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Abstract: Human mesenchymal stem cells (hMSC) are multipotent stromal cells that have great potential to dif-

ferentiate into a variety of cell types such as osteocytes, chondrocytes, and myocytes. Although there have been

many studies on their clinical availability, little is known about how intracellular signals can be modulated by topo-

graphic features of the extracellular matrix (ECM). In this study, we investigated whether and how microwavy-pat-

terned extracellular matrix (ECM) could affect the signaling activity of focal adhesion kinase (FAK), a key cellular

adhesion protein. The fluorescence resonance energy transfer (FRET)-based FAK biosensor-transfected cells are

incubated on microwavy-patterned surfaces and then platelet derived growth factor (PDGF) are treated to trigger

FAK signals, followed by monitoring through live-cell FRET imaging in real time. As a result, we report that PDGF-

induced FAK was highly activated in cells cultured on microwavy-patterned surface with L or M type, while inhibited

by H type-patterned surface. In further studies, PDGF-induced FAK signals are regulated by functional support of

actin filaments, microtubules, myosin-related proteins, suggesting that PDGF-induced FAK signals in hMSC upon

microwavy surfaces are dependent on cytoskeleton (CSK)-actomyosin networks. Thus, our findings not only provide

new insight on molecular mechanisms on how FAK signals can be regulated by distinct topographical cues of the

ECM, but also may offer advantages in potential applications for regenerative medicine and tissue engineering.
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I. 서 론

세포접착(cell adhesion)은 대부분의 세포에서 나타나는

가장 기본적이며 본질적인 행위로써 세포가 조직을 형성할

때 반드시 필요하다. 세포접착은 세포-세포 사이에 발생하

거나 세포-세포외기질(extracellular matrix, ECM) 사이

에 형성되며, 이들간의 상호작용을 통해 조직은 기능적 통

합을 일으킨다[1]. 특히 재생의학 분야에서 지속적인 연구의

대상인 줄기세포는 세포외기질 환경과 긴밀하게 상호작용을

하여 분화 등의 세포생리 과정을 적절하게 수행하고 있는

것으로 잘 알려져 있다[2]. 그러나 줄기세포이식 및 세포치

료법에서 여전히 수반되는 어려움은 숙주세포에 이식된 세

포가 효율적으로 통합되지 못하고, 세포사멸 혹은 비정상적

인 세포로 돌변하는 위험성을 내재하고 있다는 점이다[3].

따라서 세포접착과정에서 동반되는 신호전달 및 총체적인

신호네트워크에 대한 체계적이고 과학적인 이해가 필요할

것으로 사료된다.

세포외기질로부터 전해지는 생물물리학적(biophysical)
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혹은 기계적 신호(mechanical signal)들은 줄기세포의 기

능과 행동 조절에 필수적으로 작동하고 있으며, 이들이 세

포에서 어떠한 기전을 통해 신호전달과정에 영향을 미치는

지는 아직 충분한 연구가 수행되어 있지 못하다. 더욱이 최

근 연구에서는 세포외기질의 지형적인(topographical) 특징

이 세포의 이동(migration), 증식(proliferation), 분화

(differentiation), 성장(growth) 등에 큰 영향을 끼치고 있

는 것으로 보고됨에 따라[4-6], 세포가 어떻게 지형적인 특

징들을 감지하고 세포신호전달 과정으로 반영하는지에 대한

깊은 이해와 연구가 필요하다. 본 연구에서 사용된 사람중

간엽줄기세포(human mesenchymal stem cell, hMSC)는

세포외기질의 물리적, 지형적 특성을 반영한 분자적/생화학

적 신호가 다양한 세포계통으로의 분화를 촉진하는 것으로

보고되고 있다[7]. 예를 들어, 세포외기질의 탄성(elasticity)

정도에 따라 이 줄기세포는 각기 뼈를 구성하는 골세포 및

연골세포나 근육조직을 형성하는 근육세포 계통으로 분화가

가능하다[8]. 세포외기질의 탄성을 더 연성화시켰을 경우에

는 심지어 신경세포로까지 분화가 가능한 것은 매우 흥미로

운 발견이다[8-10]. 또 다른 선행 연구에 의하면, 세포외기

질 표면의 지형적인 특징이 hMSC를 각기 뼈형성조직 계

통으로 분화시키거나, 지방세포계통으로의 분화 및 성장 촉

진에 기여하는 것으로 보고되고 있다[11].

