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국문초록

배경: 한국 여성에서 p53 codon 72 tumor suppressor factor, vascular 

endothelial growth factor (VEGF) +405 G/C, -460 C/T, -1154 G/A, 

plasminogen activator inhibitor (PAI)-1 4G/5G, cyclooxygenase (COX)-

2 -765 G/C, endothelial nitric oxide synthase (eNOS) +894 G/T 유전자

다형성과 체외수정시술 시 반복 착상 실패의 연관성을 알아보고자 한다.

방법: 59명의 반복 착상 실패 여성과 100명의 건강한 임신능이 있는

대조군을 대상으로 한국 여성에서 p53 codon 72 tumor suppressor factor, 

VEGF +405 G/C, -406 C/T, -1154 G/A, PAI-1 4G/5G, COX-2 -765

G/C, eNOS +894 G/T 유전자 다형성을 real-time polymerase chain 

reaction (PCR) 및 restriction fragment length polymorphism으로

알아보았다. 

결과: p53 codon 72 tumor suppressor factor, VEGF +405 G/C, -460

C/T, -1154G/A 유전자 다형성, COX-2 -765G/C 유전자 다형성, PAI-1 

4G/5G, eNOS +894 G/T 유전자 다형성은 Hardy-Weinberg 평형을

이루었다. p53 codon 72 tumor suppressor factor, VEGF -460 C/T, 

eNOS +894 G/T 유전자 다형성은 반복 착상 실패 여성과 대조군 간

유의한 차이를 보이지 않았다. PAI-1 5G/5G 유전자형 (genotype)이 반복

착상 실패 군에서 유의하게 낮았다 (P=0.023). COX-2 -765 G/C 유전자

다형성의 C 대립유전자 (allele) 및 G/C 유전자형이 유의하게 반복 착상

실패 여성에서 높았다 (P<0.001).  VEGF +405 C/C 유전자형이 유의하게

반복 착상 실패 여성에서 높았다 (P=0.047). VEGF -1154 A/A 유전자형

및 A 대립유전자가 반복 착상 실패 여성에서 유의하게 높았다 (P=0.036
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and P=0.018).

결론: COX-2 -765 G/C 유전자 다형성, PAI-1 4G/5G 유전자 다형성, 

VEGF +405 G/C, -1154 G/A 유전자 다형성은 한국 여성에서

체외수정시술 시 반복 착상 실패와 연관되어 있을 가능성이 있다. 

주요어: p53 tumor suppressor factor; vascular endothelial growth factor; 

plasminogen activator inhibitor; cyclooxygenase; endothelial nitric 

oxide synthase; repeated implantation failure; gene polymorphisms
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서론

자궁의 내막에 배아가 착상하는 것은 임신이 성립되는 가장

중요한 반응이며 임신 반응이 일어나기 위해서는 건강한 배아가

좋은 내막에 정상적으로 위치하여 방해를 받지 않고 내막에 착상을

하여 태반이 생성되는 반응이 일어나야 한다. 이와 더불어 착상

과정에서는 모체와 배아 사이의 면역학적 반응이 동반되며, 

혈관생성 (angiogenesis), 세포외기질 (extralcellular matrix)의

분해 및 영양막 세포 (trophoblastic cell)의 증식이 동반되어

일어나게 된다. 착상 반응이 일어나는 데 있어서 일반적으로

중요하다고 알려진 요소들은 정자 및 난자의 상태, 수정의 진행, 

배아의 염색체 상태, 자궁 내막의 조건 등이다. 체외수정시술에서는

수정된 배아이식을 통해 최종적으로 착상 여부를 알게 되며, 

배아이식 후 임신을 실패하는 경우는 대부분 착상의 실패이며, 

반복적인 시도에서 착상이 안 되는 경우에는 착상이 일어나지 않는

원인을 찾기 위한 여러 가지 노력이 필요하다고 할 수 있다.

반복 착상 실패 (repeated implantation failure)의 기준은 여러

연구자마다 다른 의견을 피력하고 있으며, 정확한 기준이 정해져

있지 않다. 일반적으로 기존의 연구들이 체외수정시술 후 2-3 회

이상의 배아 이식을 시행하거나 다수의 배아를 이식한 후 실패한

경우를 일컫는 경우를 대상으로 진행된 것이 대부분이다 (Polanski 

et al., 2014). 최근의 119 편의 논문을 대상으로 한 대규모 체계적

고찰 (systemic review)에 따르면, 2 회 이상의 연속적인

체외수정시술 혹은 냉동배아이식에서 good quality 인 4 개 이상의
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cleavage stage 배아 혹은 2 개 이상의 포배기 (blastocyst) 배아를

이식하고 나서 임신에 실패한 경우를 반복 착상 실패의 기준으로

제시하고 있는 추세이다 (Polanski et al., 2014). 

반복 착상 실패가 생겼을 때 임상적으로 제시 가능한 원인으로는

자궁내 기형, 자궁 점막하 근종, 자궁내 유착, 자궁내막염, 자궁내막

증식증, 자궁내막의 폴립과 같은 자궁내막의 이상과 난관의 수종이

있을 수 있으며, 배아 자체의 염색체 이상이 있을 수 있다. 또한

항인지질 항체 증후군 (antiphospholipid antibody syndrome) 혹은

유전적인 혈전성향증 (thrombophilia) 등과 같은 면역학적인 요인과

혈전 요인들이 있을 수 있으며, 그 이외에 흡연, 비만과 갑상선

호르몬 이상과 같은 여러 요인이 반복 착상 실패에 연관되어

있다고 알려져 있다. 

이러한 여러 가지 원인에 대한 연구들이 많이 진행되어 왔지만, 

많은 경우 원인이 없는 경우 혹은 임상적 치료가 된 후에도 반복

착상 실패가 있는 경우가 있어 추가적인 원인에 대한 연구가

요구되고 있는 상태이다. 최근 착상에 필요한 단계에서 중요한

과정인 혈관 생성에 관련된 효소 및 물질에 대한 유전자들에 대한

다형성 (polymorphism)이 반복 착상 실패와 관련이 있다는

연구들이 외국에서 진행되어 왔으며 이에 대한 한국에서의 연구는

없는 실정이다. 선행 연구에서 유전자 다형성 중 반복 착상 실패와

관련되어 있다고 보고된 유전자 다형성 중 대표적인 것은 p53 

tumor suppressor factor, Vascular endothelial growth factor 

(VEGF), Cyclooxygenase-2 (COX-2), Plasminogen activator 
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inhibitor (PAI)-1 유전자 다형성 등이 있다. 대부분의 연구들이

소규모의 대상으로 진행되었으나 각각 유의한 의미를 보고하고

있고, 후속 연구가 진행되지 않은 연구들이 대부분이어서 이에 대한

연구의 필요성이 높다고 사료된다.

1. p53 tumor suppressor factor 

p53 tumor suppressor gene은 세포 주기에서 종양 예방에

중요한 역할을 하는 유전자이며 염색체 17p13.1에 위치하며 생식

(reproduction) 분야에서는 배아 착상과 관련된 유전자들과

스트레스 신호를 유도하는 역할을 하는 것으로 추정되고 있으며

혈관생성 (angiogenesis) 세포의 세포자멸사 (apoptosis)에

중요하다고 알려져 있어 인간의 생식에 중요한 역할을 한다고

알려져 있다 (Ravi, et al., 2000). p53 tumor suppressor 유전자의

다형성으로는 codon 72 (rs1042522) 이 대표적이며, p53 Pro72는

Arg72보다 세포자멸사를 적게 일으키지만 G1 세포 주기 정지 (cell 

cycle arrest)를 더 잘 일으켜 세포 증식을 억제한다고 알려져 있다

(Pim and banks, 2004). 또한 영양막 (trophoblast)의 성장에

영향을 미쳐 착상에 방해가 될 수 있다고 알려져 있다 (Kay et al., 

2006). p53 P72 대립유전자 (allele)은 체외수정시술 환자에서 정상

대조군보다 많이 발견되며, 착상 실패의 위험요소 역할을 하며, 

배아 착상에 중요한 cytokine인 leukemia inhibitory factor가 P72 

대립유전자를 가진 세포에서 낮게 나타난다고 알려져 있다 (Kang 

et al., 2009). 
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반복 착상 실패에서 p53 유전자에 대한 연구는 3개의 선행연구가

있으며, p53 P72 대립유전자가 R72 대립유전자보다 유의하게 반복

착상 실패 군에 연관된 것으로 보고되어 있다 (Kay et al., 2006; 

Goodman et al., 2009; Lledo et al., 2014). Iledo 등은 44명의 반복

착상 실패 여성에서 Pro/Pro 유전자형 (genotype) (11.4%), 

Arg/Pro 유전자형(47.7%), Arg/Arg 유전자형 (40.9%)로 Pro/Pro 

유전자형 이 대조군 83명에서 Pro/Pro 유전자형 (6%), Arg/Pro 

유전자형 (28.9%), Arg/Arg 유전자형 (61.5%)에 비해 차이가

난다고 하였다 (Iledo et al., 2014). Goodman 등은 70명의 반복

착상 실패 여성에서 Pro/Pro 유전자형이 대조군 73명에 비해

유의하게 더 많다고 하였다 (Goodman et al., 2009). Kay 등도

70명의 반복 착상 실패 여성에서 Pro/Pro 유전자형 (7%)이 정상

대조군 (0%)에 비해 많다고 하였다. 위 연구들은 소수의 반복 착상

실패 환자를 대상으로 하였으며, p53 유전자에 대한 추가 연구 및

고찰이 필요하다고 할 수 있다 (Kay et al., 2006).  

