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ABSTRACT 

Background and Objectives：Adenosine diphosphate (ADP), which is usually secreted from activated platelets, 
may activate integrins on vascular smooth muscle cells, resulting in adhesion and proliferation. Integrins, media-
ting the ADP-stimulated adhesion and proliferation of vascular smooth muscle cells, was investigated in this 
study. Materials and Methods：Prothrombin (PT) and bone sialoprotein (BSP) were used as activation-dependent 
ligands in an adhesion assay. The adhesion of human aortic smooth muscle cells (HASMC) were measured after 
ADP stimulation, using ligand-coated 24-well plates. The 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) assay was used to evaluate the ADP-stimulated proliferation of the HASMC. Results：ADP 
activated the HASMC to increase their adhesion to the PT or BSP, and their proliferation in a dose-dependent 
manner. The adhesion of the ADP-stimulated HASMC to the PT was completely blocked by P5H9, a blocking 
monoclonal Ab (mAb) to integrin αvβ5 (92% inhibition), but was only slightly inhibited by LM609, a blocking 
mAb to integrin αvβ3 (30% inhibition). The adhesion of the ADP-stimulated HASMC to the BSP was partially 
inhibited by both P5H9 (46% inhibition) and JBS5, a blocking mAb to integrin α5β1 (75% inhibition), but was 
not affected by c7E3, a blocking mAb to integrin β3. The ADP-stimulated proliferation of the HASMC was inhi-
bited by both c7E3 and LM609 (98% and 93% inhibition, respectively), but not by either P1F5, a blocking mAb 
to integrin αvβ5 or JBS5. Conclusion：These results indicate the different roles of integrins on vascular smooth 
muscle cells after ADP stimulation；the integrins αvβ5 and α5β1 for adhesion, and the integrin αvβ3 for proli-
feration. (Korean Circulation J 2003;33 (5):409-419) 
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서     론 
 

지혈과 혈전 형성에 중요한 역할을 하는 adenosine 

diphosphate(ADP)는 혈소판의 부착성을 증가시키고 

혈소판 응집을 유발시킬 수 있는 촉진제 중에서 처음 알

려진 물질로서,1)2) 활성화된 혈소판의 dense granule
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이나 손상된 세포에서 분비되어 혈소판 표면에 있는 휴

지 상태의 integrin αIIbβ3를 활성화시켜서 혈소판을 응집

시킨다.3) 최근에 ADP는 사람 혈관세포에 존재하는 in-
tegrin αvβ3를 활성화시킬 수 있으며 prothombin은 

integrin αvβ3의 활성화 의존 리간드(ligand)라고 보고

되었다.4) 

경피적 관동맥중재술은 관동맥 협착의 치료에 널리 사

용되고 있으나 시술 후 20~50%에서 발생하는 재협착

이 관동맥 중재술의 효과를 감소시키는 주요 요인이다. 

관동맥 재협착의 기전은 복잡하며 여러 인자들이 관여하

는데, 그 중 혈관 내피 손상 후 혈관평활근세포의 이동

과 증식이 섬유성 내피증식을 보이는 재협착 병변의 발

생에 중요한 역할을 한다.5)6) Integrin αvβ3는 맥관형성

(angiogenesis), 혈관내피세포와 평활근세포의 부착, 

증식, 이동과 동맥 손상 후 내피 증식 등에 중요한 역할

을 하며,7) integrin α5β1, integrin αvβ5 등도 혈관평활

근세포에 분포하여8-10) 관동맥중재술 후 재협착의 발생

에 관여할 가능성이 있다. 

ADP는 혈관 평활근세포의 증식을 증가시키는 유사분

열물질(mitogen)로 작용할 수 있는데,11)12) 혈소판이 활

성화되면 ADP가 분비되어 혈관평활근세포에 존재하는 

integrin을 활성화시켜서 혈관평활근세포의 부착과 증식

에 관여할 수 있다. 이 연구에서는 혈관평활근세포에서 

ADP에 의해서 활성화될 수 있는 integrin의 종류와 ADP

에 의한 혈관평활근세포의 증식을 매개하는 integrin을 

조사하였다. 

