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국문요약

삼차원 배양에서 doxycycline 처리에 의한 

인체 진피 섬유모세포의 제 1형 교원질 생합성과 

matrix metalloproteinase-1의 발현

 생체의 손상부위를 그 본래의 조직으로 회복시키는 재생과정에서 실질세포의 

재생능력과 교원질을 비롯한 세포외 기질의 형성이 필수적이다. 따라서 의학 및 

조직공학에서 세포외 기질의 가장 중요성분인 교원질의 합성에 대한 필요성이 강

조되고 있다. 현재 적용되고 있는 교원질의 대부분이 가축 및 사체에서 얻어지며, 

이는 면역반응 및 감염 등의 우려가 있어, 이를 대체할 수 있는 사람 교원질을 in 

vitro에서 생합성하는 것의 중요성이 대두되고 있다. 

 본 연구는 사람의 성숙한 제 1형 교원질을 in vitro상에서 얻기 위한 목적으로 

인체 진피 섬유모세포를 삼차원 배양하여 사람의 교원질을 생합성하였고, 인체 진

피 섬유모세포의 삼차원 배양에서 doxycycline 처리로 인해 제 1형 교원질의 합성

과 matrix metalloproteinase-1(MMP-1) 발현에 미치는 영향을 알아보고자 하였

다. 삼차원 배양을 위하여 poly-lactic-co-glycolic acid(PLGA) 지지체를 이용하였

고, 이 과정에서 장기간의 삼차원 배양 시 MMP-1에 의한 제 1형 교원질의 분해

를 억제하기 위하여 MMP 억제제로 알려진 doxycycline을 처리하였다. PLGA 지

지체 내에 축적된 교원질은 산과 염의 침전법으로 추출하였으며, 이를 전자현미경

적 관찰과 제 1형 교원질 western blot anaylsis를 통해 분석하였다. 또한 

doxycycline의 억제 효과가 어느 단계에 영향을 미치는지 파악하기 위하여 

RT-PCR, western blot analysis와 zymography를 시행하였다. 

 

 결과는 다음과 같다.
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1. 인체 진피 섬유모세포를 PLGA 지지체내에서 삼차원 배양하여 추출한 결과 성

숙한 제 1형 교원질을 얻을 수 있었다.

2. 삼차원 배양에서 MMP-1의 발현을 반으로 억제하는 농도(IC50)인 200μM의 

doxycycline을 6주간 처리한 결과, 대조군에 비해 제 1형 교원질의 합성량이 증가

되었다.

3. PLGA 지지체 내에서 인체 진피 섬유모세포를 삼차원 배양한 결과, 단층 배양

에서보다 MMP-1의 발현 양이 증가되었으며, 활성도를 지닌 형태가 발현되었고, 

doxycycline을 처리한 결과, MMP-1의 발현이 감소되었다. 

4. Doxycycline의 MMP-1 억제기전을 파악한 결과, mRNA 및 pro-MMP-1 발현

을 억제하는 단계보다, 효소의 활성도를 낮추는 기작을 통해 MMP-1이 억제되었

다.

 이상의 연구 결과로 MMP 억제제인 doxycycline의 장기간 처리는 지지체 내에 

축적된 교원질의 분해를 억제함으로써 교원질의 합성을 증가시키며, PLGA 지지

체를 통한 장기간의 삼차원 배양은 인체 진피 섬유모세포로부터 성숙된 사람의 

교원질을 합성하여 추출해 낼 수 있었다.

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

핵심되는 말 : 제 1형 교원질, MMP-1, PLGA, 삼차원 배양, doxycycline
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삼차원 배양에서 doxycycline 처리에 의한 

인체 진피 섬유모세포의 제 1형 교원질 생합성과 

matrix metalloproteinase-1의 발현

(지도교수 김  진)

연세대학교 대학원 의과학과

김 남 희

I. 서 론

 교원질은 단백질 구조재라고 부르고 있는 바와 같이 동물의 체형을 유지하는 

지지조직으로 진피, 건 등과 같은 결합 조직을 포함한 연조직은 물론 골, 치아 등

과 같은 경조직에도 석회화를 위한 지지조직을 이루고 있다. 이러한 생체 내 거의 

모든 조직에 분포하는 교원질은 일정한 질서를 갖추어 세포의 지지, 증식을 위한 

구조체로서 세포와 결합하여 장기와 조직의 형태를 형성하고 유지함으로써 생체

를 구축하는 데 필수 불가결한 단백질이다
1-3
. 따라서 생체의 손상부위를 본래의 

조직으로 재생시키는 것이 최선의 방법이라고 볼 때, 손상부위에 조직의 교원질이 

공급될 경우 조직세포를 재생시킴에 있어, 손상부위에 정상 교원질의 합성 및 재

생은 재생의학의 핵심 분야이다. 

 현재 이용되는 대부분의 교원질은 가축의 가죽과 뼈, 소의 무릎관절 등에서 추

출하고 있는 실정이며 인간의 교원질은 사체나 태반조직으로부터 추출하여 생산

하고 있다. 이러한 동물로부터 추출된 교원질은 면역거부반응에 의한 후유증을 완

전히 방지하는 것이 아직은 쉽지 않아 사용 시 알레르기 테스트를 반복하여 시행 

받아야 하는 어려움이 있으며, 사람의 교원질은 수요에 따른 공급의 문제점과 제

공자에 의한 2차 감염, 즉 후천성 면역결핍증 (acquired immune deficiency 
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syndrome , AIDS)이나 간염 (hepatitis) 등과 같은 치명적인 질환에 대한 문제들

이 아직 미해결상태이다4. 

 이러한 단점을 극복하고자, 조직세포를 배양하여 장기를 재구축하는 방법 또는 

필요한 조직성분만을 유전자 조합하여 생합성하는 연구가 이루어지기 시작하였으

나 아직까지 in vitro에서 교원질을 생합성하는 것에는 여러 가지 어려움이 있어 

뚜렷한 성과가 나타나지 않고 있다. 1998년 Business Week지에 Biotech Body

라는 제목으로 생합성된 교원질은 사람의 교원질로 대체 가능하며, 면역거부반응

을 배제할 수 있으며, 공급의 문제, 생산과정의 문제를 해결할 수 있다고 하여 교

원질의 생합성에 대한 필요성을 강조하였다5. 

