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국문요약

Tautomycetin이 혈관 평활근세포와 사구체 혈관간세포의
증식과 세포외기질 단백 생산에 미치는 영향

혈관평활근세포와 사구체 혈관간세포의 증식과 세포외기질 침착은
장기이식 후 발생하는 사구체경화증이나 만성이식신 기능부전의 발생과 진
행에 중요한 역할을 한다.Tautomycetin(TMC)는 국내에서 새로 개발된
면역억제제로서 tyrosinekinase와 proteinphosphatasel의 활성화를 억제
함으로써 T-세포의 apoptosis를 유도한다.본 연구에서는 흰쥐 혈관평활근
세포와 사구체 혈관간세포를 이용하여 platelet-derived growth factor
(PDGF)-BB로 유도한 증식과 세포외기질 단백 생산에 미치는 TMC의 영
향을 연구하였다.

일차배양한 흰쥐 혈관평활근세포와 사구체 혈관간세포는
PDGF-BB 10ng/ml로 자극하였고,TMC는 PDGF-BB를 투여하기 1시간
전에 투여하였다.세포의 증식은 MTT로,caspase-3분절,fibronectin분
비,Akt,ERK 및 p38MAPK 활성화는 Westernblot분석 방법을 사용하
였다.

PDGF 투여후 흰쥐 혈관평활근세포와 사구체 혈관간세포의 증식,
fibronectin분비,Akt,ERK 및 p38MAPK 활성화는 현저히 증가되었다.
TMC 1μg/ml이상은 기저수준의 MTT를 감소시켰고,caspase-3분절은
용량의존적으로 증가하였다.TMC 100ng/ml은 PDGF에 의한 세포의 증
식은 억제했으나 fibronectin분비,Akt,ERK 및 p38MAPK 활성화를 감
소시키지 못하였다.

결론적으로,본 연구 결과 혈관평활근세포와 사구체 혈관간세포에
서 독성이 없는 농도의 TMC는 PDGF에 의한 세포 증식을 억제하였다.
T-세포에서 수행된 기존의 연구결과와 더불어 본 연구의 결과는 TMC의
효과가 T-세포에 특이적임을 입증하였으며,임상에서 약물의 적용을 위하
여 보다 다양한 연구를 통한 적절한 치료 농도의 설정이 필수적임을 제시
하였다.



핵심되는 말 :토토마이세틴,혈관평활근세포,사구체 혈관간세포,증식,세
포외기질 단백
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ⅠⅠⅠ...서서서론론론

만성 이식신 기능부전증의 주요병리소견은 혈관경화증과 사구체경
화증이며 이러한 병리소견은 면역학적원인 또는 비면역학적 원인에 의하여
야기되는 혈관평활근세포와 사구체 혈관간세포의 증식과 세포외기질 침착
이다1,2.특히,fibronectin은 병변부위에 가장 많이 침착되는 세포외기질 단
백이며 integrin수용체와 결합하여 세포내 신호전달계를 유도한다3.

아직까지 이러한 만성병변을 효과적으로 제어하는 방법은 매우 제
한적으로 여러 약제를 사용하여 다양한 cytokine과 성장인자의 생성과 발
현을 억제하려는 시도가 있어왔으나 임상에서 사용할 정도로 그 효과가 확
연하게 밝혀진 제제는 없다4,5.

최근 국내에서 새로이 개발된 tautomycetin(TMC,그림 1)은 제주
도 지역에서 채집된 토양방선균의 한 균주(streptomycesgriseochromo
genes)에서 분리된 면역억제제로써 serine/threonineproteinphosphatase
의 일종인 proteinphosphatasel(PP1)의 특이적 억제제로6,7cyclosporine
이나 tacrolimus에 비하여 100배 낮은 농도에서 T-세포의 apoptosis를 유
도함으로써 강력한 면역억제 효과를 보인다.TMC의 apoptosis유발효과는
B-세포와는 무관하고 T-세포 특이적인 방식으로 나타나며 tyrosine
kinase활성화와 T-세포 수용체의 adapter단백들의 인산화뿐만 아니라
calcium signaling과 Ras-mitogen-activatedproteinkinase(MAPK)등의
세포내 공통신호전달계를 억제하는 것으로 알려져 있다8,9.