2. VEGF

VEGF 는 혈관투과성과 혈관내피세포의 성장, 분열, 이동, 분화 및

모세혈관 형성에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 배아

혈관생성에서 VGEF 의 중요성은 쥐에서 시행된 2 개의 연구에서 잘

알려져 있으며, VEGF 대립유전자를 비활성화 시켰을 때 발달장애, 

적혈구 숫자의 감소, 배아의 성장이 이루어지지 않는 것이

보고되었다 (Carmeliet, 1993; Ferrara et al., 1993). VEGF 수용체
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(receptor)는 황체, 난포, 자궁내막 혈관, 배아의 착상부위에 있어서

자궁내막의 혈관생성, 초기 임신의 배아 착상 및 태반 생성에

영향을 주는 것으로 알려져 있다 (Krüssel et al., 2003). 또한

난소의 혈관생성 시 초기 황제기에 많이 발현되며 중기 황체기에

감소되는 것으로 보고되어 있다 (Ferrera et al., 2003). VEGF 에서

여러 유전자 다형성들이 알려져 있으며, VEGF +405 G/C 유전자

다형성 (rs2010963, 5`-untranslated region)에서 C/C 유전자형이

다른 유전자형에 비해 VEGF 생산이 감소되는 것으로 보고되었다

(Watson et al., 2000). 이 VEGF 유전자 다형성과 반복 착상 실패에

대한 관련 연구로, 최근 Boudejenah 등은 VEGF +405 C/G 유전자

다형성 중 +405C/C 유전자형이 반복 착상 실패군 40 명에서

7 명(17.5%) 로 대조군 131 명 중 7 명(5.3%) 보다 유의하게

높았다고 보고하였다 (Boudjenah et al., 2012). 또 다른 유전자

다형성인 VEGF -1154 G/A 유전자 다형성 (rs1570360, promoter 

region)에서 A/A 유전자형이 반복 착상 실패군 70 명 중 13 명

(19%)으로 대조군 73 명 중 4 명 (5%)보다 더 높게 나타나서

유의하게 연관 되어 있는 것으로 보고가 되었다 (Goodman et al., 

2009). 이 두 선행연구로 볼 때 VEGF 유전자 다형성의 반복 착상

실패에 미치는 영향에 대한 검증이 필요하다고 할 수 있으며, VEGF 

-460 C/T 유전자 다형성 (rs833061, promoter near region)은

아직 검증이 되어 있지 않아 이에 대한 연구가 필요하다고 할 수

있다. 
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3. COX-2

Prostaglandin (PG)은 착상 기간 동안 자궁내막 세포의 혈관

투과성을 증가시키며, 착상과 탈락막화 (decidualization)에 중요한

역할을 한다고 알려져 있다 (Chakraborty et al., 1993;Psychoyo et 

al., 1995; Kennedy et al., 2007). PG 생성이 안 되는 경우 착상이

일어나지 않게 되거나 지연되는 것이 알려져 있으며 여러 쥐

실험을 통해서 입증이 되어 있고 Prostacyclin (PGI2), PGE2 가

중요한 PG 로 알려져 있다 (Lim et al., 1999; Song et al., 2002; Ye 

et al., 2005). COX 는 arachidonic acid 를 분해하는 PG 생성 유도

효소로서, COX-1 과 COX-2 가 있는데 이 중 COX-2 는 PGI2, 

PGE2 를 생성하는 효소로서 착상에 있어서 중요한 역할을 한다

(Shah et al., 2005). COX-2 유전자 다형성 중 COX-2 -765 G/C 

유전자 다형성 (rs20417)의 경우 C 대립유전자의 promoter

activity 가 G 대립유전자에 비해 30% 감소된다고 알려져 있다

(Papafili et al., 2002; Kristinsson et al., 2009). 이 유전자는

염색체 1q25.2-q25.3 에 위치하고, 다형성에 대한 반복 착상 실패

여성에서 시행된 연구는 하나이며 칠레에서 시행되었고, COX-2 -

765 G/C 유전자 다형성 중 -765C 대립유전자가 유의하게 반복

착상 실패 군 (106 명) 39%로 대조군 (80 명) 23%보다 높은 것으로

보고되었다 (Salazar et al., 2010). 이후 후속 연구가 없는 실정으로

이에 대한 검증이 필요하다고 할 수 있다. 
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4. PAI-1

착상 부위에서 영양막 (trophoblast)가 plasminogen으로부터

plasmin을 만들고 이는 plasminogen activator (PA) 및 PAI의

조절을 통해 이루어진다. Matrix metalloproteinase (MMP)는

plasmin에 의해 자극이 되며, PAI-1는 PA를 억제하며 섬유소용해

(fibrinolysis)를 억제한다. 저섬유소용해 (Hypofibrinolysis)는

영양막 침입 (trophoblastic invasion)을 제한하여 착상을 방해하는

것으로 알려져 있다 (Gris et al., 1997). PAI-1 유전자 다형성 중

잘 알려진 것은 PAI-1 4G/5G 유전자 다형성 (rs1799889)으로

염색체 7q21.3-q22에 위치하며 promoter 부위이다. PAI-1 

유전자의 4G 대립유전자 동형접합성 (allele homozygosity)에서

PAI-1 유전자 전사 (transcription) 및 표현 (expression)이

증가되며 PAI-1 농도가 더 높은 것으로 알려져 있다 (Kathiresan

et al., 2005; Huang et al., 2012). 따라서, PAI-1 4G 대립유전자가

섬유소용해의 down regulator로서 작용하여 MMP 생산 억제를

시키는 위험인자로 작용한다고 할 수 있다 (Goodman et al., 2009). 

PAI 4G/4G 유전자형이 반복 착상 실패군에서 유의하게 증가되어

있다고 보고된 것은 두 개의 선행연구가 있다. Goodman 등은

2006년에 PAI-1 4G/4G 유전자형이 반복착상 실패군에서 대조군에

비해 유의하게 많다고 하였고, Coulam 등도 2009년 같은 결과를

발표하였다 (Coulam et al., 2006; Goodman et al., 2009). 따라서, 

우리 나라에서도 이에 대한 연구가 필요하다고 할 수 있다. 
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5. Endothelial nitric oxide synthase (eNOS)

최근 한 연구결과에서 반복 착상 실패군에서 혈청 eNOS 가 반복

착상 성공 군에 비해서 높다고 알려졌다 (RoyChoudHury et al., 

2015). eNOS 는 혈관 확장 효과를 나타내는 NO 생성의 중요한

효소이며 L-arginine 을 L-citrulline 으로 바꾸는 역할을 한다

(Moncada et al., 1991; Alderton et al., 2001). eNOS 는 황체기의

자궁내막 미세혈관 내피 세포에 발견에서 주로 발견되며 NO 는

착상과 자궁내막의 반응성 (receptivity) 등에 중요하다고 알려져

있고, eNOS 는 여러 동물 실험을 통해 착상에 필요하다고 알려져

있다 (Purcell et al., 1999; Chwalisz et al., 2000; Sengupta et al., 

2005). eNOS 는 영양막에 특히 많이 분포되어 있는 것으로

보고되고 있어 착상에 중요한 역할을 한다고 할 수 있다 (Ariel et 

al., 1998). 불임에 있어서의 연구는 원인불명의 불임 여성에서

eNOS 는 자궁내막의 상피내강 (luminal epithelium)에서 과다

발현되었다고 보고가 있다 (Najafi et al., 2012). 

eNOS 유전자는 7q35-36 에 위치하고 유전자 다형성과 불임에

연구에서는 오직 한 개의 연구가 있으며 Karatas 등은 eNOS 

Glu298Asp 유전자 다형성 (rs1799983)에서 유의하게 원인불명의

불임 여성에서 GG 유전자형이 적게 나타난다고 하였다 (Karatas et 

al., 2014). 이 부위는 습관성 유산 환자에 대한 대규모

메타분석에서 유의하게 대조군에 비해 차이가 있다고 알려져 있다

(Su et al., 2001). 반복 착상 실패 군에서의 연구는 eNOS 유전자
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다형성 연구가 아직 이루어진 바가 없어서 이에 대한 연구가

필요하다고 할 수 있다.