 교원질의 축적은 세포에 의한 교원질의 합성과 분해의 불균형에 의해 일어나

며6, 결합조직의 주 구성세포인 인체 진피 섬유모세포는 교원질 및 다른 세포외 

기질을 합성할 뿐만 아니라 MMP를 발현함으로서 교원질을 분해시킨다7,8.  

  Matrix metalloproteinase(MMP)는 Zn
2+
와 결합된 활성부위를 가지고 있으며, 

불활성인 분자량이 좀 더 큰 전구체(zymogen) 상태로 분비되어 스스로 활성화되

며, tissue inhibitor of metalloproteinase(TIMP) 및 다른 억제제에 의해 그 활성이 

억제된다. MMP는 크게 4가지로 분류할 수 있는데, 첫 번째 군으로는 interstitial 

collagenase로 MMP-1과 MMP-8이 여기에 속하며, 이들 효소는 제 I, II, III, VII 

교원질 및 gelatin을 분해한다. 두 번째 군에 속하는 것은 gelatinase로 72kDa의 

MMP-2(gelatinase A)와 92kDa의 MMP-9(gelatinase B)가 여기에 속하며, 이들 

효소는 gelatin에 친화도가 높다. 세 번째 군으로는 stromelysin (MMP-3, 10, 11)

이 있고, 마지막으로 putative metalloproteinase-1 (PUMP-1, MMP-7)로 구분한

다
9-11
. 

 교원질을 분해하는 과정에서 MMP에 의해 교원질의 N-말단에서 약 3/4인 지

점을 절단하여 두 개로 잘려진다12. 이렇게 잘려진 교원질은 더욱 쉽게 분해되고, 

결국에는 200개 이상으로 절단되어 Gly-X-Y 형태의 펩타이드를 만든다
13
.

 Doxycycline은 tetracycline계 약물로써 정확한 기전은 아직 밝혀지지 않았지

만, collagenase와 gelatinase 등의 MMP의 활성도를 억제하는 것으로 알려져 있

다
14-16
. 현재 많은 MMP의 억제제가 개발․연구되고 있는데 이러한 억제제는 오히
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려 인체에서 박테리아를 대항하는 활성을 약화시킬 가능성이 있어 문제가 되고 

있다. 그러나 최근에는 저농도의 doxycycline의 처리는 항생제로서의 박테리아의 

활성에 영향을 주지 않으면서 MMP의 발현을 억제할 수 있다는 보고도 있으며8, 

치주염이나 골육종에 대한 동물모델에서 doxycycline 처리에 의한 MMP-1 억제 

효과를 잘 설명하였다11,17,18.

 그러나 최근 Beckman 등 (1997)은 doxycycline처리함으로써 MMP-1, 2의 발

현을 억제할 뿐만 아니라 in vitro에서 교원질의 합성을 억제한다고 보고하였다
19
. 

반면 Steffen 등 (2002)은 6주 동안 쥐에게 doxycycline을 처리하여 제 1형 교원질

의 농도와 쥐의 무게를 측정한 in vivo 실험 결과, 처리하지 않은 군에 비해 교원

질의 분해가 거의 일어나지 않았으며, 제 1형 교원질의 농도 및 쥐의 무게가 증가

한다고 보고하였다20,21.  

 이와 같이 doxycycline의 MMP-1 억제 기전 및 제 1형 교원질의 생합성에 대

한 기전에 대해서는 아직 불명확한 상태이며, 특히 in vitro에서 삼차원 상에서의 

장기간 배양 시 doxycycline이 MMP-1 발현 및 제 1형 교원질 합성에 어떤 영향

을 미치는 지에 대한 연구는 더욱 미비한 상태이다.

 따라서 이 연구에서는 이러한 문제점을 극복하여 사람의 교원질을 얻기 위해

서 인체 진피 섬유모세포를 PLGA 지지체에서 삼차원 배양하여 in vitro에서 사람

의 교원질을 생합성하였고. 또한 장기간의 삼차원 배양 시에 인체 진피 섬유모세

포의 MMP-1 발현에 의한 교원질의 분해를 막기 위하여 MMP 억제제로 알려진 

doxycycline을 처리하였다. 또한, doxycycline의 MMP-1 억제 기전을 RT-PCR, 

western blot analysis, zymography를 통해 파악함으로써 PLGA 지지체 내에서 

인체 진피 섬유모세포를 삼차원 배양하는 경우에 doxycycline이 제 1형 교원질의 

합성과 MMP-1 발현에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.
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 II.  재료 및 방법

1. 연구재료

가. 인체 진피 섬유모세포

 정상인 3명의 절제술시 얻어진 피부의 진피에서 배양한 섬유모세포를 실험에 

이용하였다.

나. 삼차원 지지체

 

 삼차원 배양에 이용된 지지체는 Poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA, Innotech, 

Korea)로서 직경 10㎜, 두께 3㎜의 디스크형태이며 평균 기공크기는 300-500㎛이

고, 90%의 다공성을 가졌다.

2. 인체 진피 섬유모세포의 배양

 인체 진피의 표피와 지방층을 제거하고 잘게 잘라 collagenase로 진피와 표피

를 분리한 후 진피 조직을 0.25% trypsin 용액에 놓고 36℃에서 10분간 배양하였

다. 이후 vortex를 시행하여 섬유모세포를 유리시켰다. 유리된 세포를 모아 세척한 

후 10% fetal bovine serum (FBS)이 첨가된 DMEM (GIBCO, MO, U.S.A.) 배지

를 넣고 배양하였다. 70-80% 정도 자라면 1:3으로 분주하여 계대배양하며 4-6차 

계대 배양한 세포를 실험에 이용하였다.

 PLGA 지지체 내에서의 삼차원적 세포배양을 위해 4℃에서 100%, 90%, 70%, 

10% 알콜로 지지체를 전처리하고 phosphate buffered saline (PBS)와 배양배지로 

씻어준 후 건조된 삼차원 지지체에 1x106개의 세포현탁액 100㎕를 분주한 후 지름 

60㎜크기의 배양접시에서 배양하였다. 2시간 후 6㎖배지를 첨가하였고 orbital 
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shaker (30 rpm)를 이용하여 배양기내에서 배양하였다. 세포 분주 2일 후, 3일 간

격으로 새 배지를 첨가하여 2, 4, 6주간 배양하였다. 