그그그림림림 111...TTTMMMCCC의의의 화화화학학학적적적 구구구조조조...

Platelet-derivedgrowthfactor(PDGF)는 혈관평활근세포는 물론
혈관간세포의 증식과 세포외기질의 분비를 유발하는 주요 유발 인자이다
10-12.PDGF와 PDGF수용체는 심장이식 모델에서 조직의 remodeling에 관
여하며13신혈관 거부반응으로 증식이 증가하는 부위에서 PDGF의 단백과
mRNA 수준이 과 표현되며14만성 이식신 기능부전 모델에서도 역시 증가
되는 것으로 알려지고 있다10,11.또한 PDGF나 PDGF수용체에 대한 항체
는 세포증식이나 세포외기질 분비를 억제하는바15,특히,흰쥐의 심장이식
모델에서 PDGF는 관상동맥의 근 내막증식에 관여하며16,PDGF수용체 억
제제인 AG-1295는 만성 이식혈관병증을 억제한다고 알려져 있다17.

본 연구에서는 TMC가 PDGF로 유도한 혈관평활근세포와 혈관간
세포의 증식에 미치는 억제효과를 검색하며 거기에 관여하는 작용기전,그
리고 fibronectin 분비에 미치는 영향과 관여하는 신호 전달계중 Akt,
ERK,그리고 p38MAPK 활성화에 미치는 영향을 검색하였다.



ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.시약 및 기구
실험에 사용한 시약 및 기구는 따로 제시되지 않은 한 각각 Sigma

ChemicalCompany(St.Louis,MO,USA)와 NalgeNuncInternational
(NaperVille,IL,USA)에서 구입하였다.TMC는 연세대학교 공과대학 생
명공학과 이 상규 교수로부터 제공받아 사용하였다.

2.세포 배양
가.백서 대동맥 혈관평활근세포의 분리 및 배양
체중 200-250gm의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 단두하여 희

생시킨 후 복부와 흉부에 정중 절개창을 만들고 척추로부터 대동맥을 박리
하였다.적출된 대동맥을 penicillin(100U/ml)과 streptomycin(100mg/ml)
이 함유된 4℃ 인산완충액(phosphatebufferedsaline:PBS)에 담아 대동맥
으로부터 지방 조직과 혈액 등을 제거한 다음,준비한 collagenase
(Worthington BiochemicalCo.,Greehold,NJ,USA)가 함유된 Eagle's
minimum essentialmedium (EMEM)배양액에 넣고 37℃에서 30분 동안
반응시켰다. 이후 대동맥의 외막과 내막을 dissecting microscope
(OlympusSZ40,OlympusOpticalCo.,Tokyo,Japan)하에서 박리한 후
잘게 잘랐다.절편들은 collagenase가 함유된 EMEM과 함께 37℃에서
1-1.5시간 동안 반응시킨 다음 1000rpm에서 5분간 원심 분리하여 남은
세포를 10% 우태아혈청(fetalbovineserum:FBS,GIBCO BRL,Grand
Island,NY,USA)이 함유된 EMEM에서 배양하였다.배양된 세포는 anti-
α1-actinantibody(DAKO JapanCo.,Kyoto,Japan)를 이용한 면역 조직
화학 염색을 시행하여 혈관평활근세포임을 확인하였다.5-10회 계대 배양
한 혈관평활근세포를 본 연구에 이용하였다.

나.흰쥐 사구체 혈관간세포의 분리 및 배양
체중 100gm 정도의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 마취 후 단

두하고 양측 신장을 적출한 후 피질부를 가위로 잘게 썰고 표준화된 체 거
름법을 변형하여 사구체를 분리하고 혈관간 세포를 배양하였다.75㎛ 소
공의 체에 걸린 사구체를 취하고 collagenase와 trypsin으로 처리한 후



2,000rpm에서 원심 분리하여 얻은 사구체를 20% FBS,penicillin(100
U/ml)과 streptomycin(100㎍/ml)을 함유한 Dublecco'smodifiedEagles
medium (DMEM:GIBCO BRL)에서 배양하였다.역상 현미경으로 혈관간
세포의 형태를 확인하고,항 vimentin 항체(DAKO Japan Co.,Kyoto,
Japan)와 항 cytokeratin항체(DAKO JapanCo.,Kyoto,Japan)를 이용한
면역조직화학 염색을 시행하여 사구체 혈관간세포임을 확인하였다.5-10회
계대 배양한 혈관간세포를 본 연구에 이용하였다.

