 그리고

Bcl-2 단백질변화에 대한 평균과표준오차를산출하였으

며, 측정변인별 평균 차이 검증을 위하여 이원변량측정

(Two way ANOVA)을 하여 분석하였다. 모든 통계치의

유의확률은 P<0.05 로 설정하였다.

연구 결과

태아의 생존률

적출한태아의생존률은 <표 1>에서나타낸것처럼, WT

과 Hsp70 KO의 대조군은 모두 생존하였다.

WT Hsp70 KO

① C

② E

③ ex+H

④ H

100

100

98.6±6.7

85.4±5.3

100

98.3±3.7

75.2±5.4#

59.2±6.2**

Value are mean ±SEM, Difference between groups :

*p<.05, **p<.001.

① C; 대조군 ② E; 운동군 ③ ex+H; 운동고열군 ④ H: 고열군

# ex+H vs H : p<0.05, ** C vs H : p<0.001

표 1. Survival rates (unit : %)

그림 1. Photographs of apoptosis 40 x magnification in head (WT: 1∼4, KO: 9∼12) of GD 11 fetuses by

TUNEL stain. Higher magnification (400 x ) of the boxed head regions in WT (5∼8) and KO (13∼

16). Apoptotic cells in H group (16) of Hsp70 KO (see arrow) are significantly increased compared to

other groups and arrows are indicate the apoptotic cells.
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그러나 Hsp70 KO 고열군의 생존률은 대조군에 비해

유의하게 감소(59.2%, p<.001)하였지만, 운동고열군은

고열군에 비해 유의하게 증가(75.2%, p<.05)하였다.

Hsp 70 및 Bcl-2의 변화

생쥐태아에서 Hsp70 단백질 발현양상을 관찰한 결과,

WT의 운동고열군은대조군에비해유의한 차이가나타나

지 않았지만, 고열군에서는 다른 세 군에 비해 가장 높게

(p<.001) 발현된 것으로 보여주었다.

반면 Hsp70 KO의 모든 그룹에서Hsp70 단백질 발현

은 WT에 비해 유의하게 발현되지 않았다(p<.001)<그림

2-A, B>.

WT과 Hsp70 KO군의 Bcl-2 단백질 발현양상을관찰

한 결과, WT과 Hsp70 KO의 고열군은 다른 군에 비해

유의하게 감소(p<.001)된 것으로 나타났다. 반면 운동고

열군은 각각의 고열군에 비해 유의하게 높은(p<.001)

Bcl-2 단백질 발현양상을 보여 주었다<그림 2-A, C>.

세포자멸사의 조직학적 소견

산모 생쥐에게 운동을 적용시킨 후 고열 노출에 따른

각 군별 세포자멸사를 규명하기위해 자멸된 세포의수를

산정하였다. 그 결과, WT에서의 고열군은 다른 3군에

비해 자멸된세포의수가 유의한차이로높게(p<.05)관찰

되었다. 또한 Hsp70 KO에서도 고열군이 다른 군들에

비해 유의하게 증가(p<.001)된 것으로 나타났다.

반면 Hsp70 KO의운동고열군은고열군에비해자멸된

세포의수가 두드러지게 감소(p<.05)되었으나, 대조군보

다는 높게 나타났다<그림 1><표 2>.

C E ex+H H

WT

Hsp70KO

18.1± 4.6

17.9± 6.0

16.4± 5.5

18.1± 5.2

18.1± 4.4

25.8± 6.1#

26.8±2.8*

41.8±3.9**

Values are mean ± SEM (n=5 maternal),

Difference between groups : #, *: p<.05, ##, **: p<.001.

# ex+H vs H : p<0.05, ** C vs H : p<0.001.

표 2. 세포자멸사의 조직학적 변화

그림 2. Note western blot band(A) and graph(B, C) of Hsp70 and Bcl-2 proteins. Hsp70 protein expression in H

group of WT is significantly increased compared to other groups. Bcl-2 protein expression in H group

of WT and Hsp70 KO is significantly decreased compared to other groups. Values are mean ± SEM (#, *:

p<.05; ##, aa,**: p<.0.001). ## WT vs Hsp70 KO : p<0.001, ** C vs H : p<0.001, aa H vs ex+H : p<0.05.
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고 찰

임신중 고열은사람을비롯하여모든동물종(species)

