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ABSTRACT

The aim of this study was to establish a three dimensional (3D) culture system of endometrial cells and to examine 
the plasminogen activators (PAs) activity in porcine uterine. The 3D culture system in porcine endometrial cells was 
composed to mixture 3D gel, stromal cells and epithelial cells. The 3D culture system was used to identify normal 
structure search as uterine tissue and PAs expression in this study. In results, porcine endometrium epithelial cells 
forming a top monolayer and endometrium stromal cells developed as fibroblast-like within 3D matrix scaffold. 
Expression of urokinase-type PA (uPA) and tissue-type PA (tPA) were observed during the 3D culture using immu- 
nofluorescence. PA activity in 3D-cultured endometrial cells was no significant difference between the tissue type, but 
2D culture system were significantly lower than in 3D-cultured endometrial cells (P<0.05). Therefore, basic system 
and functional aspect of 3D culture could be established with similar system of endometrium tissue. We suggest that 
this study was assumed applicable as baseline data to investigate mechanism between porcine uterus cells in vitro.

(Keywords: pigs, endometrium epithelial cell, endometrium stromal cell, three-dimensional culture, plasminogen 
activators)
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서  론

포유류의 자궁내막은 매우 복잡한 조직 중의 하나로 다른

조직이나 기관과는 달리 발정 주기에 따라 착상과 임신, 생리
과정에 반응하면서 다양한 변화 과정을 겪는다. 또한 직접적
으로 배아와 상호작용이 이루어지는 부분으로 자궁내막 상피

세포는 배아의 착상에 대한 정보를 제공하고 있으며, 자궁내
막 간질세포는 단독 또는 세포 외 기질과 함께 상피세포의 발

달에 영향을 주며, 착상에 주요한 역할을 한다는 보고가 있다
(Hilde 등, 2000). 특히 Plasminogen activators(PAs)는 조직 재
구성, 혈관 신생 및 세포 이동(Martin과 Arias, 1982; Birgitta 
등, 1998; Victoria 등, 1999)과 같은 작용에 영향을 주는데, 이
때 PAs는 serine 계열의 단백질 분해효소로써 세포에서 분비
되어 Plasminogen을 Plasmin으로 전환시켜 주는 활성제 역할
을 한다(Hart와 Rehemtulla, 1988). PA의 종류로는 성장 도메
인으로서의 Urokinase-type PA (uPA)와 세포의 구조적 도메

인으로서의 Tissue-type PA (tPA)로 구분된다(Jean 등, 1985; 
Gething 등, 1988). 이러한 자궁내막 세포의 특성을 연구 수행
하기 어려운 in vivo 실험은 주로 2차원 배양에서 손쉽게 해결
해 왔는데(Choi 등, 2012), 체내에서 3차원적으로 세포 외 기
질에 둘러싸여 자라던 세포를 분리하여 2차원적으로 배양하
면 증식 면에서는 뛰어난 반면, 본연의 표현형을 잃어버린다
는 단점이 있다(Choi 2011). 일반적으로 조직은 여러 종류의
세포가 서로 다른 층으로 형성되어 세포마다 분비인자들의

차이가 있는데, 2차원 배양은 층을 형성할 수 없고 세포 외 기
질이 없는 상태이기 때문에, 세포와 세포 혹은 세포와 세포
외 기질 간의 상호작용이 결여되고, 기능적인 분화 특성을 유
지하지 못해 정확한 작용 기작을 재현하기 힘들다는 보고가

있다(Hearn 1986). 이와 같이 간소화된 in vitro 환경에서 생리
학적으로 주요한 세포의 기능을 재현하기 위해서는 세포 간

의 층을 이룰 수 있고, 세포 외 기질과 함께 배양하는 3차원
시스템이 필요하다고 할 수 있다.
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Fig. 1. Diagrammatic scheme for construction of the 3D culture(Hai 등, 2012).