6. 다른 후보 유전자들

그 이외에 Mucin-1 유전자 다형성 (Goulart et al., 2004; Dentillo 

et al., 2007), Mucin-4 유전자 다형성 (Koscinski et al., 2006), 

Progesterone 수용체 유전자 다형성 (Coulam et al., 2008), 

Leukemia inhibitory factor 유전자 다형성 (Steck et al., 2004) 

등의 연구가 있으나, 모두 반복 착상 실패와는 유의한 관련성이

없는 것으로 알려져 있다. 

지금까지 이루어진 반복 착상 실패 관련 유전자 다형성 연구들이

대개 소수의 대상 유전자 다형성의 연구로 외국에서 진행되어

있으며 또한 외국의 연구 대상 수는 10 여명에서 100 여명 정도로

비교적 적은 숫자를 대상으로 하고 있고 eNOS 유전자 다형성에

대한 연구는 없는 상태이다. 국내에는 이에 대한 연구가 전무할

실정으로 우리나라 체외수정시술을 시행한 반복 착상 실패 군에

대한 유전자 다형성의 연관성에 대한 연구가 필요하며, 본

연구에서는 이에 대한 유전자들에 대한 연관성을 알아보고자 한다.
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연구재료 및 방법

연구대상

환자군으로 시험관 아기 시술 후 반복 착상이 되지 않은 59명의

여성과 대조군으로 2회 이상의 출산을 한 100명의 여성을 대상으로

하였다. 반복 착상 실패는 이전 임신력이 없으며 4개 이상의 good 

quality cleavage embryo 혹은 2개 이상의 good quality 

blastocyst를 이식하였으나 serum hCG 검사가 음성인 경우로

하였다 (ILedo et al., 2014; Polanski et al., 2014). Good quality 

cleavage embryo는 6세포기 이상의 분할과 세포질내

분열(fragmentation) 없거나, 20% 미만인 경우를 포함하였다

(Gardner et al., 1999; Balaban et al., 2006; Yoon et al., 2011)

(Table 1). Good quality blastocyst는 blastocele이 배아를 모두

채우거나 발달을 진행을 더하여 부화가 일어났으며 inner cell mass 

가 많고 trophectoderm이 knit epithelium을 이룬 상태를

포함하였다 (Gardner et al., 1999; Balaban et al., 2006) (Table 1). 

Maria fertility Institutional Review Board의 승인(2016003)을

받았으며, 환자군에서 ICSI 여부와 관계없이 포함하였으며 배우자

정자 검사, 초음파 검사, 나팔관 조영술 등을 통해 해부학적 이상이

없고 갑상선 기능에 이상이 없는 것을 확인하였다. 

과배란 유도 및 체외수정시술
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단기 요법의 경우 월경 주기 3 일에 질식 초음파 검사를 시행하여

성선 자극 호르몬을 투여하기 시작하고 우성 난포의 직경이 14 mm 

이상이면 생식샘자극호르몬방출 호르몬(gonadotrophin-releasing 

hormone, GnRH) 길항제 (antagonist)를 투여하기 시작하며, 

우성난포의 직경이 18 mm 이상이거나 16 mm 이상인 난포가 3 개

이상 관찰되면 사람 융모성 성선자극 호르몬(human chorionic 

gonadotropin, hCG) 10,000 IU 혹은 recombinant hCG 를

주사하였다. 난자의 채취는 36 시간 후 질식 초음파 하에 시행하고

정상적으로 수정된 배아는 채취 후 2-5 일에 환자의 자궁강 내로

이식하였고 황체기 보강을 하였다. 임신의 확인은 난자채취 후 제

14 일에 혈중 β-hCG 농도를 확인하여 3mIU/ml 이상이고, 1 주일

후 실시한 추적 검사에서 혈중 β-hCG 의 상승을 보이며, 임신

제 5-6 주에 시행한 질식 초음파검사에서 태낭을 관찰하는 경우를

임상적 임신으로 판정하였다.

장기요법의 경우 월경주기가 일정한 환자에서는 월경 주기

제 14 일 전후로 배란여부를 확인하여 다음 월경예정일 7-10 일

이전에 생식샘자극호르몬방출 호르몬 작용제 (GnRH agonist) 

피하주사를 시작하고, 이후 진행 및 임신의 판정은 길항제요법과

동일한 절차에 의하여 진행하였다.

유전자 DNA 추출(Genomic DNA Extraction)

환자의 말초혈액에서 Wizard DNA purification kit (Promega, 

Madison, WI)를 사용하여 추출하였다.
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p53 codon 72 tumor suppressor factor 유전자형

분석

Allelic discrimination은 ABI Prism 7500 Real Time PCR 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)의 MGB-

NFQ primer/probe Taqman assay를 사용하였다. 각각의 20ul PCR 

반응은 18 pmol의 forward primer 5’- CCAGATGAAGCT

CCCAGAATGC-3’, 18 pmol의 reverse primer 5’-GCCGCC

GGTGTAGGA-3’, 4 pmol의 ‘G’ 대립유전자 probe 5’(VIC)-

TCCCCGCGTGGCC (NFQ)-3’, 4 pmol의 ‘C’ 대립유전자 probe 

5’(FAM)-CTCCCCCCGTGGCC (NFQ)-3’, 10ul의 2X TaqMan 

Universal PCR Master Mix(Applied Biosystems)와 25ng DNA을

담았다. PCR cycling 조건은 2분간 50℃, 10분 95℃, 40번의 15초

95℃, 1분간 60℃였다. 증류수가 negative PCR 대조군으로

사용되었다.

PAI-1 4G/5G 유전자형 분석

Allelic discrimination은 ABI Prism 7500 Real Time PCR 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)의 MGB-

NFQ primer/probe Taqman assay를 사용하였다. Allelic 

discrimination은 ABI Prism 7500 Real Time PCR System

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)의 MGB-NFQ
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primer/probe Taqman assay를 사용하였다. 각각의 20ul PCR 

반응은 18 pmol의 forward primer 5’-AGACAAGGTTG

TTGACACAAGAGA -3’, 18 pmol의 reverse primer 5’-

GGCCGCCTCCGATGATAC-3’, 4 pmol의 4G 대립유전자 probe 

5’(VIC)-ACGGC TGACTCCCCAC(NFQ)-3’, 4 pmol의 5G

대립유전자 probe 5’(FAM)-CGGCTGAC TCCCCCAC (NFQ)-3’, 

10ul의 2X TaqMan Universal PCR Master Mix(Applied 

Biosystems)와 25ng DNA을 담았다. PCR cycling 조건은 2분간

50℃, 10분 95℃, 40번의 15초 95℃, 1분간 60℃였다.  증류수가

negative PCR 대조군으로 사용되었다.

COX-2 -765G/C 유전자형 분석

Genomic DNA의 증폭은 oligonucleotide primers: 5’-

CCGCTTCCTTTGTC CATCAG-3’ (forward), 5’–GGCTGTATATC

TGCTCTATATGC-3’ (reverse)를 사용하였다. 25ng genomic 

DNA를 1.5 mM MgCl2, 200uM dNTP, 0.4 uM each primer, 1U of 

Taq polymerase (Takara, Shiga, Japan)와 섞었다. PCR cycling 

조건은 denaturation step 5분 간 95°C, 증폭 35주기 30초간 95°C, 

30초간 57°C, 30초간 72°C, 72도 10분간 extension이었다. PCR 

product은 1U의 제한효소 (restriction enzyme) Aci I (New 

England Biolabs, USA), 37°C overnight 기간으로 두고, 3% 

agarose gel 전기영동 (electrophoresis) 한 후 ethidium bromide 

염색을 하였다. 188, 118 bp은 정상 G/G 동형접합체, 306, 188, 118 
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bp은 G/C 이형 접합체, 306 bp은 C/C 동형접합체였다.