3.약물 투여
세포들로 배양용기가 찼을 때 혈청배제 배양액으로 교환하여 48시

간 배양하여 세포 성장을 동일화하였다.그 후 새로운 혈청배제 배양액으
로 교환하면서 10ng/ml의 PDGF-BB를 투여하였다.TMC는 PDGF-BB를
투여하기 1시간 전에 투여하였다.

4.세포 증식의 평가
세포의 증식은 MTT로 평가하였다.MTT 분석은 실험 종료 후 각

well에 1mg/ml의 농도로 첨가하여 세포 배양기에서 2시간 동안 반응시
킨 후 extractionbuffer(20% SDS,50% N,N-dimethylformamide,pH
4.7)를 첨가한다.24시간 경과 후 microplatereader(SpectraMax 340,
MolecularDevicesCo.,CA,USA)를 이용하여 562nm에서 MTT양을 측
정하였다.

5.단백질 분리
Fibronectin의 측정을 위하여 실험이 종료된 세포 배양액을 취하여 원심

분리한 후 celldebris등을 제거한 상층액을 -70℃에 보관하였다.Akt,
ERK 1/2,p38MAPK,cleavedcaspase-3활성화 측정을 위한 시료의 채
취시간은 Akt,ERK 1/2,p38MAPK,그리고 caspase-3분절의 시간에 따
른 활성도를 검사하여 결정하였다.실험이 종료된 후 세포는 PBS로 2회
세척한 후 세포 용해 완충액(20mM Tris,pH 7.0,137mM NaCl,5mM
EDTA,1% Triton X-100,10% glycerol,0.2 mM PMSF,1 ㎍/ml
aprotinin,20 μM leupeptin,1mM Na3VO4,10mM NaF,1mM EGTA,



pH 8.0,1mM pyrophosphate,1mM β-glycerophosphate)을 사용하여 얼
음위에서 10분간 반응시킨 후 13,000rpm으로 15분간 4℃에서 원심분리한
후 세포내 단백질을 추출하였다.세포내 단백질은 Bio-Rad단백 분석 kit
로 정량하였다.

6.Westernblot분석
세포내 단백질로 보정된 세포 배양액 또는 세포내 단백질은

samplebuffer(12mM Tris-HCl,pH 8.0,0.5% glycerol,0.4% SDS,2.88
mM 2-mercaptoethanol,0.02% bromophenolblue)와 혼합하여 95℃에서 5
분간 가열하였다.SDS-polyacrylamidegelelectrophoresis(SDS-PAGE)에
서 전개 분리한 후 nitrocellulose 흡착지에 전이시켰다.단백에 대한
molecularmarker를 사용하여 전개와 전이 정도를 확인하였다.흡착지를
5% nonfatdrymilkblocking용액에 넣고 상온에서 1시간 동안 반응시
켰다.0.1% Tween 20을 포함한 Tris완충액으로 2회 세척한 후 Akt,
ERK 1/2,p38MAPK,그리고 caspase-3분절 항체로 각각 반응시킨 후
15분씩 4회 세척하였다.Akt,ERK,그리고 p38MAPK 는 인산화된 항체
및 인산화되지 않은 항체를 사용하여 인산화 정도를 보정하였다.Akt,
ERK 1/2,p38 MAPK,그리고 caspase-3 분절에 관련된 항체는 Cell
Signaling(Beverly,MA,USA)에서 구입하였다.Fibronectin항체(DAKO)
는 일차와 이차가 결합되어 있는 항체를 사용하였다. Peroxidase가
conjugation된 이차 항체(HRP-conjugatedanti-rabbitIgG;SantaCruz,
CA,USA)로 1시간 동안 반응시킨 후 15분씩 4회 세척하였다.ECL
(EnhancedChemiluminescence,Amersham,Buckinghamshire,UK)kit을
이용하여 이차 항체를 검출하였다.각각의 밀도는 Tina2.1프로그램을 사
용하여 측정한 후 정량하여 대조군을 1.0으로하여 비교하였다.