 모든 실험에서 실험군으로 200μM doxycycline (하나제약, 한국)을 처리하고, 

제 1형 교원질 발현의 양성 대조군으로 최종농도 1ng/㎖의 transforming growth 

factorβ-1 (TGFβ-1; PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, U.S.A.), MMP-1 발현의 양

성 대조군으로 10ng/㎖의 tumor necrosis factor α (TNFα; Boerhinger Mannheim, 

Mannheim, Germany)를 첨가하였다.  

3. 세포성장률 측정

 Doxycycline 처리에 따른 세포의 생존능을 측정하기 위하여  96 well plate에 

200㎕당 3x103개의 인체 진피 섬유모세포를 넣어 24시간동안 배양한 후, 무혈청 

배지에 doxycycline을  0, 25, 50, 100, 200, 400, 600μM 농도로 처리하여 37℃에서 

72시간 반응시킨 후 N-methylthiotetrazole (MTT; Sigma, U.S.A.)검사로 인체 진

피 섬유모세포의 세포성장률을 측정하였다. MTT검사는 각각의 농도로 처리한 인

체 진피 섬유모세포를 PBS로 두 번 세척하고 MTT용액을 37℃에서 3시간 처리

한 후, 배양액을 버리고 dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma, U.S.A.)로 녹여내어 

570nm에서 흡광도를 측정하였다.

4. Conditioned media 추출 및 농축

 6 well plate에 well당 1x10
6
개의 세포를 뿌리고 24시간 배양한 후, PBS로 두 

번 세척하였다. 무혈청 배지 1㎖에 doxycycline을 각 농도별로 처리하여 37℃에서 

24시간 추가로 배양시킨 후 배지만을 모아 15000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 

잔여 세포를 침전시킨 후 centriprep centrifugal filter device (Millipore, Beverly, 

MA, U.S.A.)로 농축하고, 단백질 정량후 분주하여 -20℃ 냉동 보관하였다. 단백질 

정량은 bovine serum albumin (BSA; Pierce, U.S.A.)을 표준 단백질로 하여 

bicinchoninic acid protein assay reagent (BCA; Pierce, U.S.A.)로 제조회사의 사
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용설명서에 따라 측정하였다.

5. Total cell lysate 추출

 6 well plate에 well당 1x106개의 세포를 넣고 24시간 배양한 후 무혈청 배지에 

0, 200μM의 doxycycline을 처리하여 24시간 추가 배양하였다. PBS로 2차례 세척

한 후 세포를 모아서 NP-40 lysate buffer [ 50mM Tris-Cl (pH 7.4), 150mM 

NaCl, 1mM CaCl2, 1mM MgCl2, 0.5% NP-40, 2㎍/㎖ aprotinin, 10㎍/㎖ 

leupeptin, 1㎎/㎖ 4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride ]에 넣었다. 이를 얼

음 위에서 45분 간 배양한 후 4℃에서 13000 rpm으로 15분간 원심분리하여 상층

액을 취하고 단백질을 정량한 후 분주하여 -20℃에 보관하였다. 

6. Zymography

 Doxycycline 처리에 따른 인체 진피 섬유모세포의 MMP 억제 영향 및 단층 

배양과 삼차원 배양에서의 MMP 발현정도를 파악하기 위하여 gelatinase, 

collagenase를 기질로 하는 zymography 방법을 시행하였다. 동량의 시료에 

sample buffer (62mM Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS(w/v), 10% glycerol(v/v), 

0.05% bromphenol blue (w/v)) 5㎕을 넣어 각각 1% gelatin과 collagen을 포함한 

8% SDS-PAGE gel에 전기영동 하였다. 전기영동 후, gel은 상온에서 2.5% 

Triton X-100(v/v)으로 1시간 세척하고, incubation solution (10mM CaCl2, 50mM 

Tris, 0.15M NaCl, 1% Triton X-100)을 넣어 37℃에서 48시간 반응시켰다. 인체 

진피 섬유모세포의 효소 활성도 확인을 위하여 gel은 0.05%(w/v) coomassie blue, 

10% acetic acid(v/v), 10% methanol(v/v)로 1시간동안 염색하고, 10% methanol, 

10% acetic acid로 2시간 탈색하였다. 이때 나타나는 band를 통해 MMP가 발현되

는 것으로 간주하였고, 관찰한 결과는 영상분석기 (Densitometry TINA 2.0, 

U.S.A.)를 이용하여 정량하였다. 
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7. Western blot analysis

 Doxycycline 처리에 따른 MMP-I과 제 1형 교원질의 발현양을 비교하기 위하

여 western blot analysis를 시행하였다. 각각의 sample 동량에 5배의 SDS 

sample buffer (60mM Tris-HCl, pH6.8, 4% SDS, 25% glycerol, 14.4mM 

2-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue)를 넣어 8% SDS-acrylamide gel에 2

시간 전기 영동한 다음, 전기 영동한 gel을 semi-dry transfer (Bio-Rad, U.S.A.)

에서 30분간 nitrocellulose membrane으로 이동시켰다. Nitrocellulose membrane은 

5% fat-free dry milk-PBST buffer (PBS, 0.2% Tween-20)에서 2시간 동안 

blocking을 한 후에 PBST buffer로 3번씩 5분간 세척하였다. MMP-1 단일클론항

체 (Oncogene, U.S.A.), 제 1형 교원질 단일클론항체 (Abcom, U.S.A.)를 3% 

fat-free dry milk-PBS buffer에 각각 100배, 1000배 희석한 농도로 넣고 이 용액

에 transfer된 nitrocellulose membrane을 넣어 2시간 동안 흔들고, 다시 5분 간격

으로 PBST용액에서 3회 세척하였다. Membrane을 각각 anti-mouse-horseradish 

peroxidase conjugated-secondary antibody와 anti-rabbit-horseradish peroxidase 

conjugated-secondary antibody가 PBS에 2000배 희석된 용액에 넣고 상온에서 1

시간동안 반응시켰다. PBST 용액으로 5분간 3회 세척하고 enhanced 

chemiluminescence (ECL) detection kit (Amersham Life Sciences, Arlington 

Heights, IL, U.S.A.)를 사용하여 X-ray 필름에 감광하여 현상하여 결과를 관찰하

였다. 관찰한 결과는 영상분석기 (Densitometry TINA 2.0, U.S.A.)를 이용하여 정

량하였고, 정량한 결과는 β-actin의 단백질 발현 값으로 교정하였다.