따라서, 본 연구에서는 세포외기질의 지형적인 특징 중에

근육세포 및 조직에서 흔히 나타나는 미세파상(microwavy)

패턴형태를 실험적으로 모사하여, hMSC를 배양한 후, 세

포외기질과의 세포접착에 중요한 역할을 하는 신호 단백질

인 국소접착키나아제(focal adhesion kinase, FAK)의 실

시간 활성도를 측정 분석하였다. 세포접착과정의 최전선에

서는 세포외기질과 인테그린(integrin)-국소접착단백질 복합

체(focal adhesion protein complex)가 긴밀하게 형성되고,

FAK은 이들 복합체의 기능과 역할을 조절해주는 필수적인 구

성원이다[12-13]. 특히, 이전의 연구에서 주로 수행되었던

생화학적 연구방법과는 조금 차별화하여, 본 연구에서는 주

로 형광공명에너지전이(fluorescence resonance energy

transfer, FRET) 기반의 FAK 바이오센서를 활용해 세포

질에서 일어나는 FAK의 역동적인(dynamic) 현상을 살아

있는 세포 수준에서 실시간 고해상도 이미징을 통해 분석하

였다. 

II. 연구방법

1. 미세파상 패턴 제작(Fabrication of microwavy-pattern)

본 연구에서 사용된 시료는 애드먼드 옵틱스(Edmund

Optics)에서 시판중인 홀로그래픽 회절격자(Holographic

diffraction grating)를 생체에 적합한 polydimethylsil

oxane(PDMS)으로 복제하여 제조하였다. 홀로그래픽 회절

격자는 일반적으로 광학에 널리 사용되고 있고, 서로 다른

파장의 광을 방출하여, 표면이 대략 정현파(sinusoidal) 형태

로 나타나며 넓은 영역에 걸쳐 매우 균일하게 만들 수 있다.

표준화된 격자는 200 nm 에서 2 mm pitch의 범위에서 생

산되었고, 패턴은 홈(groove)을 가지고 있으며, 표면은 약해

지고 시간이 지남에 따라 마모된다. 마모는 진폭(amplitude)

을 줄이지만 파장(wavelength)은 변하지 않으므로, 몇 가

지 주형을 사용하여 여러 종횡비를 생성할 수 있었다.

Sylgard 184 polydimethylsilox(Dow Corning)을 표준염

기 대 가교제(crosslinker) 비율이 10:1이 되도록 혼합하고

일반적인 복제성형 기술을 사용하여 생체적합성 회절격자

제품을 생산하였다.

2. 원자력 현미경(Atomic force microscopy)

미세파상모양의 표면형태는 Asylum MFP-3D 원자력현

미경(AFM)을 사용하여 특성화되었다. AFM 팁은 단일빔, 실

리콘 캔틸레버(silicon cantilever)로 사용하였고 325 kHz

의 공진주파수와 40 N/m의 힘을 가하였다. 시료는 100 µm2

으로 256x256 지점으로 스캔화 되었으며, 각 표본 표면에서

두 개의 무작위로 선택된 영역이 스캔화 되었다. 각 패턴으

로 여러 시료가 제작되었으며 치수는 동일한 마스터 패턴으

로 평균화 되었다. 정량적으로 표면의 형태를 특성화 하기

위해, 표면 높이 Z 는 2차원 Matlab을 사용한 정현 함수

에 의해 피팅되었다.

3. DNA 플라스미드 및 재료

본 연구에서 사용된 DNA 플라스미드는 세포질 FAK 바

이오센서로 c-Src으로부터 SH2 도메인과 연결 아미노산 잔

기(GSTSGSGKPGSGEGS) 및 FAK의 기질 펩타이드

(ETDDYAEIIDE)를 N-말단의 청색형광단백질(ECFP,

enhanced cyanine fluorescent protein) 와 C-말단의 황

색형광단백질(YPet, yello fluorescent protein variant)

사이로 삽입하였다. 세포질 FAK 바이오센서는 한국과학기

술연구원 성지혜 박사 연구팀으로부터 제공되었으며,

mCherry-Paxillin을 발현하는 DNA vector는 University

of California at San Diego(UCSD)의 Yingxiao Wang

교수팀으로부터 제공받았다[14]. 본 연구에서 사용된 약물

인 PDGF, Cytochalasin D, Nocodazole, Blebbistatin,

ML-7은 시그마(Sigma –Aldrich, St. Louis, MO)사로부

터 구입하였다.