7.통계처리
모든 실험결과의 측정치는 “평균(mean)±표준오차(standarderror)”

로 나타내었으며 각 군 간의 통계학적인 비교는 분산분석(ANOVA)과
t-test를 시행하여 P값이 0.05미만인 경우에 유의성이 있는 것으로 판정하
였다.



ⅢⅢⅢ...결결결과과과

111...TTTMMMCCC가가가 PPPDDDGGGFFF로로로 유유유도도도된된된 세세세포포포의의의 증증증식식식에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...
PDGF10ng/ml는 48시간에 혈관평활근세포에서 2.2배,혈관간세

포에서 2.0배 증식을 유발 하였다.TMC 100ng/ml이하는 기저 수준의
MTT에 영향을 미치지 않았고,TMC 100ng/ml는 PDGF로 유도된 혈관
평활근세포와 혈관간세포의 증식을 유의하게 억제하였다.그러나 TMC 1
mg/ml이상은 세포증식을 억제하였으나 기저 수준의 MTT가 감소하여 세
포 독성이 있는 것으로 판정하였다(그림 2).



그그그림림림 222...TTTMMMCCC가가가 PPPDDDGGGFFF에에에 의의의한한한 흰흰흰쥐쥐쥐 혈혈혈관관관평평평활활활근근근 세세세포포포의의의 증증증식식식에에에 미미미치치치는는는
영영영향향향...A:Vascularsmoothmusclecells.B:Mesangialcells.실험방법은
재료 및 방법에 서술하였다.결과는 평균±표준오차로 표현하였다.n=5,
*P<0.05versusTMC0ofvehicle,†P<0.05versusTMC0withPDGF
10ng/ml.

A .A .



222...TTTMMMCCC가가가 유유유도도도한한한 aaapppoooppptttooosssiiisss...
MTT실험에서 세포독성이 있는 것으로 판정된 TMC1mg/ml이

상은 투여 후 15시간이 경과하였을 때 caspase-3분절을 증가시킴으로써
고농도의 TMC에 의한 혈관평활근세포와 혈관간세포의 독성이 apoptosis
를 통하여 발생함을 관찰하였다(그림 3).



그그그림림림 333...TTTMMMCCC가가가 유유유도도도한한한 aaapppoooppptttooosssiiisss...A:Vascularsmoothmusclecells.B:
Mesangialcells.실험방법은 재료 및 방법에 서술하였다.결과는 대표적인
Westernblot그림으로 표현하였다.n=5.



333...TTTMMMCCC가가가 PPPDDDGGGFFF로로로 유유유도도도된된된 fffiiibbbrrrooonnneeeccctttiiinnn분분분비비비에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...
PDGF 10ng/ml투여 후 48시간에 혈관평활근세포와 혈관간세포

의 fibronectin분비는 대조군에 비하여 증가하였고,TMC는 PDGF에 의한
fibronectin분비를 1 μg/ml이상에서 억제하였으나 독성이 없는 농도인
100ng/ml이하에서는 혈관평활근세포와 혈관간세포 모두 억제 효과를 보
이지 않았다(그림 4).



그그그림림림 444...TTTMMMCCC가가가 PPPDDDGGGFFF로로로 유유유도도도된된된 fffiiibbbrrrooonnneeeccctttiiinnn분분분비비비에에에 미미미치치치는는는 영영영향향향...A:
Vascularsmoothmusclecells.B:Mesangialcells.실험방법은 재료 및
방법에 서술하였다.결과는 대표적인 Westernblot그림으로 표현하였다.
n=5.