8. mRNA 추출과 역전사-중합효소 연쇄반응 (Reverse Transcriptase- 

Polymerase Chain Reaction ; RT-PCR)

 Doxycycline을 0, 200μM의 농도로 처리하여 각각 단층배양과 PLGA 지지체 

내에서 삼차원 배양한 섬유모세포로부터 RNeasyTM kit (QIAGEN, Germany)를 

이용하여 총 RNA를 추출하였다. Spectrophotometer (Eppendorf, Hamburg, 
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Germany)를 사용하여 260/280nm에서 흡광도를 측정하여 RNA의 양을 계산하여 

추출한 RNA를 정량하고 순도를 검증하였다. cDNA 합성을 위하여 0.5㎍의 RNA

를 reverse transcriptase (Boehringer Mannheim, Germany)와 oligo-d(T) primer

를 이용하여 42℃에서 반응을 중지시켰다. 합성된 cDNA를 대상으로 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)와 제 1형 교원질, MMP-1 

primer로 중합효소 연쇄반응을 시행하였다. 중합효소 연쇄반응은 94℃에서 5분간 

둔 후, 변성반응을 94℃에서 30초, 결합반응을 55℃에서 1분, 중합반응은 72℃에서 

1분간 25주기를 반복하고 마지막 중합반응은 72℃에서 10분간 연장하여 반응시켰

다. 역전사-중합효소 연쇄반응 (RT-PCR)의 산물은 1% agarose gel에 전기 영동

하여 관찰하였다. 각각의 결과는 영상분석기 (Densitometry, TINA 2.0)를 이용하

여 측정하였고, GAPDH mRNA 발현 값으로 교정하였다. 

9. 교원질 추출

 2, 4, 6주 배양한 세포-지지체를 소독된 칼로 잘게 자른 후, PBS로 2회 세척하

고 0.2M acetic acid를 지지체당 20㎖씩 넣어 4℃에서 2일 동안 교반한 후, 9000g

로 4℃에서 3시간 원심 분리하였다. 조심스럽게 새로운 tube에 상등액만을 취해 

NaCl (30%)를 천천히 넣어, 4℃에서 1시간 방치한 뒤, 4000g로 4℃에서 1시간 원

심 분리하여 상등액만을 조심스럽게 버린다. 남은 침전물에 버린 상등액 양만큼 

0.05M acetic acid를 넣고 덩어리가 제거될 때까지 교반하였다. 4℃에서 0.02M 

Na2HPO4 (50× volume)에 대해서 2일 동안 용액을 투석시켰다. 이때 최소한 6시

간 간격을 두고 3번 0.02M Na2HPO4로 교체하였다. 투석시킨 용액을 4000g로 4℃

에서 1시간 동안 원심 분리하여, 침전물을 모은 후, 동결 건조시켜 4℃에 보관하였

다.

 

10. 광학 현미경적 관찰

 2, 4, 6주 배양 기간동안 지지체 내에서 doxycycline 처리에 따른 교원질 합성 
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정도를 파악하기 위하여 배양된 세포-지지체 복합체를 10% 중성 포르말린에 8시

간 이상 고정하여 통상적인 방법에 의해 파라핀에 포매한 후 5㎛의 연속 절편을 

제작하여 Masson s trichrome (TRC) 염색을 시행하여 PLGA 지지체 내에서의 

교원질 침착 정도를 관찰하였다. 

11. 전자 현미경적 관찰 

 지지체내 접종 후 인체 진피 섬유모세포의 교원질 형성과 추출한 교원질의 형

태를 파악하기 위하여 주사 전자 현미경 (scanning electron microscopy, hitachi 

S-800, Japan)과 투과 전자 현미경 (transmission electron microscopy, Philips 

CM-10, Germany) 검사를 시행하였다. 투과 전자 현미경을 위해 적출된 시료를 

0.1M PBS (pH 7.4)으로 완충된 2% glutaraldehyde와 paraformaldehyde로 전고정 

및 1.33% OsO4로 후고정을 시행하였다. 알콜로 탈수 후 propylene oxide로 치환

하고 Epon 혼합액에 포매한 후 초박 절편을 만들어 uranyl acetate 와 lead 

citrate로 이중 염색하여 투과전자현미경으로 관찰하였다. 주사 전자 현미경의 경

우, 탈수 후 isoamylactate로 치환시켜, 약 6시간 뒤에 임계점 건조 (critical point 

dry)한 다음 ion coater (Eiko IB-3형)를 이용하여 300Å 두께로 금피복 (gold 

coating)하여 주사 전자 현미경으로 관찰하였다.

12. 통계처리

모든 실험은 3번씩 시행되었으며, 대조군 내 차이에 대한 유의성은 two sided 

t-test 방법을 이용하여 통계처리 하였다. 본 논문의 수치는 평균과 표준편차로 나

타내었으며, P = 0.01에서 유의성을 결정하였다. 
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Ⅲ. 결 과

1. Doxycycline의 농도 설정

가. Doxycycline이 MMP 활성도에 미치는 영향

 인체 진피 섬유모세포의 MMP 활성정도와 doxycycline의 농도별 MMP 억제정

도를 파악하기 위하여 gelatin zymography와 collagen zymography를 각각 시행하

였다. Doxycycline을 처리하지 않은 대조군과 비교하였을 때, 200μM의 

doxycycline을 처리하였을 경우 인체 진피 섬유모세포의 MMP 발현이 50% 감소

되었다(그림 1).

                                           Doxycycline (μM)      

                                   0     25    50   100   200  400 

(a) 

                

                                          Doxycycline (μM)         

                               0    25    50   100   200   400  600 

(b)   
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그림 1. Doxycycline이 MMP 활성도에 미치는 영향. Zymography를 통해 

doxycycline 처리에 따른 MMP 발현의 억제 정도를 파악하였다. 그림의 값은 영

상분석기를 통해 doxycycline을 처리하지 않은 대조군과 비교한 상대적 측정값이

다. 200μM에서 MMP 발현이 50%로 감소하였다. (a)collagen, (b)gelatin 

zymography

나. Doxycycline에 대한 인체 진피 섬유모세포의 생존율 측정 

 