따라서 본 연구의 목적은 체내의 자궁내막과 유사한 구조

를 만들기 위해 돼지 자궁내막 상피세포와 간질세포를 각각

분리하여 세포 외 기질인 collagen과 함께 3차원적 공동배양
시스템을 확립하고, 돼지 자궁 내에서 다양한 변화를 일으키
는 PA의 기능적인 면을 3차원 공동배양 시스템 하에서 분석
하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 돼지 자궁내막 2차원 세포 배양

도축장에서 회수한 돼지 자궁은 차가운 상태로 1∼1.5시간
이내에 실험실로 운반한 후, 자궁각 외의 불필요한 부분을 제
거하여 100 IU/ml penicillin과 100 µg/ml streptomycin 및
0.1%(W/V) BSA가 첨가된 1X Hank’s balanced salt solution 
(HBSS)로 자궁내강을 3회 세척하였다. 그 후 자궁내막의 세
포를 채취하기 위해 자궁각을 가위를 이용하여 자궁내막이 보

이도록 절단하고, 바늘로 고정시켜 mass로 상피세포 층을 긁
어내어 새로운 50 ml 튜브로 옮겼다. 또한 자궁 근층으로부터
자궁내막 조직을 떼어내어 1mm2의 크기로 세절하여 자궁내

막 조직으로부터 상피세포와 간질세포를 각각 분리하여 얻기

위해, 상피세포는 10 µl/ml collagenase IV(Sigma, USA)를 처
리하고, 간질세포는 10 µl/ml collagenase IV, 100 µl/ml 0.25% 
trypsin/ethyleneediaminetra acetic acid(EDTA, Gibco, USA) 및 
10 µl/ml hyaluronidase(Sigma, USA)를 처리하여 shaking 
incubator(38℃, rpm 120)에서 상피세포는 1시간 그리고 간질
세포는 2시간 동안 배양하였다. 분리된 세포는 70 µm strainer 
(SPL, Korea)를 이용하여 조직으로부터 분리되지 않은 것들
을 제거한 후 상피세포는 RCF 300 × g, 간질세포는 RCF 500 
× g로 5분 동안 원심 분리하였다. 또한 혈액 제거를 위해 Tris- 
NH4를 처리하여 10분 동안 실온에서 방치 후 원심 분리해 상
층액을 제거하였다. 0.1%(W/V) BSA가 첨가된 Dulbecco’s Mo- 
dified Eagle’s medium(DMEM, Sigma, USA)으로 현탁액을

만들어 0.4%(W/V) trypan blue로 세포를 염색하고, 세포 수를
측정하였다. 각 상피세포와 간질세포는 DMEM과 Ham's F-12
이 1:1로 혼합된(D/F12, Sigma, USA) 배양액에 10%(V/V) FBS 
(Gibco, USA), 0.2% amphotericin B(Sigma, USA) 및 0.5% 

antibiotic-antimyotic(ABAM, Gibco, USA)을 첨가하여 38℃, 
5% CO2조건 하에서 배양하면서 48시간마다 배양액을 교체하
였다.

2. 돼지 자궁내막 세포의 3차원 배양

돼지 자궁내막 세포의 차원 배양 시스템은 Hai 등(2012)에
의해 보고된 실험방법에서 제시하는 자궁내막의 세포 배열을

기준으로 3차원 matrix의 collagen gel 조성만을 다음과 같이달
리하여 Fig. 1과 같이 배양하였다. 인위적인 세포 외 기질을 만
들기위해 Collagen gel(Cell matrix, typeⅠ, Nitta gelatin, Japan), 
5X D/F12 medium 및 Buffer(0.05N NaOH, 2.2% NaHCO3, 
200 mM HEPES)를 각각 7:2:1의 비율로 collagen gel solution
을 만들었다. 소량의 gel을 dish에 분주해 37℃에서 30분간 굳
혀 편평하게 바닥지지대를 만들어주었다. 이전의 2차원 세포
배양법에서 제시한 세포 분리법에 의해 분리 배양된 돼지 자

궁내막 간질세포는 0.25% trypsin EDTA를 분주하여 2∼3분
정도 배양하여 scraper로 세포를 긁어 새로운 튜브에 모아 원
심 분리 후 DMEM으로 세척하였다. 그 후 trypan blue를 이용
하여 세포 수를 측정해 5×105 cells/ml의 농도로 간질세포를
collagen solution과 함께 혼합하였다. 그리고 미리 준비한 바
닥지지대 위에 분주하여 형성된 3차원 Matrix를 38℃, 5% 
CO2 상태에서 48시간 배양하였다. 간질세포와 마찬가지로

0.25% trypsin EDTA를 처리하여 상피세포를 3×105 cells/ml의
농도로 회수하여 3차원 matrix의 상층부에 10%(V/V) FBS, 
0.2% amphotericin 및 0.5% ABAM이 첨가된 D/F12 배양액으
로 38℃, 5% CO2 조건 하에서 2주일 동안 배양하면서 48시간
마다 배양액을 교체하였다.