444...TTTMMMCCC가가가 PPPDDDGGGFFF로로로 유유유도도도된된된 AAAkkkttt,,,EEERRRKKK 및및및 ppp333888MMMAAAPPPKKK 활활활성성성화화화에에에 미미미치치치
는는는 영영영향향향...

PDGF 10ng/ml투여 후 15분에 Akt와 ERK의 활성화가 5분에
p38MAPK의 활성화가 최대로 증가되었다(그림 5).기저수준의 MTT를
감소시키지 않는 농도의 TMC는 PDGF에 의한 Akt,ERK 및 p38MAPK
의 활성화를 혈관평활근세포와 혈관간세포에서 모두 억제하지 못하였다(그
림 6).



그그그림림림 555...PPPDDDGGGFFF에에에 의의의한한한 AAAkkkttt,,,EEERRRKKK 및및및 ppp333888MMMAAAPPPKKK 활활활성성성화화화...A:Vascular
smoothmusclecells.B:Mesangialcells.실험방법은 재료 및 방법에 서
술하였다.결과는 대표적인 Westernblot그림으로 표현하였다.n=5.



그그그림림림 666...TTTMMMCCC가가가 PPPDDDGGGFFF로로로 유유유도도도된된된 AAAkkkttt,,,EEERRRKKK 및및및 ppp333888MMMAAAPPPKKK 활활활성성성화화화에에에
미미미치치치는는는 영영영향향향...A:Vascularsmoothmusclecells.B:Mesangialcells.실험
방법은 재료 및 방법에 서술하였다.결과는 대표적인 Westernblot그림으
로 표현하였다.n=5.



ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰

본 연구결과 1.TMC100ng/ml이상의 농도에서 PDGF가 유도한
혈관 평활근세포와 사구체 혈관간세포의 증식은 유의하게 감소되었다.2.
TMC1 µg/ml이상의 농도에서는 두 세포 모두에서 세포독성이 나타났다.
3.TMC 100ng/ml이하의 낮은 농도에서는 세포독성은 없었지만 PDGF
가 유도한 세포의 fibronectin분비와 세포내 신호전달계의 활성이 두 세포
모두에서 억제되지 않았다.

TMC100ng/ml은 PDGF에 의한 증식을 세포독성 없이 억제하였
다.이 농도는 이전 연구에서 밝혀진 TMC의 T-세포 apoptosis유발 농도
인 10ng/ml보다는 높지만 IL-2의 생산을 억제하는 것과 같은 농도이다9.
TMC1 µg/ml이상은 기저 수준의 MTT를 감소시켜 세포 사망을 유도하
였다.이때 발생하는 세포 사망의 형태를 알아보기 위하여 caspase-3분절
을 측정한 결과,혈관평활근세포와 혈관간세포 모두에서 나타나는 세포 사
망이 apoptosis임을 알 수 있었다.혈관평활근세포와 혈관간세포의 병태생
리에서 과도한 세포증식으로 인한 질환의 발생과 진행에 대한 연구가 진행
되어 왔으나,최근의 연구에서는 세포의 증식과 apoptosis의 비율이 혈관과
신장병변의 발생과 진행에 중요하게 인식되고 있다18.Redondo등19은 혈관
평활근세포를 이용하여 PDGF에 의한 증식이 apoptosis에 의해 억제된다고
보고하였다.

PDGF에 의한 세포 증식을 억제하는 농도인 TMC 100ng/ml은
fibronectin분비를 감소시키지 못하였고,TMC 1 µg/ml이상의 농도에서
만 감소 효과를 보였다.그러나 TMC 1 µg/ml이상은 혈관평활근세포와
혈관간세포의 apoptosis를 유발하는 농도이기 때문에 fibronectin자체의 감
소가 아니라 세포 수 감소 또는 apoptosis과정 중에 발생할 수 있는 단백
생산 자체의 감소로 해석될 수 있다.본 연구에서 fibronectin분비에 대한
결과는 T-세포에서 apoptosis를 유발하고 혈관평활근세포와 혈관간세포에
서 PDGF에 의한 세포증식을 억제하는 TMC의 효과와는 상반되는 결과이
다8. 이는 TMC의 작용이 세포 증식이나 apoptosis에는 관여하지만
fibronectin합성 및 분비와는 다른 경로의 관련성을 시사하는 것이다.