VEGF +405G/C, -460C/T, -1154G/A 유전자형 분석

1) VEGF +405G/C 유전자 다형성

Genomic DNA의 증폭은 oligonucleotide primers: 5’-

TTGCTTGCCATTCCCCACTTGA-3’ (forward), 5’–CCGAAGC

GAGAACAGCCCAGAA-3’ (reverse)를 사용하였다. 25ng genomic 

DNA를 1.5 mM MgCl2, 200uM dNTP, 0.4 uM each primer, 1U of 

Taq polymerase (Takara, Shiga, Japan)와 섞었다. PCR cycling 

조건은 denaturation step 5분 간 95°C, 증폭 35주기 30초간 95°C, 

30초간 58°C, 30초간 72°C, 72도 10분간 extension이었다. PCR 

product은 1U의 제한효소 BsmF I (New England Biolabs, USA), 

65°C overnight 기간으로 두고, 2% agarose gel 전기영동을 한 후

ethidium bromide 염색을 하였다. 283, 186 bp은 정상 G/G 

동형접합체, 469, 283, 186 bp은 G/C 이형접합체, 483 bp은 C/C 

동형접합체였다.

2) VEGF -460C/T 유전자 다형성

Genomic DNA의 증폭은 oligonucleotide primers: 5’-

TGTGCGTGTGGGGTTGAGCG-3’(forward), 5’–TACGTGCGGA

CAGGGCCTGA-3’(reverse)를 사용하였다. 25ng genomic DNA를

1.5 mM MgCl2, 200uM dNTP, 0.4 uM each primer, 1U of Taq 

polymerase (Takara, Shiga, Japan)와 섞었다. PCR cycling 조건은

denaturation step 5분 간 95°C, 증폭 35주기 30초간 95°C, 30초간
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58°C, 30초간 72°C, 72도 10분간 extension이었다. PCR product은

2U의 제한효소 BstU I (New England Biolabs, USA), 60°C 

overnight 기간으로 두고, 3% agarose gel 전기영동 한 후

ethidium bromide 염색을 하였다. 155, 20 bp은 정상 C/C 합체,

175, 155, 20 bp은 C/T 이형접합체, 175 bp은 T/T 동형접합체였다.

3) VEGF -1154G/A 유전자 다형성

Genomic DNA의 증폭은 oligonucleotide primers: 5’-

TCCTGCTCCCTCCTCGCCAATG-3’ (forward), 5’– GGCGGGGA

CAGGCGAGCATC-3’ (reverse)를 사용하였다. 25ng genomic 

DNA를 1.5 mM MgCl2, 200uM dNTP, 0.4 uM each primer, 1U of 

Taq polymerase (Takara, Shiga, Japan)와 섞었다. PCR cycling 

조건은 denaturation step 5분 간 95°C, 증폭 35주기 30초간 95°C, 

30초간 58°C, 30초간 72°C, 72도 10분간 extension이었다. PCR 

product은 2U의 제한효소 Mn1 I (New England Biolabs, USA), 

60°C overnight 기간으로 두고, 3% agarose gel 전기영동 한 후

ethidium bromide 염색을 하였다. 154, 34, 22 bp은 정상 G/G 

동형접합체, 206, 150, 34, 20 bp은 G/A 이형접합체, 206 bp은 A/A 

동형접합체였다.

eNOS +894G/T 유전자형 분석

Allelic discrimination은 ABI Prism 7500 Real Time PCR 

System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)의 MGB-

NFQ primer/probe Taqman assay를 사용하였다. Allelic 
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discrimination은 ABI Prism 7500 Real Time PCR System

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)의 MGB-NFQ

primer/probe Taqman assay를 사용하였다. 각각의 20ul PCR 

반응은 18 pmol의 forward primer 5’- GCTGCCCCTGCTGCT - 3’, 

18 pmol의 reverse primer 5’- CACCCAGTCAATCCCTTTGGT -

3’, 4 pmol의 G 대립유전자 probe 5’(VIC) – CCAGATGAG

CCCCCA (NFQ) - 3’, 4 pmol의 T 대립유전자 probe 5’(FAM) –

CCCAGATGATCCCCCA (NFQ) - 3’, 10ul의 2X TaqMan 

Universal PCR Master Mix(Applied Biosystems)와 25ng DNA을

담았다. PCR cycling 조건은 2분간 50℃, 10분 95℃, 40번의 15초

95℃, 1분간 60℃였다. 증류수가 negative PCR 대조군으로

사용되었다.

통계적 분석

Hardy-Weinberg distribution을 p53 codon 72 tumor 

suppressor factor, VEGF +405G/C, -460C/T, -1154G/A, PAI-1 

4G/5G, COX-2 -765G/C, eNOS +894G/T 유전자 다형성에서 chi-

square test, Fisher exact test, Monte Carlo test를 통해

확인하였다.  분석은 SPSS software (version 12.0, SPSS inc., 

Chicago, IL)를 사용하였으며 통계학적 의미는  P<0.05으로 하였다. 

Haplotype 분석은 VEGF 유전자 다형성에서 환자군과 대조군에서

시행하였으며 haplotype과 linkage disequilibrium (LD)를

Haploview version 4.2 (http://www.broad.mit.edu/mpg/ haploview/
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index.php) 을 사용하여 haplotype frequency, disequilibrium 

coefficient (r2), standardized disequilibrium coefficient (D’) 과

haplotype association를 구하였다. 
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연구결과

총 59명의 임신 반응이 없었던 반복 착상 실패 환자군과

100명의 출산력 2회 이상 있고 유산이 없었던 정상 대조군을

대상으로 하였다. 반복 착상 실패 환자군의 나이는 35.8 ±3.8 세

(mean ± SD) 였고, FSH 7.2 ±2.2 mmIU, AMH 3.9±3.3 pmol/l 

였으며, 이전 시험관아기시술 시도 횟수는 4.3±1.8 였다 (Table 2). 

모든 반복 착상 실패 환자군은 4개 이상의 good quality embryo 

cleavage stage embryo 혹은 2개 이상의 good quality 

blastocyst를 이식을 받았다. 자궁내막증 수술력이 있는 환자는 2명

(3.5%) 였다. 대조군의 경우 모든 여성이 불임의 병력이 없었고

나이는 48.6±7.6 세 (mean ± SD) 였다.

1. p53 codon 72 Arg/Pro tumor suppressor factor 

유전자 다형성

반복 착상 실패 환자군의 p53 codon Pro72 빈도는 36.4% 

였으며 대조군은 31.5% 였다. Pro 72 codon의 유전자형 빈도

(Arg/Arg, Arg/Pro, Pro/Pro)는 반복 착상 실패군과 대조군 간

차이가 없었다 (Table 3).

2. PAI 4G/5G 유전자 다형성

PAI 4G/5G 유전자 다형성은 반복 착상 실패 환자군과 대조군

사이의 4G 및 5G 대립유전자 빈도 (63.6 % vs 53.6%) 및 4G/4G 



１９

유전자형 빈도 (33.9 % vs 28.0%)의 유의한 차이가 보이지 않았다

(Table 3). 5G/5G 유전자형은 recessive model에서 반복 착상

환자군에서 대조군에 비해 통계적으로 유의하게 빈도가 낮았다

(P=0.023, OR 0.274, 95% CI 0.089-0.841) (Table 4).

3. COX -765 G/C 유전자 다형성

COX -765 G/C 유전자 다형성에서 G 대립유전자 및 C 

대립유전자 빈도는 반복 착상 실패 환자 군과 대조군의 차이를

보였다 (Table 5). 반복 착상 실패 환자군과 대조군에서 CC 

유전자형은 발견되지 않았다. C 대립유전자 빈도가 반복 착상 실패

환자군에서 대조군에 비해 유의하게 높게 나왔고 (13.6% vs 3.0%, 

P<0.001, OR 5.072, 95% CI 1.926-13.358), G/C 유전자형은 반복

착상 실패 환자군 (27.1%)이 대조군 (6.0%)에 비해 높은 빈도를

보였다 (P<0.001, OR 5.829 95 CI 2.133-15.930).

4. VEGF +405 G/C, -460C/T, -1154 G/A 유전자

다형성

VEGF -460C/T 유전자 다형성에서 각각의 대립유전자 빈도는

반복 착상 실패 환자 군과 대조군의 차이를 보이지 않았으며

유전자형 빈도도 차이가 없었다. VEGF +405G/C 유전자

다형성에서 C/C 유전자형은 recessive model에서 반복 착상 실패

환자군에서 대조군에 비해 높은 빈도를 보였다 (P=0.047) (Table 
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6).

VEGF -1154 G/A 유전자 다형성에서 A 대립유전자 빈도가 반복

착상 실패 환자군에서 유의하게 대조군에 비해 높게 나타났다 (OR 

1.908, 95% CI 1.112-3.275). Dominant model에서 반복 착상 실패

환자군과 대조군의 차이가 유의하게 높게 나타났다 (P=0.036)

(Table 6).