3. Hematoxylln－Eosin 염색법

자궁내막 조직과 3차원 배양의 단면을 시각적으로 비교하
기 위해 H&E 염색법을이용하였다. 조직은 1×1cm의크기로자
르고, 3차원 matrix도 같은 크기로 잘라 10, 20 및 30% sucrose
가 첨가된 PBS내에 조직이 가라앉을 때까지 순차적으로 담가
준 후 회수하여 4% paraformaldehyde에 4℃에서 24시간 동안
재차 담가주었다. 조직과 3차원 matrix는 동결 절편을 위해
Frozen Section compound(Leica microsystem, Germany)로 포
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매하여 3∼5분정도－196℃에 침지시키고, Microtome(Thermo, 
Austria)을 이용하여 동결 절편하였다. Hematoxylin에 4분 동
안 담가놓고 투명해질 때까지 세척한 후 Ethanol과 Xylene으
로 수세과정을 거쳐 Eosin에 4분 동안 담가 앞의 수세과정을
거쳐 Dry Oven에서 건조시킨 후 clear mount mounting solu- 
tion(Gibco, USA)로 봉입하였다.

4. 면역 형광법

3차원 배양에서의 uPA와 tPA의 발현을 자궁내막 조직과
비교하기 위해 면역 형광법을 이용하였으며, 앞서 제시한 전
처리와 동일한 방법으로 시료를 준비하였다. 동결 절편하여
slide에 붙인 시료는 하루 정도 Dry Oven에서 건조시킨 뒤, 
blocking 과정을 위해 3%(W/V) BSA가 첨가된 PBS를 시료
위에 분주하여 1시간 정도 실온에서 처리한 후 Tris Buffered 
Saline with Tween 20(TBST)용액에 10분간 담가 세척하였다. 
한편, uPA와 tPA의 1차 항체는 각각 Goat-anti-uPA와 Goat- 
anti-tPA(1:500, Santa Cruze Biotechnology, USA)를 처리하여
1시간 동안 배양하였고, 2차 항체로는 Alexa 488이 표지된

donkey-anti-Goat-lgG(1:10,000, Invitrogen, USA)를 처리하여
녹색 형광을 띄는 uPA와 tPA를 확인하고, 붉은 형광을 띄는
Propidium iodide(PI)를 이중 염색하여 건조 과정을 거쳐 clear 
mount mounting solution로 봉입하였다.

5. PA 활성도 측정

PA 활성도 측정은 이전의 연구(Hart와 Rehemtulla, 1988)를
수정하여 실험에 적용하였다. PA 활성도를 측정하기 위한 처
리군은 크게 3가지로 실제 자궁내막 조직, 3차원 배양 그리고
2차원 배양으로 구분하여 실험에 이용하였으며, 그 중에서도
이전의 2차원 세포 배양법에서 제시한 세포 분리법을 이용하
여 각각 상피세포, 간질세포, 상피와 간질세포를 혼합한 공동
배양 및 insert chamber(SPL, Korea)를 이용한 공동배양으로
구분하여 총 6가지 처리군을 Fig. 2와 같이 진행하였다. 이와
처리군을 6시간 동안 38℃, 5% CO2 조건하에서 배양한 후, 배
양액을 회수하여 PA측정에 사용하기 전까지 －80℃에서 보관
하였다. 보관해 둔 샘플과 standards는 96well microplate에서 
plasminogen working solution(Sigma, USA)과 함께 38℃에서
60분간추출하였다. 그리고 substrate buffer[0.18 Mm Z-L-LYS-Sbzl

Fig. 2. Different methods culture types(E : Epithelial cell, S : Stromal 
cell)

hydrochloride, 0.22 Mm 5,5’-ditho-bis(2-nitrobenxoicacid), 0.01% 
Triton-X100, Sigma, USA]를 첨가하여 38℃에서 60분간 배양
후 자동화된 microplate reader로부터 405 nm의 흡광도에서 PA 
활성도를 측정하였다.

