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Abstract 

Cell adhesion is a coordinated process involving initial binding of integrin receptors to extracellular matrix (ECM), 
recruitment of adhesion proteins, and focal adhesion assembly.  The formation of mechanically stable focal adhesion 
assembly of cells within surrounding ECM is a key parameter to direct numerous cellular functions including cell 
migration, differentiation, and apotosis.  With current cell adhesion assays, it is difficult to understand contributions of 
each coordinated event on evolution of cell adhesion strengthening since cells spontaneously spread upon their adhesion 
to the substrate, thus remodeling their cytoskeletal structure.  In this presentation, novel approaches for analysis of cell 
adhesion strengthening process based on the combination of mechanical device, micro-patterned substrates, and 
molecular biological techniques will be discussed.
 

1. 서 론 

인테그린을 공여체로 하여 세포외 기질 

(extracellular matrix:ECM) 과의 결합에 의하여 

형성되는 세포의 흡착 (cell adhesion)은 세포의 

이동이나 조직의 리모델링, 그리고 세포의 사멸에 

매우 중요한 영향을 미친다.  세포의 흡착은 

세포막에 존재하는 인테그린 공여체가 세포외 

기질중에 다량으로 존재하는 단백질 (특히 

fibronectin 과 collagen 등)에 기계적인 결합을 

통하여 인테그린-단백직 복합체를 형성하는 

것으로 시작하며, 수십 pico-second 안에 

인테그린-단백질 복합체의 clustering 이 

이루어지고, 이러한 기계적인 결합은 신호 

전달체계를 자극하여 세포 내에 존재하는 많은 

종류의 구조적, 기능적 단백질들이 인테그린-

단백질 복합체로 이동하게 하고 이를 바탕으로 한  

복합적인 세포흡착 복합체를 형성하게 되는데 

이를 focal adhesion 이라고 칭한다. 이러한 

focal adhesion 은 세포와 세포외 기질과의 

결합을 매개로 하여 세포내의 시그널링을 

시작하며 이러한 시그널링은 핵으로 전달되어 

다양한 종류의 단백질 발현에 매우 중요한 영향을 

미치는 것으로 알려져 있다. 또한 focal adhesion 

은 최근 mechanosensor 로서 작용을 하여  외부의 

기계적인 자극을 받아들이는 아주 중요한 역할을 

하고 있음이 밝혀지고 있다. 예를 들어 외부의 

기계적인 자극이 focal adhesion 의 형성을 

촉진하거나 인테그린과 세포내의 actin filament 

간의 결합력을 증가시킨다는 연구가 보고된 바가 

있다. 또한 세포내의 stress fiber 들의 assembly 

가 인테그린-세포외기질 간의 결합력을 

증가시킨다는 연구도 발표되었다. 이러한 연구를 

진행하는데 가장 중요한 실험적인 방법으로 

인테그린과 세포외 기질간의 결합력을 정량적으로 

평가할수 있는 방법을 들 수가 있는데 현재까지 

많이 사용되고 있는 것은 세포 흡착 후에 AFM 

이나 micropipette 과 laser tweezers 등을 
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이용한 Micromanipulation assays 와 

centrifugation assay, hydrodynamic flow 를 

이용한 방법들을 들 수 있다. 각 방법들은 고유의 

장점 및 단점을 가지고 있지만 대부분의 방법들은 

세포와 세포외 기질과의 결합력만을 측정할 수 

있을뿐 세포내에서 일어나는 분자생물학적, 

생화학적인 perturbation 을 가할 수 없는 단점을 

가지고 있으며 이러한 단점으로 인하여 세포내의 

신호전달과 세포의 흡착력간의 직접적인 연관성을 

정량적으로 분석할수 없는 것이 큰 문제점으로 

대두되어져 왔다. 본 발표에서는 hydrodynamic 

flow 를 이용한 spinning disk device 를 

이용하여 세포흡착력을 정량적으로 분석하고, 

micropatterning 방법을 이용하여 세포와 세포외 

기질 단백질 간의 접촉표면적을 정량적으로 

조절하며, 또한 분자생물학, 생화학적인 

modification 을 복합적으로 도입하여 세포내의 

특정 신호 전달과정이 세포의 흡착력에 

정량적으로 관련을 가지고 있음을 보여주려 한다. 
 