Haplotype analysis에서 CTG, GTG, GCA, GCC haplotype이

유의한 차이를 보였다 (Table 6). VEGF +405G/-460T 

haplotype은 민감한 유전자형 (susceptible genotype) 

(P=0.0425)이었고 +405C/+460T haplotype은 보호 유전자형

(protective genotype) (P=0.0218)이었다. VEGF -460C/-1154G 

haplotype은 민감한 유전자형 (P=0.0071), -460C/-1154A 

haplotype은 보호 유전자형이었다 (P=0.151). VEGF +450/-1154 

유전자 다형성은 유의한 haplotype이 보이지 않았다. VEGF 

+405/-460/-1154 polymorphism의 haplotype 중 CTG haplotype 

(P=0.0336)과 GCA haplotype (P=0.0270)이 보호 유전자형이었고

GTG haplotype (P=0.287)과 GCC haplotype (P=0.0255)이 민감한

유전자형이었다 (Table 7). 위 유전자 다형성에 대한 the 

disequilibrium coefficient (r2), the standardized disequilibrium

coefficient (D’)은 Figure 1과 Table 8과 같았다.

자궁내막증이 있었던 환자 2명을 제외하고 시행한 분석에서는

VEGF +405 G/C 유전자 다형성은 각각의 유전자형과 대립유전자

빈도는 반복 착상 실패군과 대조군의 차이를 보이지 않았으며
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Recessive model에서도 통계적인 유의성이 없었다 (P=0.065) 

(Table 9). VEGF -460 C/T 유전자형과 대립유전자의 분포는

다형성은 반복 착상 환자군과 대조군 간 통계적인 차이를 보이지

않았다.  VEGF -1154 G/A 유전자 다형성은 A 대립유전자 빈도가

반복 착상 실패 환자군에서 대조군에 비해 유의하게 높았다 (OR 

1.921, 95% CI 1.114-3.312). Dominant model에서 반복 착상 실패

환자군과 대조군의 차이가 유의하게 높게 나타났다 (P=0.038) 

(Table 9).

5. eNOS +894 G/T 유전자 다형성

반복 착상 실패 환자군의 eNOS G 대립유전자 빈도는 89.0% 

였으며 대조군은 93.0% 였다. eNOS +894 G/T 유전형 빈도는

통계적으로 유의한 차이가 없었다 (Table 10). G/T 유전자형이

반복 착상 실패군에서 22.0%로 대조군 10.0%에 비해 차이를

보였으나 통계적 유의성은 보이지 않았다. 

6. 취약 유전자의 빈도  

COX-2 -765 G/C 유전자형, VEGF +405 C/C 유전자형, -1154 

A/A 유전자형을 민감한 유전자형이라고 볼 때 반복 착상 실패군과

대조군의 빈도는 차이가 있었으며 민감한 유전자형의 빈도가 1개

이상인 경우가 반복 착상 실패군에서 유의하게 많았으며, Relative 

risk 5.053, 95% CI 2.480-10.334 이었다 (P<0.001) (Table 11). 
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PAI-1 5G/5G 유전자형을 가진 4명에서는 민감한 유전자 빈도는

1개를 가진 환자군이 1명이었고 3명은 민감한 유전자를 가지고

있지 않았다.
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Table 1. Grading of cleavage embryo and blastocyst (Basak et al., 2006).

Cleavage stage 

Grade 1 embryo no fragmentation with equal sized homogenous 

blastomeres

Grade 2 embryo <20% fragmentation with equal or unequal 

sized homogenous blastomeres

Grade 3 embryo 20%–50% fragmentation with unequal sized 

blastomeres

Grade 4 embryo >50% fragmentation with unequal sized 

blastomeres

Blastocyst 

1. Early blastocyst the blastocele is less than half the volume of the 

embryo

2. Blastocyst the blastocele is greater than or equal to half of 

the volume of the embryo

3. Full blastocyst the blastocele completely fills the embryo

4. Expanded blastocyst blastocyst—the blastocele volume is larger than 

that of the early embryo and the zona pellucida 

is thinning

5. Hatching blastocyst the trophectoderm has started to herniate 

through zona pellucida

6. Hatched blastocyst the blastocyst has completely escaped from the 

zona pellucida

Inner cell mass grading 

A tightly packed, many cells

B loosely grouped, several cells
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C very few cells

Trophectoderm grading

A many cells forming a tightly knit epithelium

B few cells

C very few cells forming a loose epithelium

* Good quality embryo: Grade 1 or 2 cleavage embryo  /  >3AA blastocyst
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Table 2. Clinical features in patients with repeated implantation failure.

Clinical variables Patients (n=59)

Age (yrs) 35.8

BMI (kg/m2) 21.6

AMH (pmol/L) 3.9

FSH (mIU/mL) 7.2

Number of Embryo transfer cycles  (mean) 4.3

Etiology of infertility 

Endometriosis 2 (3.4%)

Male 2 (3.4%)

Tubal 3 (5.1%)

Unknown 52 (88.1%)
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Table 3. Genotype and allele frequency for p53 codon 72 tumor suppressor factor polymorphism between patients with 

repeated implantation failure and controls.

RIF (n=59) Control (n=100) OR 95% CI P value
a

p53 codon 72 tumor suppressor factor Arg/Pro 

genotype

Genotype 

frequency

Pro/Pro 6 (10.2%) 9 (9.0%) 0.562

Arg/Pro 31 (52.5%) 45 (45%)

Arg/Arg 22 (37.3%) 46 (46.0%)

Pro/Pro vs Arg/Pro+Arg/Arg

(recessive model)
1.145 0.386-3.395 0.787

Pro/Pro + Arg/Pro vs Arg/Arg

(dominant model)
1.433 0.742-2.767 0.322

Allele Pro 43 (36.4%) 63 (31.5%) 1.247 0.772-2.013 0.367
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frequency Arg 75 (63.6%) 137 (68.5%)

a Chi-square test; OR, odds ratio; CI, confidence interval

RIF, repeated implantation failure
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Table 4. Genotype and allele frequency for PAI-1 4G/5G polymorphism between patients with repeated implantation 

failure and controls.

RIF (n=59) Control (n=100) OR 95% CI P value
a

PAI-1 4G/5G  genotype

Genotype 

frequency

5G/5G 4 (6.8%) 21(21.0%) 0.059

4G/5G 35 (59.3%) 51 (51.0%)

4G/4G 20 (33.9%) 28 (28.0%)

5G/5G vs 4G/5G+4G/4G

(recessive model)
0.274 0.089-0.841 0.023*

5G/5G +4G/5G vs 4G/4G

(dominant model)
0.758 0.379-1.517 0.434

Allele 

frequency 

5G 43 (36.4%) 93 (46.5%) 0.660 0.414-1.052 0.080

4G 75 (63.6%) 107 (53.5%)
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a Chi-square test and Fisher exact test; OR, odds ratio; CI, confidence interval

*- Statistically significant protective genotype  

RIF, repeated implantation failure
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Table 5. Genotype and allele frequency for COX -765 G/C polymorphisms between patients with repeated implantation 

failure and controls.

RIF (n=59) Control (n=100) OR 95% CI P value
a

COX -765 G/C genotype

Genotype 

frequency

CC 0 (0%) 0 (0%)

GC 16 (27.1%) 6 (6.0%) 5.829 2.133-15.930 <0.001#

GG 43 (72.9%) 94 (94.0%)

Allele frequency C 16 (13.6%) 6 (3.0%) 5.072 1.926-13.358 <0.001#

G 102 (86.4%) 194 (97.0%)

a Chi-square test; OR, odds ratio; CI, confidence interval
# - Statistically significant susceptible genotype

RIF, repeated implantation failure
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Table 6. Genotype and allele frequency for VEGF +405 G/C, -460 C/T, and -1154 G/A polymorphisms between patients

with repeated implantation failure and controls.