 

재료 및 방법 
 

시  약 

ADP, adenosine triphosphate(ATP), DMSO, PMA, 

MTT((3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphen-
yltetrazolium bromide) 등은 Sigma사(St. Louis, MO, 

USA)에서, bovine serum albumin(BSA)은 Calbio-
chem사(La Jolla, CA, USA)에서 각각 구입하였다. 

Human prothrombin은 Enzyme Research사(South 

Bend, IN, USA), humanized monoclonal antibody 

(mAb)인 c7E3는 Centocor사(Malvern, PA, USA), 

αvβ3-specific mAb인 LM609, αvβ5-specific mAb인 

P1F5, α5β1-specific mAb인 JBS5는 Chemicon사

(Temecula, CA, USA), 형광소식자인 Calcein AM은 

Molecular Probes사(Eugene, OR, USA)에서 각각 

구입하였다. 골타액단백(bone sialoprotein：BSP)과 

αvβ5-specific mAb인 P5H9은 각각 Dr. Tatiana By-
zova(Cleveland Clinic Foundation, Cleveland, OH, 

USA)와 Dr. Elizabeth Wayner(Fred Hutchinson Can-
cer Research Center, Seattle, WA, USA)로부터 제

공받았다. 

 

세포 배양 

사람 대동맥평활근세포(human aortic smooth mus-
cle cell：HASMC)는 Dr. Paul DiCorleto(Cleveland 

Clinic Foundation, Cleveland, OH, USA)가 일차배양

하여 제공해 주었다. 세포 배양액으로 10% FBS(fetal 

bovine serum；제일생명공학서비스, 대구)이 첨가된 

DMEM/F12(제일생명공학서비스)를 사용하여, CoStar

사(Cambridge, MA, USA)의 75 cm2 크기의 플라스

틱 플라스크 바닥을 90% 정도 덮을 때까지 HASMC을 

배양하였다. 

 

부착 정량(Adhesion assay) 

HASMC을 phosphate buffered saline(PBS)로 3

회 세척한 후 0.01%의 EDTA를 함유한 0.25 mg/mL

의 trypsin(Clonetics사, San Diego, CA, USA)으로 처

리하여 세포를 수집하고, trypsin neutralizing solution 

(Clonetics사)을 첨가하였다. 세포 부유액을 즉시 500

×g에서 10분간 원심 분리한 후, 0.5% BSA를 함유한 

DMEM/F12에 107 cells/mL의 농도로 재부유시켰다. 

24-well plate(Costar사)의 각각의 well에 완충용액

(50 mM NaHCO3, 150 mM NaCl, pH 8.0)에 녹아 있

는 prothrombin 10 μg 혹은 골타액단백 0.5 μg씩 넣

고, 4℃에서 밤새 처리하였다. 이후 PBS로 1회 세척한 

후 각각의 well에 2% BSA를 넣고 37℃에서 1시간 처

리하였다. Calcein AM 50 μg을 10 μL의 DMSO에 녹

인 후 PBS 500 μL를 첨가하여 희석시켰다. 이 Cal-
cein AM 용액 중 200 μL를 107/mL의 농도의 세포 부

유액 1 mL와 혼합한 후 37℃에서 20분간 배양하고, 

0.5% BSA가 있는 DMEM/F12를 사용하여 5×105 

cells/mL의 농도로 희석시켰다. 세포 부유액에 CaCl2 

1 mM을 첨가한 후 PMA 200 nM이나 다양한 농도의 
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ADP 혹은 ATP로 세포를 자극시켰다. 길항제 혹은 단

세포군 항체의 효과를 측정할 때는 촉진제로 세포를 자

극하기 전 10분간 적정 농도로 세포와 반응시켰다. 준비

된 24-well plate의 각각의 well에 세포 부유액을 300 

μL씩 분주하고 37℃의 incubator에 넣었다. 30~50분 

후에 부착된 세포를 도립현미경으로 관찰한 후, Flu-
orescence Multi-Well Plate Reader(Perceptive Bio-
systems, Framingham, MA, USA)로 정량하였다. 각