 Doxycycline 처리에 따라 MMP 발현이 50% 감소되는 농도(IC50)에서 인체 진

피 섬유모세포의 생존율에 미치는 영향을 알아보기 위해, 72시간동안 doxycycline

을 농도별로 처리하여 MTT assay로 관찰하였다. 400μM에서 인체 진피 섬유모세

포의 증식률이 반으로 감소되었으며, MMP 발현이 반으로 감소되는 농도 200μM

에서는 75%이상의 세포가 생존해 있었다(그림 2).
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그림 2. Doxycycline 농도에 따른 인체 진피 섬유모세포의 생존율 측정 

(MTT assay). MMP 활성도가 50% 감소되는 농도인 200μM에서 인체 진피섬유

모세포의 생존율을 MTT assay로 파악하였다. 이때 200μM에서 75% 이상의 세포 

생존율을 보였다. *p=0.0007

2. Doxycycline의 MMP 억제 기전 

가. Doxycycline에 의한 MMP-1 mRNA 발현 분석

 Doxycycline 처리에 따른 MMP-1 mRNA의 발현정도를 RT-PCR을 통해 관찰

하였다. TNFα를 양성 대조군으로 하여 densitometry로 발현정도를 비교하였을 

때, doxycycline을 처리함으로써 MMP-1 발현은 처리하지 않은 군과 유의적인 차

이가 없었다 (p=0.073) (그림 3). 
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                                              Doxycycline (μM) 

                                      TNFα      0       200

(a)  MMP-1                      

                  (b)  GAPDH

                                     

                  

그림 3. 인체 진피 섬유모세포의 MMP-1 mRNA RT-PCR. Doxycycline의 세

포 수준에서의 영향을 파악하기 위하여 MMP-1 mRNA RT-PCR을 수행하였다. 

TNFα의 mRNA를 기준으로 MMP-1의 mRNA의 발현을 파악한 결과, 세포 수준

에서는 doxycycline 처리로 인한 MMP-1의 mRNA 발현 차이는 없었다. 

(*p=0.073) (a) MMP-1 (b) GAPDH mRNA RT-PCR. 
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나. Doxycycline에 의한 pro-MMP-1 단백질 발현 분석 

 세포 내에서 합성된 pro-MMP가 세포 밖으로 분비되는 단계에서 doxycycline

에 의한 MMP 발현 억제 정도를 파악하기 위하여 MMP-1 western blot analysis

를 시행하였다. 그 결과 doxycycline을 처리함으로써 처리하지 않은 군과 MMP-1 

발현의 유의적 차이가 없었다 (p=0.02) (그림 4).  

                                           Doxycycline(μM)   

                             TNFα       0            200    

(a) MMP-1

               (b)  Actin  

                                                                                          

그림 4. 인체 진피 섬유모세포의 MMP-1 western blot analysis. Doxycycline 

처리에 따른 pro-MMP의 발현 정도를 파악하기 위하여 MMP-1 western blot 

analysis를 시행하였다. TNF-α를 기준으로 세포 내에서의 pro-MMP의 발현을 비

교한 한 결과, doxycycline 처리로 인한 세포 내에서의 MMP-1 발현에 차이가 없

었다.(*p=0.02) (a) MMP-1, (b) Actin western blot analysis. 
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다. Doxycycline에 의한 MMP-1의 효소 활성도 분석

 제 1형 교원질을 기질로 한 zymography를 통해 doxycycline 처리에 의한 

MMP-1의 활성도에 미치는 영향을 파악한 결과, 200μM doxycycline을 처리한 군

에서는 MMP-1의 활성도가 나타나지 않았다. 또한 배지 내로 분비된 MMP-1의 

발현정도를 zymography와 병행하여 western blot analysis를 동시에 실시한 결과 

단층 배양의 경우 세포 내에서보다 배지 내로 분비되어진 MMP-1의 발현양이 많

았으며, 200μM의 doxycycline을 처리한 군에서는 MMP-1이 발현되지 않았다(그

림 5). 

                                              Doxycycline(μM) 

                                 TNFα         0          200   

(a)  

                                                Doxycycline(μM)

                                    TNFα       200           0    

       (b) MMP-1

     (c) Actin
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그림 5. Zymography와 MMP-1 western blot analysis. Doxycycline을 처리함

으로써 세포 밖으로 효소 형태로 발현된 MMP의 발현이 감소되었으며, MMP-1 

western blot analysis 한 결과, doxycycline에 의해 세포 밖으로 분비된 MMP-1

의 발현이 현저히 감소되었다. (a) zymography (b) MMP-1 (c) Actin western 

blot analysis. *p=0.0048

 

3. 삼차원 상에서의 MMP 발현과 doxycycline 처리에 따른 교원질 합성의 

변화

가. MMP 발현 정도

 단층 배양과 PLGA 지지체에서의 삼차원 배양에서 인체 진피 섬유모세포의 

MMP 발현 정도를 zymography로 비교한 결과, 삼차원 배양은 단층 배양에 비해 

전체 MMP 활성도가 2.3배 증가되었으며, 활성도를 지닌 형태의 MMP가 발현되

었다. 인체 진피 섬유모세포 배양 시 배양 배지로 인한 MMP 발현의 유의성을 배

제하기 위하여 배지만을 zymography한 결과, 배지 자체에서는 MMP가 발현되지 

않았다(그림 6).
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 2D             3D

그림 6. 단층 배양과 삼차원 배양의 zymography. 인체 진피 섬유모세포의 단층 

배양과 PLGA 지지체에서의 삼차원 배양을 통한 MMP 발현 정도를 파악하기 위

하여 배양 상등액을 zymography 시행하였다. 삼차원 배양에서는 단층 배양에서보

다 MMP 발현이 2.5배 증가하였으며, 활성도를 지닌 형태의 MMP가 발현되었다. 

*p=0.0005 

나. 교원질 합성의 광학현미경적 관찰

 PLGA 지지체 내에서 인체 진피 섬유모세포의 교원질 합성 정도를 파악하기 

위하여, 2, 4주 동안 배양한 세포-PLGA 지지체를 주사 전자 현미경과 TRC 염색

하여 관찰하였다. 그 결과 PLGA 지지체 내에 풍부한 섬유상의 세포외 기질과 교

원질 다발이 관찰되었다(그림 7), (그림 8).

  

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

2D 3D

In
te

n
s
ity

*



- 20 -

 그림 7. 2주 배양한 PLGA 지지체의 주사 전자 현미경 사진. 2주 동안 

doxycyline을 처리하여 인체 진피 섬유모세포를  삼차원 배양한 PLGA 지지체를 

주사 전자 현미경으로 관찰한 결과, 지지체 내에서 풍부한 섬유상의 세포외 기질

과 교원질 다발을 확인할 수 있었다. 