RIF (n=59) Control (n=100) OR 95% CI P value
a

VEGF +405 G/C  genotype

Genotype 

frequency

CC 15 (25.4%) 13 (13.0%) 0.137

GC 27 (45.8%) 52 (52.0%)

GG 17 (28.8%) 35 (35.0%)

CC vs GC+GG (recessive model) 2.281 0.998-5.214 0.047

CC +GC vs GG (dominant model) 1.330 0.662-2.672 0.422

Allele 

frequency 

C 57 (48.3%) 78 (39.0%) 1.462 0.923-2.314 0.105

G 61 (51.7%) 122 (61.0%)

VEGF -460 C/T  genotype

Genotype TT 32 (54.2%) 50 (50.0%) 0.766
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frequency CT 22 (37.3%) 43 (43.0%)

CC 5 (8.5%) 7 (7.0%)

TT vs CT+CC (recessive model) 1.185 0.622-2.259 0.606

TT +TC vs CC (dominant model) 0.813 0.246-2.687 0.734

Allele 

frequency 

T 86 (72.9%) 143 (71.5%) 1.071 0.644-1.782 0.791

C 32 (27.1%) 57 (28.5%)

VEGF -1154 G/A  genotype    

Genotype 

frequency

AA 4 (6.8%) 1 (1.0%) 0.031

GA 26 (44.1%) 33 (33.0%)

GG 29 (49.2%) 66 (66.0%)

AA vs GA+GG (recessive model) 7.200 0.785-66.025 0.064

AA +GA vs GG (dominant model) 2.008 1.041-3.874 0.036#



33

Allele 

frequency 

A 34 (28.8%) 35 (17.5%) 1.908 1.112-3.275 0.018#

G 84 (71.2%) 165 (82.5%)

a Chi-square test; OR, odds ratio; CI, confidence interval
# - Statistically significant susceptible genotype

RIF, repeated implantation failure
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Table 7. Haplotype analysis of the VEGF +405G/C, -460 C/T, and -1154G/A gene polymorphisms between patients with 

repeated implantation failure and controls.

Polymorphisms Haplotype Frequency Patient/control ratio χ2 P value
a

+405/-460 GT 0.367 0.409/0.296 4.113 0.0425#

CT 0.353 0.306/0.433 5.265 0.0218#

GC 0.208 0.201/0.221 0.188 0.6648

CC 0.071 0.084/0.005 1.311 0.2511

-460/-1154 TG 0.638 0.639/0.636 0.003 0.9569

CG 0.145 0.186/0.076 7.255 0.0071#

CA 0.135 0.099/0.195 5.903 0.0151*

TA 0.082 0.076/0.093 0.278 0.5977

+405/-1154 GG 0.410 0.474/0.302 9.154 0.0025

GC 0.373 0.351/0.410 1.128 0.2882



35

GA 0.165 0.136/0.215 3.418 0.0645

CA 0.052 0.039/0.073 1.690 0.1936

+405/-460/-1154 CTG 0.322 0.279/0.394 4.515 0.0336*

GTG 0.316 0.360/0.242 4.785 0.0287#

GCA 0.110 0.080/0.160 4.888 0.0270*

GCG 0.097 0.118/0.063 2.550 0.1103

GTA 0.052 0.052/0.052 0 0.9896

GCC 0.048 0.068/0.013 4.990 0.0255#

CTA 0.030 0.024/0.041 0.738 0.3904

CCA 0.025 0.019/0.035 0.801 0.3707

a Chi-square test. OR, odds ratio; CI, confidence interval

*- Statistically significant protective genotype;  # - Statistically significant susceptible genotype

RIF, repeated implantation failure
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Table 8. Linkage disequilibrium between the markers of the VEGF gene in the 

controls

Genotype +405 -460 -1154

+405 - 0.065 0.293

-460 0.003 - 0.315

-1154 0.012 0.053 -

D’ above diagnonal; r2 below diagonal.
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Figure 1. Linkage disequilibrium plot of the VEGF +405G/C, -460 C/T, and -

1154 G/A gene polymorphisms.
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Table 9. Genotype and allele frequency for VEGF +405 G/C, -460 C/T, and -1154 G/A polymorphisms between patients 

with repeated implantation failure excluding endometriosis and controls.

RIF (n=57) Control (n=100) OR 95% CI P value
a

VEGF +405 G/C  genotype

Genotype 

frequency

CC 14 (24.6%) 13 (13.0%) 0.181

GC 26 (45.6%) 52 (52.0%)

GG 17 (29.8%) 35 (35.0%)

CC vs GC+GG (recessive model) 2.179 0.942-5.04. 0.065

CC +GC vs GG (dominant model) 1.267 0.629-2.553 0.508

Allele 

frequency 

C 54 (47.4%) 78 (39.0%) 1.408 0.885-2.240 0.149

G 60 (52.6%) 122 (61.0%)

VEGF -460 C/T  genotype

Genotype TT 31 (54.4%) 50 (50.0%) 0.733
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frequency CT 21 (36.8%) 43 (43.0%)

CC 5 (8.8%) 7 (7.0%)

TT vs CT+CC (recessive model) 0.861 0.463-1.601 0.636

TT +TC vs CC (dominant model) 0.783 0.237-2.591 0.690

Allele 

frequency 

T 83 (72.8%) 143 (71.5%) 1.067 0.638-1.785 0.804

C 31 (27.2%) 57 (28.5%)

VEGF -1154 G/A  genotype    

Genotype 

frequency

AA 4 (7.0%) 1 (1.0%) 0.030

GA 25 (43.9%) 33 (33.0%)

GG 28 (49.1%) 66 (66.0%)

AA vs GA+GG (recessive model) 7.472 0.814-68.558 0.059

AA +GA vs GG (dominant model) 2.011 1.035-3.905 0.038
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Allele 

frequency 

A 33 (28.9%) 35 (17.5%) 1.921 1.114-3.312 0.018#

G 81 (71.1%) 165 (82.5%)

a Chi-square test; OR, odds ratio; CI, confidence interval
# - Statistically significant susceptible genotype

RIF, repeated implantation failure



41

Table 10. Genotype and allele frequency for eNOS +894 G/T polymorphism between patients with repeated implantation 

failure and controls.

RIF (n=59) Control (n=100) OR 95% CI P value
a

eNOS +894 G/T genotype

Genotype 

frequency

TT 0 (0%) 2 (2%) 0.062

GT 13 (22.0%) 10 (10.0%)

GG 46 (78.0%) 88 (88.0%)

TT vs GT+GG (recessive model) 1.020 0.992-1.049 0.530

TT +GT vs GG (dominant model) 0.483 0.204-1.142 0.093

Allele 

frequency 

T 13 (11.0%) 14 (7.0%) 1.645 0.745-3.631 0.214

G 105 (89.0%) 186 (93.0%)

a Chi-square test and Fisher exact test with monte carlo method.
# - Statistically significant susceptible genotype

RIF, repeated implantation failure
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Table 11. Distribution frequency of number of susceptible polymorphisms of COX-2 -765 G/C, VEGF, +405 G/C and -

1154 G/A gene polymorphisms among women experiencing repeated implantation failure patients and controls.

Number of susceptible gene polymorphisms RIF (n=59) Control (n=100) P value
a

0 27 (45.8%) 81 (81.0%) <0.001

1 29 (49.2%) 18 (18.0%)

2 3 (5.0%) 1 (1.0%) -

a Chi-square test

RIF, repeated implantation failure
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고찰

본 연구는 한국 여성에서 체외수정시술에서 반복 착상 실패가 일어난

여성에서 착상에 관련된 것으로 알려진 유전자 다형성과 반복 착상 실패의

연관성을 본 첫 연구로서 의미가 있다고 할 수 있다. 이전 선행 연구에서

나온 유의하게 나온 모든 유전자를 분석하였고 한국 반복 착상 실패

환자군의 유의한 차이를 보이는 유전자 다형성을 고찰하였다. eNOS  

+894 G/T 유전자 다형성을 반복 착상 실패 환자에서 분석한 것은 아직

발표된 연구가 없으며 이에 의의가 있다고 할 수 있다. 반복 착상 실패

여성에서 대조군에 비해 COX-2 -765 C 대립유전자와 G/C 유전자형, 

VGEF +405 C/C 유전자형, VEGF -1154 A 대립유전자 및 A/A 

유전자형이 높은 빈도를 보였고, PAI-1 5G/5G 유전자형은 유의하게 낮게

나타났다. p53 codon 72 tumor suppressor factor, VEGF -460, eNOS 

+894 G/T 유전자 다형성은 반복 착상 실패군과 대조군의 차이가

유의하게 나타나지 않았다. 

p53 codon 72 tumor suppressor factor 유전자 다형성에 대한 보고에서

Iledo 등은 44명의 반복 착상 실패 여성에서 Pro/Pro 유전자형 (11.4%), 

Arg/Pro 유전자형 (47.7%), Arg/Arg 유전자형 (40.9%) 중 Pro/Pro 

유전자형이 대조군에 비해 차이가 난다고 하였다 (Iledo et al., 2014). 이

연구에서의 대조군은 83명의 시험관아기시술의 난자 공여를 한 여성으로

하였으며, 대조군 83명의 유전형 빈도가 Pro/Pro 유전자형 5명 (6%), 
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Arg/Pro 유전자형 24명 (28.9%), Arg/Arg 유전자형 51명 (61.5%)로