4. 세포배양 

패턴화된 세포배양용 PDMS를 준비하기 위해 시료 표면

을 산소 플라즈마로 100W에서 30초로 처리한 후 사람피브
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로넥틴(human fibronectin, BD Bioscience, San Jose,

CA) 50 µg/mL 농도로 사용하여 표면을 코팅하였다. 이 방

법은 세포접착을 위한 가장 효과적인 표면개질법 중의 하나

로 패턴은 실온에서 1시간 동안 교반 후 PBS(phosphate

buffered saline)로 3회 세정하였다. 사람중간엽줄기세포는

미국의 Lonza Walkersville, Inc로부터 공급받았으며 10%

소태아혈청(FBS), 2 mM L-글루타민, 100 µg/ml 페니실린,

100 µg/ml 스트렙토마이신과 1 mM sodium pyruvate가

혼합된 줄기세포전용 배지를 통해 배양되었다. 세포배양에

사용된 시약들은 GIBCO로부터 구입하였으며, 세포는 95%

공기, 5% 이산화탄소가 혼합된 공기를 가습된 배양기에 공

급하여 37℃를 유지하였다. DNA 플라스미드를 주입하기 위

해서는 Invitrogen사에서 판매하는 Lipofactamine 2000

을 주어진 프로토콜에 따라 사용하였다. 

5. 형광공명에너지전이 이미징(Fluorescence resonance

energy transfer-based imaging)

실시간 세포이미징 실험 전에 hMSC를 36-48 시간 동안 0.5

% FBS로 처리하고, 이미징 과정 동안에는, 세포를 37oC에서

CO2 독립적인 배지(CO2-independent medium, Invitrogen,

CA)에서 유지시켰다. 이미지는 냉각된 전하결합소자(CCD)

카메라(Cascade 512B, Photometrics)가 장착된 Zeiss

Axiovert 200M 현미경(Carl Zeiss)에 의해서 촬영되었으

며, 현미경의 본체에는 440DF20 여기필터, 455DRLP 이

색성 거울, 필터교환기에 의해 통제되는 두 종류의 방출필

터로 구성되어 있다(CFP의 경우 480DF30, YFP의 경우

535DF25). 이미지는 1 분마다 저속으로 촬영 수집하고

FRET ratio 이미지를 MetaFluor 6.2 소프트웨어

(Universal Imaging, West Chester, PA)에서 계산하고

분석하였다.

6. 데이터 통계분석

모든 통계학적 데이터는 평균 ±평균의 표준편차(SD) 또

는 표준오차(SEM)로 표현되었다. Excel 소프트웨어를 사

용하여 통계적 평가를 실시하고 Student’s t-검정을 수행하

여 그룹 간의 통계적 차이를 확인하였다. 유의한 차이는 P

값(<0.05)에 의해 결정되었다.

III. 연구결과 및 고찰

1. 미세파상 패턴을 가진 ECM에서의 세포배양

본 연구에서는 표 1에 제시된 바에 따라 세포외기질의 세

가지 지형학적 차이를 보이는 미세파상 형태의 패턴구조물

에서 세포를 배양하였다. 미세파상 패턴 L(low)유형의 파장

과 진폭은 각각 1.0782 ± 0.1(µm)와 27 ± 3(nm)의 지형학

적 특징을 보였고, M(medium)유형은 1.1791 ± 0.1(µm)과

80 ± 4(nm)로써 L유형에 비해 파장과 진폭이 비교적 크다.

이에 반해 가장 큰 수치는 H(high)유형으로 미세파상 패턴

의 파장과 진폭이 각각 1.4704 ± 0.2(µm)와 141 ± 5(nm)

로 측정되었다. 

그림 1에 나타난 바와 같이, 대표적인 미세파상 형태의 패

턴구조물과 FAK 바이오센서가 삽입된 hMSC의 배양 방법

에 대해서 그림으로 간략히 묘사하였다(그림 1A-C). FAK

바이오센서는 청색형광단백질(ECFP, enhanced cyanine

그림 1. 미세파상 패턴 ECM에서의 hMSC 배양 및 Paxillin 및 세

포질 FRET-FAK 바이오센서 발현 양상 (A. 본 연구에서 사용된 미

세파상 패턴 형태, B. 세포질의 FAK 활성을 탐지할 수 있는 FRET

바이오센서, 두 형광단백질과 SH2 와 기질 펩타이드로 구성, C. FAK

센서가 함유된 hMSC의 미세파상패턴에서의 배양, D. mCherry-

Paxillin 과 FAK 센서의 hMSC에서의 발현 양상) (Scale bar = 20

µm).