각의 well의 측정치에서 촉진제로 자극하지 않은 세포의 

형광치와 BSA에 부착된 세포의 형광치를 빼서 자극 후 

부착 증가를 계산하였다. 다양한 농도의 ADP나 ATP

로 세포를 자극한 후 prothrombin에 부착된 세포의 형

광치 비교를 위해서, PMA로 자극된 세포의 형광치를 

100%로 하여 대조치로 삼았다. 골타액단백을 리간드

로 사용한 경우에는 ADP나 ATP 100 μM로 자극된 

세포의 형광치를 100%로 하여 대조치로 삼았다. 길항

제 혹은 단세포군항체의 효과를 측정할 때는 ADP 100 

μM로 자극된 세포의 형광치를 100%로 하여 대조치로 

삼았다. 

 

MTT assay 

MTT assay를 사용하여 생존세포의 양을 측정하였

다.13) 부착 정량에서 기술한 방법으로 세포를 수집한 후 

세포 부유액을 즉시 500×g에서 10분간 원심 분리하고 

10% FBS를 함유한 DMEM/F12에 5×104 cells/mL

의 농도로 재부유시켰다. 96-well plate(CoStar사)의 

각각의 well에 세포 부유액 200 μL(104 cells)씩 넣고 

37℃에서 1일간 배양하였다. 이후 0.1%의 FBS만 함

유된 DMEM/F12로 1일간 배양하여 세포 증식을 정지

시킨 후 다양한 농도의 ADP 혹은 ATP와 0.1% FBS가 

포함된 DMEM/F12로 배양하였다. 각각의 농도별로 최

소 8개의 well을 배정하였다. 2일간 배양한 후 MTT 

assay를 시행하였다. 각각의 well에 2.5 mg/mL의 MTT 

용액을 10 μL씩 첨가하고 37℃에서 4시간 배양하였다. 

세포 없이 배양액만 있는 well을 음성 대조군으로 하였

다. 4시간 경과 후 각 well에서 150 μL의 상층액을 조

심스럽게 제거하고 0.04 M HCl 100 μL를 각 well에 

첨가하여, 형성된 formazan 생성물을 균질 용액으로 용

해시켰다. 모든 결정이 녹은 것을 확인한 후 microplate 

reader(EMax, Molecular Devices사, Sunnyvale, CA, 

USA)를 이용하여 595 nm에서 광학도(optical density)

를 측정하였다. 10% FBS가 함유된 배양액을 첨가한 

well의 세포 증식을 양성 대조치로 하였다. 각각의 well

의 측정치에서 ADP나 ATP로 자극하지 않은 세포의 

측정치를 빼고 10% FBS로 배양시킨 well의 측정치로 

나누어서 세포 증식 정도를 계산하였다. 단세포군 항체

의 효과를 측정할 때는 ADP나 ATP 100 μM로 자극된 

세포의 측정치를 100%로 하여 대조치로 삼았다. 

 

증식 세포수의 측정 

부착 정량에서 기술한 방법으로 세포를 수집한 후 세

포 부유액을 500×g에서 10분간 원심 분리하고 10% 

FBS를 함유한 DMEM/F12에 4×104 cells/mL의 농

도로 재부유시켰다. 24-well plate의 각각의 well에 세

포 부유액 500 μL(2×104 cells)씩 넣고 37℃에서 1

일간 배양하였다. 이후 0.1%의 FBS만 함유된 DMEM/ 

F12로 1일간 배양하여 세포 증식을 정지시킨 후 ADP 

혹은 ATP가 포함된 DMEM/F12로 배양하였다. Tryp-
sin으로 처리하여 각각의 well의 세포를 수집한 후 0.4% 

trypan blue solution으로 염색하고 생존 세포수를 he-
mocytometer로 측정하였다. 

 

유세포분석(Flow cytometry) 

부착 정량에서 기술한 방법으로 세포를 수집한 후 세

포 부유액을 500×g에서 10분간 원심 분리하고 0.5% 

BSA를 함유한 DMEM/F12에 107 cells/mL의 농도로 

재부유시킨 후 500 μL의 세포 부유액을 LM609(10 

μg/mL), P1F5(10 μg/mL), JBS5(10 μg/mL)와 4℃

에서 1시간 반응시켰다. 차가운 PBS로 세포를 3회 세

척한 후 FITC-conjugated goat anti-mouse IgG와 

4℃에서 30분간 배양하였다. 다시 차가운 PBS로 세포

를 3회 세척한 후 PBS 500 μL에 세포를 재부유시켰다. 