6. 통계처리

본 연구에서 얻어진 결과는 Statistical Analysis System 
software(SAS 9.2)을 사용하여 General linear mode(GLM) 방
법으로 통계 분석하였다. PA 활성도에 유의성이 나타난 그룹
에 대해서는 Duncan’s multiple range test에 의한 배양 방법
별 유의성 검정을 P<0.05 수준에서 실시하였다.

결  과

돼지 자궁내막 상피세포와 간질세포를 2차원 배양 후의 형
태학적인 결과는 Fig. 3에 나타냈다. 돼지 자궁내막 상피세포
(Fig. 3A)는 입방형 모양으로 넓게 퍼져 성장하는 것을 확인
할 수 있었으며, 그에 반해 자궁내막 간질세포(Fig. 3B)는 섬
유아 세포계열로 길쭉한 모양을 띄며 성장한 것을 확인하였

으나, 2차원적인 배양에서는 세포 본연의 입체적인 모습은 관
찰할 수 없었다. Fig. 4는 간질세포의 3차원 배양 시 세포 성
장 정도를 현미경으로 관찰한 결과로, 배양 일수가 증가할수
록 간질세포의 모양이 2차원 배양에서와는 다르게, 여러 갈래
로 가지가 뻗어 나가는 것 같은 모습을 띄었고, 크기 또한 점
차적으로 커지는 것을 확인하였다. Fig. 5는 3차원 배양 시 하
층부 간질세포(Fig. 5A)와 상층부 상피세포(Fig. 5B)를 현미경
으로 관찰한 결과로, 하층부의 간질세포는 앞서 나타낸 결과
와 마찬가지로 여러 갈래의 가지들이 뻗어 입체적으로 여러

층에 걸쳐 성장하는 것을 확인하였다. 반면, 상층부의 상피세
포는 단일 층의 모습을 띄어 넓게 퍼져 자라는 것을 확인하였

다. 인위적인 세포 외 기질로 사용된 collagen gel 안에서의 자
궁내막 간질세포는 2차원 배양에서의 성장 속도와 성장된 크
기보다 눈에 띄게 빠르고, 여러 층에 걸쳐 크게 성장하는 것
을 확인하였다.

Fig. 3. The morphology of epithelial cells (A) and stromal cells 
(B) during 2D culture in porcine endometrium.
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Fig. 4. The morphology of endometrium stromal cells at day 1(A), day 3(B), day 5(C), day 7(D) and day 10(E).

Fig. 6. Staining characteristics and overall structure of the 3D culture system with porcine primary cells. (A)∼(C) : Porcine uterus tissue 
section, (D)∼(F) : In vitro 3D culture section(Black arrow : Epithelial cell, Red arrow : Stromal cell, Yellow arrow : Extracellular 
cell matrix).

Fig. 5. 3D co-cultures with endometrium stromal cells (A) and endo- 
metrial epithelial cells (B).

Fig. 6는 조직과 3차원 배양 후 H&E 염색하여 단면을 관찰
한 결과로 Fig. 6A, Fig. 6B 및 Fig. 6C는 실제 돼지 자궁내막
조직의 단면이며, Fig. 6D, Fig. 6E 및 Fig. 6F는 돼지 자궁내

막 세포의 3차원 배양시의 단면을 나타내었다. Fig. 6A에서와
같이 실제 돼지 자궁내막의 구조는 크게 자궁내막 층과 자궁

근 층으로 나뉘어 있으며, Fig. 6C에서 보는 것과 같이 자궁내
막 표면의 상층부에는 상피세포가 단일 층으로 성장하는 것

을 관찰하였고, 자궁내막의 하층부에는 세포 외 기질과 선상
피분비선들과 함께 간질세포가 여러 층에 거쳐 입체적으로

성장하고 있는 것을 관찰하였다. 이러한 돼지 자궁내막의 구
조를 기본 바탕으로 하여 3차원 배양 시스템을 확립한 결과, 
3차원 배양의 단면은 Fig. 6D와 같이 2개의 세포가 서로 다른
두 가지의 층을 형성하여 전체적으로 실제 조직과 비슷한 구

조를 띄고 있음을 확인하였다. 한편, Fig. 6E에서와 같이 자궁
내막 상피세포는 3차원 matrix의 상층부에 단일 층의 형태로
성장하였고, Fig. 6F에서와 같이 자궁내막 간질세포 또한 co- 
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Fig. 7. Comparison of porcine uterus tissue and 3D endometrial cells culture by immuno-fluorescense staining for uPA expresstion. (A)~(C) 
: tissue, (D)~(E) : 3D culture, Green color : uPA expressed Alexa 488, Red color : nuclear PI.