에서 선천성기형을일으키는 기형유발물질로제기되어 왔

다(Lundberg et al., 2003). 임신초기에사우나를비롯

한열탕, 독감을포함한열성질환, 그리고고온에서의운동

등이 산모의 체온을 증가시킬 수 있으며(Sasaki et al.,

1995), 고열에의한 선천성 기형은 세포자멸사현상이 나

타난다고한다. 이는고열에노출된이후태아의세포에서

caspase가 활성되고(Mirkes & Little, 2000) 미토콘

드리아에서 cytochrome c를 방출하기 때문이다(Kim &

Mirkes, 2003). 또한 cytochrome c는 Bax의 이동과

함께 동시에 방출되며, 결국 caspase 9과 3의 활동은

분할(clevage) caspase 9의 활동을 증가시켜 세포자멸

사를 일으킨다(Cao et al., 2001; Mirkes & Little,

2000)고 보고되어있다. 지금까지 고열에 의한 세포자멸

사의기전에관한연구는활발히진행되어왔지만그방어

기전에대한 연구는매우부족하다. 특히운동이세포자멸

사를 억제한다는 연구결과가 있음에도불구하고 고열노출

로 손상된 태아 보호효과에 관한기전은명확하게 보고된

바가없다. 뿐만아니라 고열노출에있어서운동수행전처

치효과와 관련된 항세포자멸사에 대한 연구는 아직까지

밝혀져있지 않다. 따라서 본연구에서는고열에노출시키

기 전 운동을 적용시켜 자멸된 세포의 변화를 관찰하여

태아를 보호하는 운동의효과를 규명하고자 Hsp70 유전

자가 결손된 C57/BL6계 생쥐를 사용하여운동을시행한

후 고열에 노출시켰다.

Hsp70은 스트레스에 반응하여 발현되며, 미토콘드리

아를 조절(Li et al., 2000)하고, cytochrome c의 방출

을억제시킴으로써열충격에의해유도되는세포의죽음으

로부터 세포자신을 보호하기 때문에(Mosser et al.,

2000) 세포자멸현상이 억제되는 것이다. 하지만 이것의

결핍은 cytochrome c의 downstream과 caspase 3의

upstream을 활성시키기 때문에(Li et al., 2000) 세포

자멸사를 일으킨다.

본 연구에서도 임신된 Hsp70 KO 생쥐를 사용하여고

열에 노출시킨(임신제 8일) 다음날(임신 제 9일) 태아의

생존률은 유의하게 감소된 것으로 나타났고, Hsp70의

발현은매우 미약했으며, 자멸된세포의수는증가된것으

로 나타났다. 반면 WT 생쥐에서는 고열노출에 의해

Hsp70의 발현이증가되었고, 자멸된 세포의 수는대조군

에 비해 증가하였지만 유의한 차이는 나타나지 않았으며,

WT 군에서 보다 Hsp70 KO 태아에서 세포자멸사가 더

많이 나타났다<표1, 2><그림1, 2>. 이러한결과는선행연

구를 토대로알 수있듯이 열노출에서Hsp70의 발현증가

는 세포자멸사를 예방하여태아를 보호하지만, 이것의 발

현억제는 태아손상으로부터 보호하지못한것으로판단된

다. 흥미롭게도 본 연구에서는 Hsp70유전자가 결손된

생쥐임에도 불구하고 Hsp70의 미약한 발현을 보여주었

다. 이는 Hsp70은 Hsp70.1과 Hsp70.3인 두 종류의

단백질로 이루어져있으며, 이들은 한개의 아미노산만이

다르기때문에 western blot에서약한 반응이 일어난 것

(Dix et al., 1998)으로 생각된다.

김원규(2005)의 보고에 의하면 임신한 Hsp70 KO 생

쥐를 고열에노출한결과 72.6%가선천성기형(뇌탈출증,

무안증, 신경세포자멸사, 연골속뼈발생지연)이 나타났다

고하였으며, 이는산모의 고열이발생중인태아의 미토콘

드리아의기형을일으켜세포사멸을유발한것이라고보고

한 바 있다(Kim & Mirkes, 2003). 그러므로 세포자멸

사는 고열에 의해 유도되지만, Hsp70유전자 결핍에서는

더욱확실하게증가함을 본실험을 통해 증명하였다<그림

1, 2>.