나머지 3명 (3.6%)에 대한 기술이 없으며, 대조군의 출산력에 대한 기술이

되어 있지 않다. 출산력이 없는 경우 불임 등의 가능성이 있는 군이

포함되어 있을 가능성이 있으며, 기술이 되지 않은 대조군 3명의 유전자형

분포에 따라 통계적 유의성에 차이가 있을 수 있어 해석에 주의가

필요하다고 할 수 있다. 본 연구에서의 대조군은 정상 출산력이 2회

이상인 여성으로 하였고 유산 경험이 없는 여성으로 하여 선행 연구와

차이가 있다고 할 수 있다. Kay 등도 70명의 반복 착상 실패 여성에서

Pro/Pro 유전자형이 2회 이상 출산력이 있는 정상 대조군에 비해 많다고

하였으나 본 연구와는 다른 결과를 보이고 있다 (Kay et al., 2006). 이

연구의 대조군은 21명으로 적은 수이고 표에 기술이 21명이 아닌

20명으로 잘못 표기가 되어있으며, 유산력이 있는 여성이 대조군에

포함되어 있다. 통계분석 오류가 있으며 환자군 Arg 대립유전자와 Pro 

대립유전자의 빈도가 70%, 30% 로 대조군의 81%, 19%으로 통계적

유의성이 있는 차이가 없으며 (P=0.163), 각각의 환자군과 대조군의

유전자형의 분포에서 차이가 없었다 (Arg/Arg, Arg/Pro, Pro/Pro 47%,

46%, 7% VS 62%, 38%, 0%, P=0.300, Fisher’s exact test with Monte

Carlo method). 따라서 이에 대한 해석에 주의가 필요하다고 할 수 있다. 

Goodman 등은 70명의 반복 착상 실패 여성에서 Pro/Pro 유전자형이 2번

이상의 출산력이 있는 대조군 73명에 비해 유의하게 더 많다고 하였다
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(Goodman et al., 2009). 이 연구에서의 반복 착상 실패군에서 23명 (35%) 

정도로 추정되는 환자군에서 임신력이 있었으며, 10명 (15%)가 출산력이

있었다. 47명 정도가 임신력이 없는 사람들이었으며, 본 연구에서는

임신력이 없는 군이 59명으로 각각의 분포에서 유전자형의 차이를 보이지

않았고 (Table 3), 9명의 임신력이 있는 군을 포함한 반복 착상 실패 군을

추가로 분석하였을 때에도 각 유전자형의 차이가 없었다 (unpublished 

data). Goodman 등 (2009)의 연구는 임신력이 없는 사람들에 대한

분석이 따로 기재되어 있지 않아서 본 연구와 다른 점이 있다고 할 수

있다. 

PAI-1 4G/5G 유전자 다형성에 관련된 연구로서, Goodman 등은 PAI-1 

4G/4G 유전자형이 반복 착상 실패군에서 대조군에 비해 유의하게 많다고

하였고, Coulam 등도 PAI-1 4G/4G 유전자형이 반복 착상 실패군에서

대조군에 비해 많다고 하였다 (Coulam et al., 2006; Goodman et al., 

2009;). 본 연구에서는 PAI-1 4G/4G 유전자형은 5G/5G 유전자형에 비해

반복 착상 실패군에서 높게 나왔으나 통계적 유의성은 없었고, recessive 

model (P=0.023)에서 5G/5G 유전자형의 빈도가 대조군과 차이가 있으며

이는 2개의 외국의 선행 연구의 결과와 비슷한 소견을 보이고 있다

(Coulam et al., 2006; Goodman et al., 2009). 위 결과로 볼 때 PAI-1 

5G/5G 유전자형이 보호유전자형의 역할을 기대할 수 있다고 볼 수 있다. 

COX-2 -765G/C 유전자 다형성은 Sp1 binding site에 위치하며 C 
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대립유전자의 promoter 활성도가 G 대립유전자에 비해 감소된다고

알려져 있다 (Papafili et al., 2002; Kristinsson et al., 2009). Salazar 등은

COX-2 -765 G/C 유전자 다형성에서 유전자형 분포가 유의하게 반복

착상 실패군과 대조군에서 차이가 나며 특히 C 대립유전자 빈도가 반복

착상 실패군에서 높다고 하였다 (OR 2.14, 95% CI 1.35-3.39) (Salazar et 

al., 2010). 본 연구에서는 이와 같은 결과를 보이고 있으며 (OR 5.072, 95% 

CI 1.926-13.358), G/C 유전자형이 반복 착상 실패군에서 높은 빈도를

보였다 (OR 5.829, 95% CI 2.133-15.930). 이는 COX-2 -765 G/C

유전자 다형성 C 대립유전자가 반복 착상 실패를 일으킬 수 있는

대립유전자일 가능성을 보여준다고 할 수 있다. 

본 연구에서는 C/C 유전자형이 반복 착상 실패군과 대조군에서 모두

보이지 않았다.  일본과 중국의 Hapmap data에서도 C 대립유전자 빈도는

각각 5.7%, 6.7% 였으며 C/C 유전자형이 나오지 않았고

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=20417), 

일본과 중국의 다른 연구에서의 대조군에서도 같은 결과를 보이고 있다

(Hanajima et al., 2001; Udeda et al., 2008; Furukada et al., 2009; Zheng 

et al., 2011). 이 연구들에서의 C 대립유전자 빈도는 2.3%-4.7%로

대조군은 148에서 1052 명을 대상으로 하였다. COX-2 -765 G/C 유전자

다형성에 관련하여 우리나라에서 시행된 선행 연구는 2개가 있으며 Shin 

등은 100명의 대조군과 100명의 위암 환자군에서 C/C 유전자형이 나오지
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않았음을 보고하였고, C 대립 유전자 빈도는 위암 환자군 9%, 대조군 10% 

였다 (Shin et al., 2012). 자궁내막증 환자 268명과 대조군 242명의

대상으로 한 Kim 등의 연구에서 C/C 유전자형의 빈도는 자궁내막증

환자군 0.4%, 대조군 3.3%를 보고하였고 C/C 대립 유전자 빈도는

자궁내막증 환자군 1.9%, 대조군 15.9% 로 상이한 차이를 보였다 (Kim 

et al., 2012). 본 연구에서는 대조군의 C 대립유전자 빈도가 3% 로

일본과 중국의 타 연구들의 결과와 비슷하였다. 김 등의 연구는 복강경

검사에서 자궁내막증이 아닌 질환, 양성 난소 종양, 골반염, 자궁경부

상피내암, 자궁외임신, 부난관, 부난소, 골반통 등이 있는 군을 대조군으로

하였으며 이 중 자궁외임신이 13명이 포함되어 있고, C 대립유전자 빈도가

15.9%는 아시아의 연구에서 상대적으로 높은 편으로 해석에 주의를

요한다고 할 수 있다. 본 연구에서 포함된 2명의 자궁내막증 병력이 있는

반복 착상 실패군 환자는 유전자형이 모두 G/G 유전자형으로 이를 제외한

분석에서도 C 대립유전자 및 G/C 유전자형의 유의한 차이를 보였다

(P<0.001).

VEGF는 혈관생성에 중요한 역할을 하며 VEGF 유전자는 염색체

6p21.3에 위치하고 5’-untraslated region 에 있는 VEGF +405 G/C 

유전자 다형성과 -460 C/T 유전자 다형성, promoter region에 있는

VEGF -1154 G/A 유전자 다형성 이외에도 여러 가지가 알려져 있다. 

VEGF +405 G/C 유전자 다형성에서 C/C 유전자형이 VEGF 생산이 적게
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되며 dose dependent하다고 알려져 있다 (Watson et al., 2000). 또한

자궁내막증 (Kim et al., 2005)과 preeclampsia 등과의 연관성이 보고되어

있다. Boudjenah 등은 반복 착상 실패 군에서 VEGF +405 C/G 유전자

다형성에서 C/C 유전자형이 유의하게 높다고 하였고, 본 연구에서도

recessive model에서 C/C 유전자형이 차이를 보였다 (Boudjenah et al., 

2012). 이 연구에서의 대조군은 체외수정시술로 10개 미만의 배아이식 후

출산한 여성들로서 본 연구와는 차이가 있으나 비슷한 결과를 보였다. 