유세포분석에는 FACScan instrument(BD Bioscien-
ces, San Jose, CA, USA)와 CellQuest software pro-
gram(ver 1.2)을 사용하였다. 단세포군 항체와 반응시

키지 않은 세포를 음성 대조군으로 하였다. 세포 표면에 

존재하는 integrin의 수를 비교하기 위해 평균 형광량

(mean fluorescent intensity)을 사용하였다. 

 

통계 분석 

모든 통계 값은 평균±표준오차로 표시하였다. 다양

한 농도의 ADP와 ATP에 의해서 자극된 HASMC의 
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prothrombin 부착을 휴지 상태의 부착과 비교하고 ADP

와 ATP의 HASMC 증식 효과와 단세포군 항체의 증식 

억제 효과를 비교하기 위해서 ANOVA와 Scheffe’s 

test를 시행하였다. p값이 0.05 미만인 경우 통계적 유

의성을 인정하였다. 

 

결     과 
 

ADP 자극 후 prothrombin 혹은 골타액단백에 부착된 혈관

평활근세포 

ADP나 ATP 농도가 증가할수록 prothrombin에 부

착되는 HASMC이 점차 증가하여 100 μM에서 최대치

에 도달하였다(Fig. 1). 또한 골타액단백에 부착되는 

HASMC도 ADP와 ATP의 농도에 비례하여 증가하였

다(Fig. 2). 

 

ADP 자극 후 HASMC의 증식 증가 

ADP의 농도에 비례해서 MTT assay로 측정한 생존

세포가 점차 증가하여 1000 μM에서 최대치에 도달하

였다(Fig. 3A). ATP로 자극했을 때도 농도가 증가할수 
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Fig. 1. ADP and ATP increased adhesion of human aortic
smooth muscle cells to prothrombin in a dose-depend-
ent manner. PMA-induced adhesion to prothrombin at
the concentration of 200 nM was assigned a value of
100% and increases in %adhesion were calculated. The
data shown are means and SEM. *：p<0.05 vs no stimu-
lated cells, ADP：adenosine diphosphate, ATP：adeno-
sine triphosphate. 
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Fig. 2. ADP and ATP increased adhesion of human aortic
smooth muscle cells to bone sialoprotein in a dose-de-
pendent manner. ADP- or ATP-induced adhesion to bone
sialoprotein at the concentration of 100 μM was assig-
ned a value of 100% and increases in %adhesion were
calculated. The data shown are means and SEM of tripli-
cates in one experiment and are representative of three
separate experiments. 
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Fig. 3. MTT assay of ADP-stimulated proliferation of human
aortic smooth muscle cells. ADP (A) and ATP (B) increa-
sed the proliferation in a dose-dependent manner. The
value of no stimulated cells was subtracted and the
proliferation by 10% FBS was assigned a value of 100%.
The data shown are means and SEM in one experiment
and are representative of three separate experiments.
*：p<0.05 vs no stimulated cells. 
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록 생존세포수가 점차 증가하였으나 100 μM에서 최대

치에 도달한 후 1000 μM에서는 감소하여 ATP로 자

극하지 않은 세포와 차이가 없었다(Fig. 3B). Trypan 

blue로 염색한 증식 세포수의 측정에서 ADP 100 μM

을 첨가했을 때 약 3배, ATP 100 μM을 첨가했을 때 

약 2.4배의 세포 증식 효과가 있었다(Fig. 4). 

 

HASMC에 분포하는 integrin의 종류 

HASMC의 유세포분석에서 integrin α5β1(평균 형광

량 149)이 가장 많이 존재하였고, integrin αvβ3(평균 

형광량 27)가 가장 적었다. Integrin αvβ5(평균 형광량 

57)도 상당수 분포되어 있었다(Fig. 5). 