한편 항세포자멸사 단백질인 Bcl-2는 미토콘드리아에

서 cytochrome c 방출과 caspase 9의 활동을 억제시킴

으로써 세포자멸사 신호를 조절한다(J äättelä, 1999).

즉 스트레스로유도된 세포자멸사에서는 미토콘드리아 쪽

으로 세포자멸신호들을 이동시키는데 Bcl-2가 중추적인

역할을 한다(Delchev et al., 2006).

본 연구에서고열에노출된WT과 Hsp70 KO 태아에서

Bcl-2 발현은 두군 모두 유의하게 감소된것으로 나타났

다. 그러나 WT과 Hsp70 KO 생쥐의 운동고열군에서

Bcl-2 발현은고열군에비하여뚜렷하게높은발현을보여

주었다. 뿐만 아니라 자멸된 세포수 역시 고열군에 비해

유의하게 증가되지않은 것으로 나타났다. 이러한 결과는

운동이 미토콘드리아에서 방출되는 Bcl-2를 증가시키기

때문에 Bax의 활동이 억제되어(Siu et al., 2004) 최종

적으로 세포자멸현상이 감소된 것으로 생각된다. 게다가

고열과 같은 스트레스에 노출된 미토콘드리아는 ROS

(reactive oxygen species) 생성을 조절(Halliwell &

Gutteridge, 1989)하기 때문에 최종적으로 세포자멸사

를 일으킨다(Buttke & Sandstrom, 1994). 하지만 운

동은 Hsp의 발현을 증가시켜 세포사멸로부터 조직들을
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보호하며(Powers et al., 1998; Walsh et al., 2001;

van Ginneken et al., 2006), 특히 산모쥐에서 생성된

ROS생성은 수영운동을 통해 항산화효소를 증가시켰기

때문에(Osorio et al, 2003) 태아손상을 예방한 것으로

사료된다.

최근산화적손상으로부터조직손상을보호하기 위한 노

력이다양한분야에서 이루어지고 있으며, 특히 운동처치

는매우긍정적으로보고되어있다. Ding et al.(2006)은

뇌허혈모델 쥐를 대상으로 유산소 운동전처치를 시행한

후 TNF-alpha I 과 II의발현이억제되어, 허혈성뇌손상

이 감소시켜 운동의 효과를 증명하였다. Domenech

(2006)도 운동전처치에 따라 심근경색부위가 줄었기 때

문에심혈관질환으로부터예방할수 있다고하였다. 게다

가 Hartmann & Bung(1999)의 보고에의하면, 임신중

수중(aquatic)운동은 체온조절과 관절을 보호하기 때문

에 가장 많이 추천한다고 하였다.

그러므로 고열에 노출되기 전 10분간의 수영운동전처

치는 Hsp70의 발현이 억제되었음에도 불구하고 태아조

직에서 Bcl-2의 발현을 증가시켜세포자멸사를 감소시키

는 효과를 본 실험을 통해 증명하였다.

이상 여러학자들의 실험과임상보고에 따라운동은 세

포자멸사로부터 조직을 보호하는 것으로 알려져 있지만,

고열에노출시킨후세포자멸사를유도하기위하여항세포

자멸사 단백질인 Hsp70을 knock-out한 생쥐를 이용한

본 연구와 같이 운동의 효과와 항세포자멸사 단백질인

Bcl-2의 발현 변화, 그리고 세포자멸사의 변화를 조직학

적분석을통해연구한것은거의보고된바가없다. 따라

서 고열노출전 운동처치는태아의 생존률을높이고, 항세

포자멸인자인 Bcl-2단백질을 증가시켜 세포자멸사를 억

제시키는 효과가있는 것을본 연구에서 western blot과

TUNEL assay 염색법을통하여 규명할수 있었다. 그러

나 고열에 노출된 태아에게서 세포자멸사를 유발시키는

주요인자들은 여러가지있으며, 이를활성및억제시키는

인자또한 다양하므로 운동을 통해 이들연관인자들의 상

호관계에 대한 연구는 다양한 방법에서더욱 접근할필요

가 있는 것으로 사료된다.