 

(a)                         (b)

그림 8. 4주 배양한 PLGA 지지체의 TRC (Masson‘s trichrome)염색.  PLGA 

지지체에서 배양한 인체 진피 섬유모세포에 4주 동안 doxycyline을 처리한 후 교

원질 축적을 관찰하였다. (a) Doxycycline을 처리하지 않고 4주 배양한 PLGA 지

지체 (b) 200μM doxycycline을 4주 처리하여 배양한 PLGA 지지체.
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다. 삼차원 상에서 doxycycline 처리에 따른 제1형 교원질 mRNA발현

 4주 배양한 PLGA 지지체에서 인체 진피 섬유모세포에 의한 제 1형 교원질 

mRNA 발현정도를 알아보기 위하여, TGFβ-1을 처리한 것을 대조 유전자로 하여 

GAPDH를 통해 발현정도를 관찰한 결과, 200μM doxycycline을 처리하였을 경우, 

처리하지 않은 배양에서보다 1.8배 제 1형 교원질의 mRNA 발현이 증가되었다 

(그림 9).

                                           Doxycycline (μM) 

                                  TGFβ-1    200        0  

(a) 제 1형 교원질

                (b) GAPDH

                          

                 

 그림 9. PLGA 지지체의 제 1형 교원질 mRNA RT-PCR. Doxycycline 처리

에 따른 PLGA 지지체에서 인체 진피 섬유모세포의 제 1형 교원질 mRNA 발현 

정도를 알아보기 위하여 RT-PCR 하였다. TGFβ-1을 처리한 것을 대조 유전자로 

하여 발현정도를 비교한 결과, doxycycline을 처리함으로써 제 1형 교원질의 발현

이 1.8배 증가하였다. (a) 제 1형 교원질 (b) GAPDH mRNA RT-PCR. *p=0.0025  
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4. 추출한 교원질의 분석

 

가. 전자현미경적 관찰

 

 PLGA 지지체 내에서 6주 배양한 인체 진피 섬유모세포에 의해 합성․축적된 

교원질을 추출하여 주사 전자 현미경으로 관찰한 결과, 6주 동안 doxycycline 처

리하여 배양한 교원질은 가늘고 긴 구조로 직경 20∼90㎚의 그물망을 형성하여 

정상과 유사한 형태를 지닌 반면, doxycycline을 처리하고 6주간 배양하여 추출한 

교원질은 잘게 분해되어 처리한 군에 비해 교원질의 길이가 짧았다, 또한 투과 전

자 현미경 관찰 결과, 교원질 원섬유(fibril)에서 발견되는 D주기 줄무늬 모양과 64

㎚의 주기가 분명하게 관찰되었다(그림 10).

                        (a)                        (b)

  

                                     (c)                      
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그림 10. 6주 배양한 PLGA 지지체에서 추출한 교원질의 전자현미경 사진. 

PLGA 지지체 내에서 인체 진피 섬유모세포에 의해 합성․축적된 교원질을 산과 

염의 침전법으로 추출하여 비교한 결과, doxycycline 처리로 인해 교원질의 분절

을 막을 수 있었으며, 가늘고 긴 구조로 20∼90㎚로 다양한 직경의 그물망을 형성

하는 형태로 정상의 교원질과 유사한 형태를 관찰하였다. 또한 투과 전자 현미경

을 통해 원섬유에서 관찰 할 수 있는 교원질의 주기성을 관찰 할 수 있었다. (a) 

Doxycycline을 처리하지 않고 6주 배양하여 추출한 교원질 (b) 200μM 

doxycycline을 6주 처리하여 추출한 교원질의 주사 전자 현미경 사진 (c) 200μM 

doxycycline을 6주 처리하여 추출한 교원질의 투과 전자 현미경 사진.

나. 추출한 교원질의 단백질 분석

 추출한 교원질의 제 1형 교원질 western blot analysis하여 추출한 교원질의 

순도를 분석한 결과, α1, α2 사슬을 확인할 수 있었다(그림 11).

                     

α1 →
α2 →

  (a)제 1형 교원질     

 

                                    (b)Actin        

 

그림 11. 추출한 교원질의 제 1형 교원질 western blot analysis . 추출한 교원

질의 순도를 분석하기 위하여 제 1형 교원질 western blot analysis를 통해 분석

한 결과, 제 1형 교원질의 α1, α2 사슬을 확인할 수 있었다. 
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

 교원질은 인체의 모든 결합조직에서 가장 중요한 구성 성분으로, 전체 단백질

의 약 1/3정도를 차지하면서, 지지조직으로서의 역할을 담당하고 있다. 

  결합조직의 주 구성세포인 진피 섬유모세포는 교원질 합성을 포함한 다양한 

생물학적 기능을 가지고 있다. 진피 섬유모세포를 단층 배양하는 방법은 섬유화를 

일으키는 질환 및 섬유화 과정을 연구하기 위한 유용한 기법으로 널리 이용되고 

있다. 그러나 삼차원적으로 배양된 섬유모세포는 단층 배양에 비해 생물학적 차이

뿐만 아니라 형태학적 면에 있어서도 차이를 보인다22. 섬유모세포를 단층으로 배

양할 경우 세포는 계속적으로 분열하나, 삼차원적으로 배양할 경우에는 세포는 더 

이상 분열하지 않게 되며, 형태도 정상 인체 진피 조직에서 관찰되는 모양과 유사

해진다23,24. 배양 기간 동안 새로이 합성된 교원질은 단층으로 배양할 때는 배양 

상등액 내로 대부분 유리되는 반면에, 삼차원적으로 배양할 경우에는 지지체 내에 

축적되게 된다
25
. 

 본 연구에 사용된 삼차원적 지지체인 poly-lactic-co-glycolic acid(PLGA) 지지

체는 균일한 크기의 기공으로 이루어져 있고, 기공의 평균 크기는 약 300-500㎛이

며 90%이상의 높은 다공성을 지닌다. Yoon (2001)은 PLGA 지지체 내에 세포를 

분주하였을 때, 높은 세포 부착율과 세포 생존성을 보였으며, 장기간 배양하여 관

찰한 결과, 지지체 내 기공에 풍부한 교원질이 축적된다고 보고하였다26. 또한 

PLGA 지지체 내에서 사람 간엽 줄기 세포를 삼차원 배양하였을 경우, 풍부한 교

원질 다발이 축적된다고 연구되었으며27, 본 연구에서도 인체 진피 섬유모세포를 

장기간 PLGA 지지체 내에서 삼차원 배양하여 관찰한 결과, TRC 염색에서 풍부

한 교원질의 분비와 축적이 보였고, 주사 전자 현미경에서 섬유상의 세포외 기질

과 교원질 다발을 확인할 수 있었다. 