Fig. 1. hMSC cultured on microwavy-patterned ECM and

the expression of paxillin and cytosolic FRET-FAK sensor

(A. Microwavy-pattern used in this study, B. FRET

biosensor capable of detecting cytosolic FAK activity,

consisting of two fluorescent proteins, SH2 domain, and its

substrate peptide, C. FAK sensor-transfected hMSC

cultured on microwavy-patterned ECM, D. The expression

profile of mCherry-Paxillin and cytosolic FAK sensor).

(Scale bar = 20 µm).

표 1. 세 종류의 미세파상 패턴의 지형학적 특징

Table 1. Geomorphic features in three types of microwavy

pattern

Pattern 
type

Wavelength 
(µm)

Amplitude 
(nm)

Accuracy
(R2)

L 1.0782±0.1 27±3 0.9861

M 1.1791±0.1 80±4 0.9581

H 1.4704±0.2 141±5 0.9769
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fluorescent protein)와 황색형광단백질(YFP, yellow

fluorescent protein)의 변형체인 YPet, 두 종류의 형광단

백질(fluorescent protein)이 삽입되어 형광공명에너지전이

쌍(FRET pair)을 이루고 있으며, FAK 단백질의 인산화 부

위와 기질 복합체로 구성되어 있어서, 세포내의 활성화된

FAK의 증가에 따라 바이오센서의 구조가 변하게 되어 두

형광단백질이 멀어지게 되므로 FRET 현상의 차이를 감지

하도록 설계되어 있다(그림 1B). 미세파상의 형태의 패턴구

조물에서 배양된 세포에서도 국소접착단백질의 하나인

Paxillin이 잘 발현되는 것을 보았고, 동일한 세포에서 FAK

바이오센서도 높은 해상력으로 발현되는 것이 관찰되었다.

Paxillin 단백질은 세포 전 부위에 골고루 분포하고 있는 양

상을 보이나 세포 외곽부위에서는 응축되어 높은 형광발현

양상을 보여주고 있다. 이에 반해 FAK 바이오센서를 통해

드러난 FAK의 활성은 세포질에서 높게 나타났으며, 핵과

세포 외곽부위에는 비교적 낮은 활성도를 나타내고 있다(그

림 1D). 

2. 미세파상 패턴에서 배양된 hMSC에서 PDGF에 유도되는

FAK 신호의 변화

세포내의 FAK은 혈소판유래성장인자(platelet-derived

growth factor, PDGF)에 의해 활성화되는 것으로 보고 되

고 있어[15], 본 연구진은 PDGF(50 ng/ml)를 처리하여 미

세파상의 패턴표면에서 배양된 줄기세포에서의 FAK 활성

변화를 실시간으로 관찰하였다. 그 결과 그림 2에서 보이는

바와 같이, L과 M형의 미세파상 패턴에서 배양된 줄기세포

에서는 PDGF 처리 전 후를 비교해 볼 때, FAK 센서의

FRET 신호가 높게 나타나는 현상이 이미징을 통해 측정된

데 반해, H형의 미세파상 패턴에서는 유의미한 색깔의 변

화가 없었다. FRET ratio 컬러신호에서 붉은 색은 활성도

의 높음을, 파란색은 활성도의 낮음을 나타낸다(그림 2). 

시간경과이미지(time course image) 분석에서는 FAK

그림 2. 세 유형의 미세파상 패턴 ECM에 배양된 hMSC에서 PDGF 처리 전후 FAK 활성의 변화에 따른 FRET 이미지 (Scale bar = 20 µm).

Fig. 2. FRET images of FAK activity in hMSC cultured on three different types of microwavy-patterned ECM before and

after treatment of PDGF (Scale bar = 20 µm).

그림 3. 세 유형의 미세파상 패턴 ECM에 배양된 hMSC에서 PDGF

처리 전후 FAK 활성의 시간경과에 따른 변화 측정.