Fig. 8. Comparison of porcine uterus tissue and 3D endometrial cells culture by immuno-fluorescense staining for tPA expression. (A)~(C) 
: tissue, (D)~(E) : 3D culture, Green color : tPA expressed Alexa 488, Red color : nuclear PI (White arrow : stromal cell).

llagen gel 내에 위치하여 여러 방면으로 뻗어 성장하는 것을
확인하였다.

Fig. 7과 8에서는 돼지 자궁내막 조직과 3차원 배양에서 후
의 조직을 면역 형광법을 이용하여 uPA와 tPA의 발현 양상을
나타내었다. Fig. 7A, Fig. 7B 및 Fig. 7C는 실제 돼지 자궁내
막 조직을 나타냈으며, Fig. 7D, Fig. 7E 및 Fig. 7F는 3차원
배양 후의 단면을 형광현미경을 이용하여 나타냈다. 그 결과, 
Fig. 7A에서 실제 자궁내막 조직은 uPA의 발현 양상이 전체
적으로 발현되었으며, 그 중에서 주로 상피세포 부근에서 짙은

녹색 형광을 나타내는 것을 확인하였고, 3차원 배양(Fig. 7D)
에서도 전체적으로 uPA의 녹색형광이 짙게 발현되는 것을 확
인하였다. Fig 8에서 실제 자궁내막 조직(Fig. 8A)은 tPA의 녹
색형광이 전체적으로 발현되었지만, uPA의 형광 발현에 비해
서는 약한 것이 관찰되었고, 3차원 배양의 단면(Fig. 8D) 또한
전체적으로 tPA가 녹색 형광을 띄는 것을 확인하였다. 이는
돼지 자궁내막의 세포를 각각 분리 배양하여 새로운 구조와

체계를 확립하여도 실제 돼지 자궁내막 조직과 유사한 기능

을 나타낼 수 있음을 확인한 결과라 할 수 있다.
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Fig. 9은 돼지 자궁내막 조직의 서로 다른 배양법에 의한
PA 활성도를 확인한 결과이다. 이들의 PA 활성도는 각 그룹
간에 상대적인 수치를 통계 처리하여 배양 방법별로 비교하

였다. 그 결과, 돼지 자궁내막 조직에서 가장 높은 PA 활성
수치를 나타내었으며, 자궁내막 조직과 3차원 배양과 PA 활
성도를 비교하였을 때 유의적인 차이가 없는 것으로 나타났

다. 그러나 2차원 배양 방법 중 insert chamber를 이용한 배양
법과 공동 배양법에서는 자궁내막 조직과 3차원 배양에 비해
유의적으로 낮은 PA 활성도를 나타내었다(P<0.05). 이러한
결과로 본 연구에서 확립한 3차원 배양 시스템은 형태학적으
로나 기능적으로 실제 자궁내막 조직과 유사한 배양 체계임

을 확인할 수 있었다.

고  찰

본 연구에서는 간소화된 체외 환경에서 자궁내막 세포 본

연의 형태를 잃지 않고 생리학적으로 세포의 중요한 기능을

재현하기 위해 돼지 자궁내막 세포의 3차원 배양 시스템을 확
립하고자 하였다. 3차원 세포배양 시스템은 최대한 세포 외
기질을 모방하는 것이 효과적인 반면, 2차원 배양은 층을 형
성할 수 없고, 세포 외 기질이 없는 상태이기 때문에, 세포와
세포 혹은 세포와 세포 외 기질 간의 상호작용이 결여되며

(Kwon 등, 2008), 기능적인 분화 특성을 유지하지 못해 정확
한 작용 기작을 재현하기 힘들다(Hearn 1986). 세포 외 기질
은 세포 사이의 공간을 채우는 고분자의 복잡한 혼합물로 물