TMC의 세포내 신호전달계에 대한 효과를 알아보기 위하여 PDGF



에 의하여 활성화되는 Akt,ERK 및 p-38MAPK에 대한 효과를 검색하였
다.PDGF는 Akt와 ERK를 15분에,p38MAPK를 5분에 최대로 활성화 시
켰다.Nelson등20은 사람의 복재정맥평활근 세포를 이용하여,PDGF에 의한
초기 15분 이내의 ERK 활성화는 세포의 이동에 관여하고,1시간에서 4시
간 사이의 ERK 활성화가 세포의 증식에 관여한다고 보고하였다.본 실험
조건에서는 PDGF투여 후 30분까지만 ERK 활성화가 의의있게 증가하였
다.TMC100ng/ml은 PDGF에 의한 Akt,ERK 및 p-38MAPK 활성화를
억제하지 못하였다.T-세포에서 tyrosinekinase인산화,PP1및 각종 신
호전달계를 억제하는 TMC의 효과는 B-세포와는 무관한 결과였다8.
Tyrosine kinase 인산화와 PP1의 하위 신호 전달계이고,세포증식과
fibronectin분비에 관여하는 Akt,ERK 및 p38MAPK에 대하여 세포 증
식을 억제하는 농도의 TMC가 효과가 없는 것은 TMC가 T-세포와는 다
른 기전을 통하여 혈관평활근 세포와 혈관간세포의 증식을 억제하거나
TMC의 신호 전달계 억제 효과가 T-세포에 특이적일 가능성이 있다.



ⅤⅤⅤ...결결결론론론

본 연구의 결과 혈관평활근세포와 사구체 혈관간세포에서 독성이
없는 농도의 TMC는 PDGF에 의한 세포 증식을 억제하였다.T-세포에서
수행된 기존의 연구결과와 더불어 본 연구의 결과는 TMC의 효과가 T-세
포에 특이적임을 입증하였으며,임상에서 약물의 적용을 위하여 보다 다양
한 연구를 통한 적절한 치료 농도의 설정이 필수적임을 제시하였다.
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byvascularsmoothmusclecellsandglomerularmesangialcells
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Proliferationandextracellularmatrix(ECM)accumulationinthe
vascularsmooth musclecell(VSMC)and glomerularmesangialcell
(MC) play key roles in the development and the progression of
transplant glomerulosclerosis and chronic allograft nephropathy.
Tautomycetin (TMC),a newly developed immunosuppressive agent,
induces T-lymphocyte apoptosis through the inhibition of tyrosine
kinaseandproteinphosphatase1.WeexaminedtheeffectsofTMCon
platelet-derived growth factor(PDGF)-induced proliferation and ECM
synthesisinculturedVSMCsandMCsofSprague-Dawleyrats,and
investigatedthemolecularmechanismsthatareinvolved.

Different concentrations of TMC were administered 1 hour
beforetheaddition ofPDGF 10ng/mlintothegrowth-arrestedand
synchronized cells. Cell proliferation was assessed by
methylthiazoletetrazolium (MTT) assay and caspase-3 cleavage,
fibronectinsecretion,andtheactivationofAkt,ERK,andp38MAPK
byWesternblotanalysis.

PDGF10ng/mlincreasedcellproliferation,fibronectinsecretion,
andtheactivationofAkt,ERK,andp38MAPK inbothVSMCsand



MCs.In both cultured cells,TMC atabove 1 µg/mlsignificantly
reduced basal MTT and increased cleavage caspase-3 in dose
dependently.TMC at100 ng/mlonly decreased the PDGF-induced
VSMC and MC proliferation,butnotfibronectin secretion and the
activationofAkt,ERK,andp38MAPK.

Inconclusion,thepresentdatademonstratedthatlow-doseTMC
reducedPDGF-inducedVSMC andMC proliferationwithoutaffecting
fibronectinsecretionandcellularkinaseactivation.

KeyWords:tautomycetin,vascularsmoothmusclecell,mesangialcell,
proliferation,extracellularmatrix
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