Fig. 3. Time courses of FRET analysis of FAK activity in

hMSC cultured on three different types of microwavy-

patterned ECM before and after treatment of PDGF.
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센서를 발현하는 세포를 이미징 시작 10분 경과 후 PDGF

를 처리하자, FAK의 FRET 신호증가가 L과 M형 미세파

상 패턴에서는 지속적인 증가추이를 보였으며, 30분 후 활

성도는 최대값에 도달하게 되었다. 이에 반해 H형 미세파

상 패턴에서는 FRET 신호증가가 PDGF 처리 후에도 형

성되지 않았으며, 이를 해석하면 L과 M형 미세파상 패턴에

서는 FAK이 높은 활성도를 보이나, H형 미세파상 패턴에

서는 FAK의 활성이 지형학적 특징에 의해 억제됨을 의미한

다고 볼 수 있다(L형: n=3. *p < 0.05, M형: n = 7,

*p < 0.05, H형: n = 5) (그림 3). 

이전 선행 연구에서도 나노스케일의 지형학적 신호

(geometric cue)가 세포의 신호를 조절하여, 중간엽줄기세

포(MSC)의 분화를 유도할 수 있다고는 알려져 있으나, 대

부분의 연구가 세포내의 JNK, ERK1/2와 같은 내재성 단

백질과의 연관성에 초점을 두고 있다[16-17]. 그러나 이번

연구결과에서는 지형학적 신호가 리간드(i.e. PDGF)와 세

포막에 위치한 수용체(i.e. PDGFR)간의 상호작용 민감성

(sensitivity)에도 작용하여, 단계적인 신호전달에 영향을 줄

수 있다는 새로운 증거를 제시하고 있다.

3. PDGF 유도성 FAK 신호의 변화에 세포골격과 미오신 단

백질의 영향

본 연구의 후속 실험에서 세 종류의 특이적 지형을 가지

는 미세파상 패턴에서 배양된 hMSC가 보이는 PDGF에 유

도되는 FAK의 활성도 차이의 기전을 알고자, 세포외기질-

국소접착단백질 복합체와 세포내 신호전달을 중재하는 세포

골격(cytoskeleton)과 미오신(myosin) 중개 단백질의 관련

성을 조사하였다. 우선적으로 세포골격의 두 요소인 액틴섬

유(actin filament)와 미세소관(microtubule)의 억제제인

Cytochalasin D(1 µM)와 Nocodazole(1 µM)을 각각 처리

한 후 PDGF를 처리하여 보다 큰 반응성을 보인 M형의 미

세파상에서의 FAK 활성도를 측정하였다. 그 결과 대조군

에 비해 두 억제제를 사용한 실험군에서 FAK의 활성화 모

두가 상당히 억제되었다(그림 4). 계속되는 실험에서는 미오

신 억제제인 Blebbistatin(10 µM)과 미오신 L사슬 키나아

제(Myosin light chain kinase, MLCK) 억제제인 ML-

7(5 µM)을 처리한 후 PDGF와 반응하는 FAK의 활성도를

측정하였다. 그 결과 두 억제제 모두 실험군에서 PDGF에

의해 유도되는 FAK의 활성을 억제하였다(그림 4). 이러한

결과를 통해 세포골격형성과 미오신 단백질 네트워크는 미

세파상 패턴에서의 PDGF 유도성 FAK의 활성화 조절에 중

요한 작용을 하는 것으로 사료된다. 

IV. 결 론

본 논문에서는 미세파상형태의 패턴을 가진 세포외기질에

hMSC를 배양하고 PDGF에 의해 유도되는 FAK 신호의 활

성을 FRET 기반의 실시간 고해상도 이미징을 통해 분석하

였다. 그 결과 L과 M형의 미세파상 패턴에서는 FAK 신호

활성이 높게 측정된 데에 반해 H형 패턴에서는 활성이 억

제화되었다. 이러한 PDGF 유도성 FAK 활성은 세포골격

과 액토미오신(actomyosin) 단백질 네트워크에 의해 조절

되고 있음을 본 연구를 통해 드러났다. 따라서 본 연구를 통

해 얻은 연구 결과는 향후 세포접착 과정에서 세포외기질의

복잡하고 다양한 물리적 지형학적 특징이 어떻게 세포의 신

호전달과정을 조절하는지에 대한 중요한 정보와 기본적인

지식을 제공해 줄 것이다. 아울러 본 연구의 결과들은 재생

의학 및 조직공학 분야에서 생체재료를 활용한 세포접착의

효율성을 제고하는 데 있어서도 유익한 정보가 될 것이다.
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