Carole N 등 (2001) Sato H 등 (1994, 1996)은 단층 배양에 비해 교원질 젤이나 

그 밖의 다른 삼차원 배양에서는 세포에 의한 MMP 발현이 현저히 증가되었으며, 

단층 배양이 대부분 전구체의 형태를 지니고 있는 반면, 삼차원 배양에서는 활성

도를 지닌 형태로 발현된다고 하였다28-30. 본 연구에서도 zymography로 단층 배
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양과 삼차원 배양에서의 MMP 발현을 비교한 결과, 인체 진피 섬유모세포를 

PLGA 지지체 내에서 삼차원 배양하였을 경우, MMP 발현이 증가되었으며, 활성

도를 지닌 형태가 발현되는 것을 관찰하였다.

 진피에서의 주요 MMP는 MMP-1으로 교원질을 분해하는 다른 MMP인 

MMP-8, 13은 전구체의 형태를 지닌 반면, MMP-1은 대부분 활성도를 지니고 있

어9,31 인체 진피 섬유모세포에 의해 분비된 MMP-1로 인하여 삼차원 배양 시 축

적된 제 1형 교원질이 분해 된다
32
. Herrick (1995), Varani (2001)은 분해된 제 1

형 교원질의 존재 하에서는 새로운 제 1형 교원질의 합성이 감소된다고 보고하였

고, 장기간의 배양 시 그 영향은 더욱 뚜렷이 나타난다고 하였다33,34. 

 그러나 교원질 젤에서와 같은 삼차원 배양 시, TIMP, EDTA 등을 처리하여 

MMP를 억제하였을 경우, 처리하지 않은 군에 비해 제 1형 교원질의 발현이 현저

히 증가되었으며35, 교원질 젤의 분해정도가 세포를 분주하지 않은 대조군과 비슷

한 형태로 유지하고 있다고 연구되었다
33
. 

 Doxycycline은 항생제와 MMP의 억제제로서의 기능을 하며, in vitro에서 혈관

내피 세포 및 골육종 세포의 성장을 억제함으로써 세포고사를 유도한다(Guerin, 

1994 ; Fife, 1995). Golub 등 (1994), Ingman 등 (1996)은 피부 창상에 저농도의 

doxycycline을 처리하였을 경우 특이적으로 MMP의 활성을 억제하는 억제제로서

의 기능만을 나타냈다는 보고를 하였다36-38. 본 연구에서 zymography를 시행하여 

섬유모세포에서의 MMP의 발현 정도 및 MMP 억제제인 doxycycline을 처리하였

을 때의 활성을 관찰한 결과, 200μM 정도에서 MMP 활성도가 반으로 감소되었으

며, MTT assay 결과 이 농도에서는 75% 이상의 세포가 생존할 수 있었다. 이로

서 본 연구에서는 200μM 농도를 처리함으로써 세포의 성장에는 관여하지 않으면

서 MMP의 활성도만을 억제하여 실험을 진행하였다.

 Doxycycline이 직․간접적으로  MMP의 활성도를 억제한다는 것은 알려져 있

지만, 그 기전은 명확하지 않다. 일반적으로 doxycycline은 MMP의 Ca
2+
와 Zn

2+
와 

결합하는 능력에 의해 활성을 나타내는 단계에서 억제하는 것으로 알려져 있으나, 

그 이외에 pro-MMP가 활성화되는 산화적 과정을 막음으로서 억제할 수 있으며, 

세포 자체에서의 합성이 억제되는 경우가 있다
37,39
. 본 연구에서 zymography, 
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western blot analysis, RT-PCR을 통해 doxycycline의 억제기전을 파악한 결과, 

zymography와 세포 상등액을 통한 MMP-1의 western blot analysis에서는 세포 

밖으로 분비된 MMP의 활성도가 doxycycline을 처리함으로써 뚜렷하게 감소됨을 

확인하였다. 반면, 세포 내에서 pro-MMP의 활성도 감소에 대한 doxycycline의 영

향을 보기 위하여 세포 추출물을 western blot analysis하였으나, 6%정도의 감소

가 보였으며, 세포 자체의 합성 단계에서 doxycycline에 의한 MMP-1의 억제 정

도를 관찰하기 위해 RT-PCR한 결과 큰 변화가 관찰되지 않았다. 이러한 결과로 

doxycycline은 mRNA 발현과 pro-MMP 발현 단계에서보다는 주로 MMP의 활성

도를 억제함으로써 MMP-1 억제 작용을 나타낼 것으로 추측된다. 

 그러나 교원질 합성에 대한 doxycycline의 영향을 파악한 연구에서 

doxycycline에 의해 교원질 합성이 억제된다는 보고도 있었다. 즉 Beekman  

(1997)은 alginate에 소의 연골세포를 삼차원 배양하여 관찰한 결과, doxycycline에 

의해 교원질 합성이 감소하였다고 보고하였다
19
. 그러나 이는 단기간인 7일 동안 

doxycycline을 처리하여 초기 영향만을 관찰한 결과이며, 또한 MMP-1을 억제할 

수 있는 농도 이하의 저농도로 처리함으로써, MMP-1에 의한 제 1형 교원질의 분

해 여부를 배제한 실험이었다. 

 장기간의 배양 시 MMP에 의한 교원질 분해 영향에 대해, 섬유모세포를 장기

간동안 삼차원 배양하였을 경우, 과도한 MMP-1, 2, 9의 발현이 교원질을 분해하

기 때문에 축적된 교원질은 정상의 교원질에 비해 길이가 짧고 끝이 두꺼운 등의 

정상과 다른 형태를 지닌다는 보고가 있었다32. Lamparter (2002)는 in vivo에서 

장기간동안 doxycycline을 투여하였을 때, 초기 1, 2주에는 처리하지 않은 군보다 

교원질의 합성량이 감소하는 반면, 3주부터 증가하기 시작하여 7주에는 합성량이 

2배로 증가되었다고 보고하였다20. 