리적으로 세포를 지지하기 위한 발판을 제공하고, 세포 결합
과 이동을 위한 표면을 제공한다. 또한 세포의 분화와 신진
대사 기능을 조절할 수 있는 성장 인자와 화학적 신호의 저장

기관을 제공하는 역할을 하여(Ashkenas 등, 1996; Boudreau 
2003; Kalluri 2003; Hay 2005) 구조적인 단백질로써 collagen 
type Ⅰ을 실험에 이용해 3차원 배양 시스템의 주된 scaffold
로 사용되었다. 그리고 자궁내막 세포를 3차원적으로 배양하
면서 세포의 분화를 유지하기 위해서는 우선적으로 자궁내막

Fig. 9. PA activity by different methods culture types in incubated 
mediums(P<0.05).

조직으로부터 자궁내막 상피세포와 간질세포를 분리하여야

한다(Park 등, 1999). 본 연구의 재료 및 방법에서 제시한 바
와 같이 2차원 배양을 통해 각각의 세포를 분리하여 세포 외
기질로써 collagen gel을 간질세포와 함께 배양하였고, 조직의
가장 큰 특징 중의 하나인 서로 다른 층을 만들기 위해 자궁

내막 상피세포를 상층부에서 배양시켰다. 이들 세포들 간의
분리 여부와 조직과의 유사성을 확인하기 위해 확립된 3차원
배양 시스템을 현미경을 통해 Fig. 4과 5에서와 같이 층에 따
라 관찰을 한 결과, 세포 외 기질로써 사용한 collagen gel과
함께 배양된 자궁내막 간질세포가 눈에 띄게 섬유아세포 계

열의 모습으로 여러 층에 거쳐 가지처럼 성장한 것을 확인할

수 있었다.
또한 상층부의 자궁내막 상피세포도 단일 층으로 실제 자

궁내막 조직과 같은 형태로 넓게 퍼져 성장하는 것을 확인할

수 있었다. 특히 자궁내막 층은 직접적으로 배아와 상호작용
을 하는 부분으로 자궁내막에서 단층의 상피세포는 배아의

착상에 대한 정보를 제공하고 있으며, 자궁내막 간질세포는
단독 또는 세포 외 기질과 함께 상피세포의 발달에 영향을 주

어 착상에 주요한 역할을 한다(Hilde 등, 2000). 따라서 Fig. 3
에서 상피세포와 간질세포가 각기 다른 층에서 서로 다른 형

태를 띠며 성장 후 같은 자궁내막에 위치하더라도 그 역할이

다른 것으로 설명할 수 있다. 또한 일반 세포배양 dish에서 간
질세포를 배양하였을 때보다 3차원 배양에서 간질세포가 성
장하는 속도가 매우 빠르게 나타났다. 이는 주변의 세포와 세
포 외 기질과 함께 배양되어 상호작용으로 세포의 성장을 빠

르게 한 것으로 생각할 수 있다(Inaba 등, 1988). 또한 H&E 
염색법을 이용하여 실제 자궁내막 조직과 형태학적인 구조를

비교해 보았을 때, 실제 자궁내막 조직에서 나타난 여러 층의
세포의 구조와 3차원 배양에서의 구조가 유사한 형태로 확립
된 것을 볼 수 있었다.
포유류의 자궁내막은 매우 복잡한 조직 중의 하나로 착상

과 임신, 생리 과정에 반응하여 자궁내막에 다양한 변화를 겪
게 하는 PAs는 선행 연구에서 uPA는 세포 외 기질에서 보다
내피세포, 혈관의 안쪽 부분과 분비선에 많이 존재하며(Kim 
등, 2011), 주로 내피세포의 이동에 관여하는 것으로(Sandberg 
등, 1998) 알려져 있다. 또한 tPA는 주로 간질세포에서 분비
가 되는 것으로 알려져 있으며, PA는 자궁내막에서 섬유소
분해, 세포 이동 및 증식에 관여하며, estrogen과 progesterone
을 조절하는 역할도 한다(Liu 1999). 이러한 연구들은 2차원
배양을 통하여 PAs와 자궁 사이에 많은 연관이 있음이 증명
되었으나, 3차원 배양을 이용한 연구는 미미한 편이다. 따라
서 돼지 자궁내막 3차원 배양 시스템을 확립하여 그 안에서
PA와의 관계를 확인하기 위해 면역 형광법을 이용하여 자궁
내막에서의 uPA와 tPA의 발현 위치를 관찰하였다. 본 연구에
서 자궁내막 조직과 3차원 배양 시스템에는 PA의 발현이 유
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사하게 전체적으로 나타났으며, 자궁내막 조직을 배양했을 때
의 PA 활성도와 3차원 배양법에서의 PA 활성도를 비교하였
을 때 유의적인 차이가 없는 것으로 나타났다. 그에 반해 2차
원 배양법과 비교하였을 때는 조직에 비해 유의적으로 낮은