Steven 등은 VEGF  +405G/-460C haplotype이 VEGF +405C/-460T 

haplotype에 비해서 promoter activity 및 VEGF 발현이 증가 되어있다고

하였으나 (Steven et al., 2003), 본 연구에서는 C/G haplotype은 유의한

차이가 없었고, C/T haplotype이 반복 착상 실패 환자군에서 대조군에

비해 적게 나타났다 (Table 6). VEGF -1154 G/A 유전자 다형성의

예상되는 결합 부위가 myeloid zinc finger-1 (MZF1) 이며 이 MZF1 

binding site가 -1154A의 경우 Pax2 or Sp1 binding site으로 치환된다고

예측되며 VEGF의 promoter 활성도와 발현의 변화가 있을 수 있다고

알려져 있다 (Jeon et al., 2011; Kim and Hong, 2017). VEGF 1154 G/A 

유전자 다형성은 습관성 유산 (recurrent pregnancy loss)에서 잘 알려져

있으며 (Lee et al., 2010), VEGF -1154 G/A 유전자 다형성의 경우 A/A 

유전자형이 low expression 유전자형이어서 VEGF 생산이 적기 때문에

영양막 침입 (cytotrophoblast invasion)이 적어져서 착상 실패로
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이어진다고 알려져 있다 (Gooman et al., 2009). Goodman 등은 VEGF -

1154 G/A 유전자 다형성에서 반복 착상 실패군에서 A/A 유전자형이

유의하게 높다고 하였고 (Goodman et al., 2009), 본 연구에서도 이와

같이 반복 착상 실패 환자 군에서 A 대립유전자 (OR 1.908 95% CI 

1.112-3.275) 및 A/A 유전자형 (dominant model, OR 2.008, 95% CI  

1.041-3.874)의 빈도가 높게 나타났다. 또한 haplotype analysis에서

+405/-460/-1154 haplotype 중 CTG, GTG, GCA, GCC haplotype이

환자군과 대조군에서 유의한 차이를 보였다. 이는 VEGF -1154 G/A 

유전자 다형성이 착상에 영향을 미칠 수 있다는 가설을 뒷받침 한다고 볼

수 있다. 

VEGF 유전자 다형성과 자궁내막증의 연관 개연성 (Kim et al., 2005)

을 고려하여, 본 연구에 포함된 2명의 자궁내막증 병력 반복 착상 실패

환자를 제외한 추가 분석을 시행하였다 (Table 9). VEGF +405 G/C 

유전자 다형성 분석에서 보였던 C/C 유전자형의 recessive model에서

보였던 유의한 차이가 나타나지 않았다 (Table 9). 자궁내막증에서 VEGF 

C/C 유전자형이 높게 나타나는 것은 한국 자궁내막증 환자에서 보고가

되어있으며 (Kim et al., 2005), 본 연구에 포함되었던 반복 착상 실패

환자 2명의 해당 유전자형이 C/C 유전자형과 G/C 유전자형이었다. 실제

이러한 유전자형이 임신에 영향을 주는 지에 대한 연구는 아직 보고된

적이 없다. Power analysis시 power는 0.74로 자궁내막증 병력이 있었던
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2명이 포함된 경우 power는 0.80으로 차이가 있었다. 이는 환자의 숫자가

적은 영향으로 통계적인 유의성이 감소되었을 가능성이 있어 향후

추가적인 대규모 연구를 통한 분석이 필요하다고 사료된다. VEGF -460 

C/T 유전자 다형성은 자궁내막증 여부와 관계없이, 반복 착상 실패군과

대조군 간 차이가 없게 나타났다 (Table 8, 9). VEGF -1154 G/A 유전자

다형성은 자궁내막증 병력이 있는 2명을 제외하고 한 분석에서 유의하게

유전자형의 차이가 있었다 (P=0.030). 자궁내막증이 있었던 반복 착상

실패 환자의 유전자형은 G/G, G/A 유전자형이었다. A/A 유전자형은

dominant model에서 유의하게 높게 나타났다 (OR 2.011 95% CI 1.035-

3.905). A 대립유전자 빈도도 반복 착상 실패군에서 28.8%를 보여 대조군

17.5%에 비해 유의하게 높았다 (OR 1.921, 95% CI 1.114-3.312). Liu 

등은 중국 자궁내막증 여성에서 VEGF -1154 G/A 유전자 다형성의

차이가 있으며 A 대립유전자 빈도가 자궁내막증 환자군에서 16.1%로

대조군 22.2%보다 낮다고 하였다 (Liu et al., 2009). 자궁내막증 병력을

포함한 분석과 자궁내막증을 제외한 분석에서 A/A 유전자형과 A 

대립유전자 빈도의 차이가 본 연구에서는 자궁내막증 여부와 관계없이

유의하게 있었다. 

eNOS +894 G/T 유전자 다형성은 Karatas 등의 연구에서 원인 불명의

불임 여성에서 G/G 유전자형 7.3%, G/T 유전자형 78.0% T/T 유전자형

6%으로 대조군의 37.5%, 55%, 7.5%와 유의한 차이를 보고하였으나



５１

(Karatas et al., 2014), 본 연구에서는 반복 착상 실패군과 대조군의

통계적 유의한 차이를 보이지 않았다 (Table 10). 한국에서 타 질환에서

연구된 eNOS +894 G/T 유전자 다형성 연구를 보면 심혈관 질환 (Kim et 

al., 2007), 습관성 유산  (Shin et al., 2010), 조기폐경 (Rah et al., 2013), 

대장암 (Song et al., 2013) 등의 연구에서 보인 정상 대조군의  T/T 

유전자형의 빈도가 0-0.4% 를 보이고 있고 이는 본 연구에서와 비슷한

소견을 보이고 있다. 본 연구에서는 G/T 유전자형이 22%로 대조군

10%에 비해 높았고, G/T 유전자형이 불임 여성에서 높은 것을 보이는

것은 Karatas의 연구와 비슷한 결과였으나, 통계적인 유의성이 없었다.

Dominant model에서 반복 착상 실패군 22.0% 대조군 12.0%로 차이를

보였는데 통계적 의미를 보이지 않았다. 이는 적은 수의 환자군 때문에

power가 낮아서 생긴 것으로 사료되며 정확한 분석을 위해 향후 추가적인

연구가 필요하다고 사료된다. 

PAI-1 5G/5G 유전자형을 보호 유전자형으로 보고 이를 제외한 COX-2 

-765 G/C 유전자형, VEGF +405 C/C 유전자형, -1154 A/A 유전자형을

민감한 유전자형이라고 볼 때 1개 이상의 민감한 유전자형을 가진 빈도는

반복 착상 실패군에서 유의하게 높게 나타났으며 전체의 50% 이상을

차지하고 있었다 (Table 11). Goodman 등은 p53 tumor suppressor 

factor codon Pro72, PAI-1 4G/4G, VEGF -1154 A/A 유전자형들이 반복

착상 실패 환자들에서 1개 이상을 가진 경우가 유의하게 높다고 하였다
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(Goodman et al., 2005). 본 연구에서는 이외의 기존의 차이가 있다고

알려진 모든 것을 포함하여 분석하였고, 한국 여성에서 반복 착상

실패군의 경우 이러한 민감한 유전자형이 미치는 영향을 고려해볼 수 있는

근거로서 의미가 있다고 할 수 있다. 

본 연구의 제한점으로는 p53 codon 72 tumor suppressor factor 

유전자 다형성 분석에서 Arg/Arg 유전자형이 반복 착상 실패군 37.3%, 

대조군 46.0%로 차이가 보였으나 통계적인 차이는 없었으며 power 

analysis 0.373으로 낮은 power를 보였고, eNOS +894 G/T 유전자

다형성에서도 G/T 유전자형이 반복 착상 실패군 22.0%, 대조군 10.0%로

차이가 있었으나 통계적 의미는 나오지 않았으며, 0.489의 power를

보였다. 이는 비교적 적은 환자군 숫자로 인한 것으로 사료되며 향후

추가적인 반복 착상 실패 환자군의 동원을 통해 분석이 필요하다고 할 수

있다. 

  본 연구에서 한국 여성에서 체외수정에서 반복 착상 실패가 있는 경우

COX-2 -765 C 대립유전자과 G/C 유전자형, VEGF +405 C/C 유전자형, 

-1154 A 대립유전자와 A/A 유전자형, PAI-1 5G/5G 유전자형이 대조군과

유의한 차이를 보였고, 외국의 선행연구와 비슷한 결과를 보였다. p53 

tumor suppressor 유전자 다형성과 eNOS +894 유전자 다형성은 본

연구에서는 체외수정시술 시 반복 착상 실패와 관련성이 보이지 않았으나

추가적인 대규모 연구를 통해 이를 재분석하는 것이 필요하다고 사료된다. 
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결론

COX-2 -465 G/C 유전자 다형성, PAI-1 4G/5G 유전자 다형성과 VEGF 

+405 G/C, -1154 G/A 유전자 다형성이 한국 여성에서 체외수정시술 시

반복 착상 실패와 연관되어 있을 가능성이 있다. p53 codon 72 tumor 

suppressor factor, eNOS +894G/T 유전자 다형성은 한국 반복착상 실패

여성에서 대조군과 차이를 보이지 않았으나 추가적인 연구를 통해 이에

대한 재분석이 필요하다고 사료된다.
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