2. 마이크로 패터닝 

마이크로 패턴이 되어 있는 array 는 금으로 

코팅된 표면에 alkanethiols 을 microcontact 

printing 하는 방법을 이용하여 self-assembled 

monolayers  를 형성하는 현상을 이용하였다.   

지름을 5 –  50 μm 정도로 변화시킨 패턴을 

제조한다는 이 패턴을 이용하여 PDMS 스탬프를 

제조하였다. 이 스탬프에 hexadecanethiol 을 

코팅 시킨 다음 이를 금으로 코팅된 유리 

coverslip 위에 conformal contact 을 통하여 

hexadecanethiol 패턴이 금코팅 표면에 이전 

(transfer) 이 되도록 한 다음 건조시켰다. 

건조된 표면위에 (HO(CH2CH2O)3-(CH2)11SH) 용액을 

이용하여 hexadecanethiol 이 코팅되지 않은 

표면을 back-filling 하게 되면 hexadecanethiol 

이 코팅된 부분은 단백질이 흡착이 될 수 있지만 

(HO(CH2CH2O)3-(CH2)11SH) 이 코팅된 background 는 

단백질 흡착이 되지 않으며 또한 세포의 흡착을 

조절할수 있다.  이렇게 제조된 array 위에 

fibronectin 을 흡착시킨다음 다시 세포를 

배양하면 세포가 표면에 흡착되는 크기를 

일정하게 조절할 수 있는 cell-based array 를 

제조할 수 있다.  

3. 정량적인 세포흡착력 측정 

Mean cell adhesion strength 는 spinning disk 

assy 방법을 이용하여 측정이 가능하다. 세포가 

흡착된 마이크로 패턴 array 를 spinning disk 의 

지지대에 올려 놓은 다음  2 mM dextrose 가 PBS 

에 녹아 있는 용액을 부어주고 이 지지대를 

회전시켜 세포에 일정한 hydrodynamic forces 를 

주어지게 하였다. 주어진 shear stress τ 

(force/area) 는 원형의 세포 array 에서 

모서리부분에 가장 높게 작용하며 중심으로 

이동할수 록 줄어들게 다음과 같은 관계로 표시가 

가능하다. 

   

(r : radial position along the sample, ρ and 

μ are density and viscosity of the solution, 

respectively, and ω is the rotational speed) 

약 5 분간의 spinning 후에 남아 있는 세포를 

3.7% formaldehyde 로 고정시키고 0.1% Triton X-

100 와 ethidium homodimer 를 이용하여 

염색한다음 motorized stage 를 장착한 

형광현미경을 이용하여 ImagePro image analysis 

에 의해 61 개의 서로 다른 부분(0.5 mm2/field) 

을 자동으로 취한다음 세포수와 주어진 shear 

stress 와의 관계를 통하여  50% 세포 탈착점 

(τ50) 을 구하여 mean adhesion force 라고 

정의하였다. f vs. τ 의 관계는 a sigmoidal 

curve (f = 1.0/(1.0 + exp[b(τ- τ50)]) 에 

fitting 하여 이용하였다. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 A representative result from spinning disk 

experiments. 
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4. 결 론 

본 실험에서 사용된 방법을 이용하여 세포내에서 
일어나는 다양한 세포 신호전달과 세포흡착력과의 
관계를 정량적으로 분석할수 있으며 앞으로 
줄기세포의 분화나 암세포의 특이적 거동과 
세포흡착력과의 관계를 규명하는데 효과적으로 
사용될수 있을것으로 생각된다. 
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