수치를 나타내었다. 이는 3차원 배양에서의 기능적인 면을 간
접적으로 확인하고자 나타낸 결과로, 본 연구에서는 3차원 배
양 내의 직접적인 PA 역할에 대한 확인은 이루어지지 않았지
만, 간접적으로 조직과 PA의 활성도의 차이가 유의적으로 나
타나지 않았기 때문에, 3차원 배양도 조직만큼의 PA 역할이
수행될 것으로 추측된다. 3차원 배양에서 세포의 성장 속도와
크기에 따른 변화가 PA 발현과 관련이 있어 PA의 활성이 높
을 시 3차원 배양에서의 세포 외 기질의 기능을 저하시키고
공간을 느슨하게 만들어 세포의 이동과 증식에 도움을 주어

2차원 배양보다 세포의 기능과 성장이 월등하게 뛰어날 것으
로 추측된다.
결론적으로, 본 연구에서 확립된 3차원 배양 시스템은 두

가지 세포가 층을 이루고, 세포 외 기질에서 입체적인 모양으
로 간질세포가 발달되는 것이 확인되어 3차원 배양의 기본적
인 체계와 기능적인 면이 생체 조직과 유사한 체계로 확립된

것으로 생각된다. 더 나아가 돼지 자궁 내 세포 사이의 작용
기작을 in vitro상에서 구명할 수 있는 기초 자료로 활용이 가
능할 것으로 기대된다.

결  론

본 연구는 돼지 자궁내막 세포인 상피세포와 간질세포를

이용하여 콜라겐과 함께 3차원 배양기술을 확립하고, 기능적
인 면을 확인하고자 Plasminogen Activators의 활성을 분석하
였다. 그 결과, 3차원 배양에서 콜라겐 겔과 간질세포를 혼합
한 3차원 기질은 배양 기간이 길어질수록 간질세포의 크기가
커지고, 입체적인 별 모양의 모습이 여러 층으로 나타났으며, 
상피세포는 단일 층으로 퍼져서 겔과 결합해 2차원 배양에서
의 형태와 같은 모양으로 발달되는 것이 관찰되었다. 한편, 3
차원 배양의 단면을 관찰하여 세포의 위치를 H&E 염색하였
으나, 조직의 기본적인 층 구조를 확인하기에는 완벽한 조직
의 형태가 형성되지 못하였다. 그러나 부분적으로 상피세포가
겔과 결합하여 발달하는 것이 확인되었고, 간질세포도 겔에서
길쭉한 형태의 모습이 부분적으로 발견되었다. 또 다른 연구
에서 3차원 배양의 단면을 형광 염색하여 관찰한 결과, 전체
적으로 형광이 발현되었으나, 세포들이 조직과 같은 뚜렷한
층의 형태를 형성하지 못하여 어느 위치에서 uPA와 tPA가 많
이 발현되는지는 구분하기 어려웠다. 한편, PA 활성도를 분석
한 결과, 3차원 배양에서 PA 활성도는 생체 조직과 유의적인
차이가 없었으나, 2차원 배양에서의 PA 활성도는 조직과 3차
원 배양에 비해 유의적으로 낮게 나타났다(P<0.05). 따라서 3
차원 배양의 기본적인 체계와 기능적인 면이 생체 조직과 유

사한 체계로 확립된 것으로 생각되며, 더 나아가 돼지 자궁
내 세포사이의 작용기작을 in vitro 상에서 규명할 수 있는 기
초 자료로 활용이 가능할 것으로 추측된다.
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