 본 연구에서는 4주 동안 200μM의 doxycycline을 처리하여 TRC 염색을 한 결

과, doxycycline을 처리한 군에서 교원질의 축적양이 증가한 것을 관찰할 수 있었

고, 제 1형 교원질 RT-PCR로 확인한 결과, 삼차원 배양에서 doxycycline에 의해 

섬유모세포의 제 1형 교원질의 합성이 1.8배 증가되었다. PLGA 지지체에서 6주 

동안 인체 진피 섬유모세포를 배양한 후, 산과 염침전법으로 교원질을 추출하여 
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주사 전자 현미경으로 비교하였을 때, doxycycline을 처리함으로써 교원질이 잘게 

분해되는 것이 억제되었고, 가늘고 긴 구조와 직경 20∼90nm로 정상의 교원질과 

유사한 형태를 지니는 것을 관찰할 수 있었다. 또한 doxycycline을 처리하여 추출

한 교원질의 투과 전자 현미경으로 관찰한 결과, 교원질 원섬유(fibril)에서 발견되

는 D주기의 줄 무의 모양과 64nm의 주기가 분명하게 관찰되었으며, 제 1형 교원

질 western blot analysis 통해 α1사슬과 α2사슬로 이루어져 있는 것을 확인하였

다.

 본 연구에서는 doxycycline을 장기간 처리하여 PLGA 지지체에 배양한 인체 

진피 섬유모세포에 의한 제 1형 교원질의 합성 증가를 유도하였고 또한 이의 분

해를 억제할 수 있었다. 따라서 PLGA 지지체를 이용하여 인체 진피 섬유모세포

를 장기간 삼차원 배양․추출함으로써 우수한 교원질을 in vitro에서 생합성 할 

수 있으며, 이는 사람의 교원질을 의학적․조직 공학적으로 적용 가능하게 만드는 

계기가 될 수 있으리라 생각한다.    



- 28 -

V. 결 론

 본 연구에서는 의학적․조직 공학적 필요에 의해 사람의 교원질을 in vitro에

서 합성하였다. 인체 진피 섬유모세포를 PLGA 지지체에서 삼차원 배양하여 정상 

사람의 성숙한 교원질과 동일한 교원질을 생합성하였고. 또한 장기간의 삼차원 배

양 시에 MMP-1에 의한 교원질의 분해를 막기 위하여 MMP 억제제로 알려진 

doxycycline을 처리하였으며, doxycycline의 억제 효과가 어느 단계에 일어나는 지

를 RT-PCR, western blotting, zymography를 통해 파악함으로써 삼차원 배양에

서의 doxycycline의 처리가 교원질의 합성과 MMP-1 발현에 미치는 영향을 알아

보고자 하였다.

 결과는 다음과 같다.

 

1. 인체 진피 섬유모세포를 PLGA 지지체 내에서 삼차원 배양, 추출한 결과 성

숙한 정상의 사람 교원질을 얻을 수 있었다.

2. 삼차원 상에서 200μM의 doxycycline을 4주간 처리한 결과, 대조군에 비해 제 

1형 교원질의 합성량이 증가되었다.

3. PLGA 지지체 내에서의 인체 진피 섬유모세포의 삼차원 배양에서는 단층 배

양보다 MMP 발현양이 증가되었으며, 활성도를 지닌 형태가 나타났고, 

doxycycline을 처리한 결과, MMP-1의 발현이 감소되었다. 

4. Doxycycline의 MMP 억제기전을 파악한 결과, mRNA 및 pro-MMP 발현을 

억제하는 단계보다, 효소의 활성도를 낮추는 기작을 통해 MMP-1이 억제되었

다.   
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 이상의 연구 결과로 MMP 억제제인 doxycycline의 장기간 처리는 축적된 교원

질의 분해를 막음으로써 교원질의 합성을 증가시키며, PLGA 지지체를 통한 장기

간의 삼차원 배양은 인체 진피 섬유모세포로부터 성숙된 사람의 교원질을 합성․

추출해 낼 수 있다.
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 Abstract 

Doxycycline effect on type I collagen synthesis 

and MMP-1 expression in three-dimensional culture 

of human dermal  fibroblasts 

Nam Hee Kim

Department of Medical Science

The Graduate School, Yonsei University

 ( Directed by Professor Jin Kim, D.D.S., Ph. D. )

 Tissue regeneration of the wounds requires the proliferative capacity of 

parenchymal cells accompanied by the supports of extracellular matrix, in 

particular collagen fibers. Therefore, collagen synthesis has been one of the 

target fields in regeneration medicine and tissue engineering. Collagen products 

extracted from bovine or porcine tissues are widely used for support in 

medical and tissue engineering. However, they may cause immune response 

and may transfer pathogens to the recipient tissue. 

 In order to solve these problems, we aimed to synthesize mature collagen 

derived from human dermal fibroblasts and in particular, focused on the 

up-regulation of collagen synthesis by long-termed three-dimensional culture 

with the treatment of doxycycline, a MMP inhibitor.

 Human dermal fibroblasts were cultured on PLGA scaffold and they were 

treated with doxycycline to inhibit MMP-1 activity. Type I collagen was 

extracted by acid solution and salt precipitation and it was quantitative by 
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western blot analysis. In addition, we determined the direct and indirect 

mechanisms by which doxycycline can inhibit matrix metalloproteinase (MMP) 

activity using RT-PCR, western blot analysis and zymography.

1. Mature human collagen was obtained by long-term three-dimensional 

culture of skin fibroblasts in PLGA scaffold.

2. Type I collagen synthesis was increased in three-dimensional culture by 

200μM doxycycline treatment for 6 weeks.

3. MMP-1 was expressed in latent form in skin fibroblast monolayers, 

whereas it was expressed predominantly in active form in the 

three-dimensional cultures. MMP-1 expression in the three-dimensional 

culture was approximately 2.5 times higher than that of the monolayer 

culture, and its expression was markedly reduced by doxycycline treatment.

4. MMP-1 inhibition by doxycyline treatment was induced by the inhibition 

of enzyme activity, rather than the degradation of the pro-MMP zymogen 

or  the suppression of MMP-1 mRNA transcription.

 In summary, mature human type I collagen was obtained by long-term 

three-dimensional culture of human dermal fibroblasts in PLGA scaffold and 

its yield was increased by long-term treatment of doxycycline.
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three-dimensional culture.  
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