결 론

본 연구는 고열에 노출되어 손상받은 태아의 보호 및

세포자멸사에대한운동의방어효과를규명하기위해임신

한 Hsp70 KO 생쥐를 이용하여 8일간 운동을 실시한 후

고열(43℃)에 노출하였고, 다음날인 임신 제 9일에 태아

를 적출하여태아의생존률을 조사하였다. 또한 태아조직

에서 항세포자멸사단백질인Hsp70과 Bcl-2를 분석하였

으며, 임신 제 11일째 태아를 적출하여 세포자멸사를

TUNEL 염색법을시행하여자멸된세포의수를측정함으

로써운동이고열에 의한태아의손상 예방효과를 규명하

고자 연구한 결과 다음과 같은 결론을 얻을 수 있었다.

1. Hsp70 KO 태아의 생존률은고열에 노출된 다음날

급격히 증가하였지만(p<.001) 운동을 적용한 운동

고열군은 고열군에 비해 유의하게 감소하였다

(p<.05).

2. Hsp70 단백질발현은 모든Hsp70 KO 군에서 거의

미약한 발현양상을 나타내었다. 그러나 WT에서는

Hsp70 단백질을 모두 발현하고 있었으며, 특히 고

열군에서 높은 발현양상을 보였다.

3. Bcl-2 단백질발현은WT과 Hsp70 KO 군의 고열군

에서약한발현을나타내었지만, 두 군의운동고열군

은 고열군에 비해 감소되지 않았다.

4. 태아조직에서의 세포자멸사분포는 Hsp70 KO군의

고열군에서 뚜렷하게 증가되어 있었지만(p<.001),

운동고열군은 고열군에 비하여 감소하였다.

이상의결과를요약하면고열노출전운동수행은태아의

생존률을 증가시킬뿐만 아니라태아조직내세포자멸사를

억제시키기 위해 Bcl-2 발현을 증가시킨 것으로 생각된

다. 또한 운동은 고열노출상태에서 Bcl-2 발현을 향상시

키는 효과가 있었음을 알 수 있었다. 따라서 고열 노출전

운동은태아의생존및 Bcl-2 발현증가와동시에세포자멸

사를 억제시킴을 본 실험을 통해 알 수 있었다.
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Effects of Exercise on Hsp70 Knock-out Mice Fetuses Exposed to 

Maternal Hyperthermia

Jin Leea, Won-Kyu Kima, & Chang-Sub Shimb

Hanyang Universitya, & Kook-Je collegeb

Maternal hyperthermia is characterized by the regulation of heat shock protein 70 (Hsp70) and

induction of apoptosis in various experimental animals. The present study was designed to examine the

changes of apoptosis by Hsp70 and Bcl-2 proteins expression followed by hyperthermia after exercise by

using Hsp70 knock-out(KO) pregnant mice. We performed exercise in pregnant mice, estimated survival

ratio (SV), and measured Hsp70 and Bcl-2 protein on embryo day (ED) 9, and performed TUNEL stain

for apoptosis on ED 11.

Method: Pregnant mice, C57/BL6 strain (Wild type: WT) and Hsp70 KO, were divided into 4

groups as follows: (1) control group (C), (2) exercise group (E), (3) exercise + hyperthermia group

(ex+H), (4) hyperthermia group (H). The pregnant mice were induced to swim (10min) for 8 days and

then exposed to hyperthermia (43℃, 5min) on ED 8.

Survival fetuses on ED 9 and ED 11 were collected. Results showed that the SV in WT groups

was not different in each group. However SV in ex+H groups of Hsp70 KO was significantly increased

(p<.001) and higher (p<.05) than H group. Hsp70 expression was significantly increased in H group of

WT and not differerent in all groups of Hsp 70 KO. Interestingly, Bcl-2 expression, which is related

with anti-apoptosis, was markedly decreased in H group of WT (p<.05) and Hsp70 KO (P<.001), and

ex+H groups of WT and Hsp70 KO were higher than H group. Numbers of apoptotic cells in H group

of Hsp70 KO were higher than any other groups, whereas those of ex+H group were lower than H

group.

These results suggest that Hsp70 is positively correlated to the hyperthermia induced apoptosis.

Exercise reduces the embryonic death and apoptotic changes by increasing Bcl-2 expression in Hsp70

KO mice. Thus, exercise may have protective roles against embryonic damage exposed to maternal

hyperthermia.
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