 

ADP에 의해서 활성화되는 integrin 

HASMC에서 ADP에 의해서 활성화되는 integrin을 

알아보기 위해서 세포를 integrin에 대한 차단항체로 처

리한 후 prothrombin과 골타액단백에 대한 부착을 정량 
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하였다. ADP 100 μM로 자극된 HASMC의 prothrom-
bin에 대한 부착은 integrin β3에 대한 차단항체인 c7E3

에 의해서 억제되지 않았으며, integrin αvβ3에 대해서 

c7E3보다 더 특이적인 차단항체인 LM609(20 μg/mL)

에 의해서 30% 억제되었다(Fig. 6). 그러나 리간드의 

RGD 연쇄를 인식하는 integrin을 비특이적으로 차단하

는 cRGD(10 μM)에 의해서 97% 억제되어서 integrin 

αvβ3 이외의 다른 integrin이 HASMC의 prothrombin 

부착에 관여한다는 것을 시사하였다. Integrin αvβ5에 대

한 차단 항체인 P5H9으로 처리한 후에는 92% 억제되

어(Fig. 6, 7), 자극된 HASMC의 pro-thrombin 부착에 

integrin αvβ5가 주된 역할을 하였다. HASMC의 골타

액단백에 대한 부착은 prothrombin에 대한 부착과 다

른 양상을 보였다. ADP 100 μM로 자극된 HASMC의 

골타액단백에 대한 부착은 c7E3에 의해서 억제되지 않

았으며, P5H9에 의해서 46% 억제되었다(Fig. 6). 그러

나 cRGD(10 μM)에 의해서 93% 억제되어, integrin 

αvβ3와 αvβ5 이외의 또 다른 integrin이 HASMC의 골

타액단백 부착에 관여함을 암시하였다. 실험에 사용된 

혈관평활근세포에 있는 integrin α5β1의 역할을 알아보

기 위해서 integrin α5β1에 대한 차단항체인 JBS5 사

용하였다. JBS5(15 μg/mL)로 처리 후 HASMC의 골

타액단백 부착이 75% 억제되었다(Fig. 6, 8). 

 

ADP에 의한 HASMC의 증식에 관여하는 integrin 

ADP에 의한 HASMC의 증식에 관여하는 integrin을 

연구하기 위해서 ADP와 ATP로 자극한 HASMC에 각

각의 integrin에 대한 차단항체를 첨가하여 배양하고 MTT 

assay로 생존세포를 정량하였다. ADP와 ATP 100 μM

을 첨가하여 배양한 HASMC의 증식은 c7E3 (40 μg/ 

mL)에 의해서 각각 39%와 33% 감소되었고(p<0.05), 

LM609(20 μg/mL)에 의해서는 각각 26%와 20% 감

소되었다(p<0.05)(Fig. 9A). 10% FBS에 의한 HASMC

의 증식은 c7E3와 LM609에 의해서 각각 9%와 12% 

감소되었으나 통계적인 유의성은 없었다. 그러나 integrin 

αvβ5에 대한 차단 항체인 P1F5(20 μg/mL)나 integ-
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rin α5β1에 대한 차단항체인 JBS5(15 μg/mL)에 의해

서는 ADP와 ATP에 의한 HAS-MC의 증식이 억제되

지 않았고 오히려 JBS5에 의해서 ADP 100 μM에 의

한 HASMC의 증식이 증가하였다(p<0.05)(Table 1). 

ADP나 ATP 100 μM을 첨가하여 배양한 세포의 MTT 

assay 측정치에서 0.1% FBS만 첨가된 배지로 배양한 

세포의 측정치를 빼고 계산하였을 때 c7E3는 ADP와 

ATP에 의한 증식을 각각 98%와 94% 억제하였고 LM 

609은 각각 93%와 64% 억제하였다(Table 1)(Fig. 9B). 

 

고     찰 
 

이 연구에서 ADP가 사람 혈관평활근세포에 분포하는 

integrin αvβ3, αvβ5, α5β1 등을 활성화시켰으며 혈관평

활근세포의 prothrombin과 골타액단백 부착을 매개하

였다. 그러나 혈관평활근세포의 증식에는 integrin αvβ3

만이 관여하였다. 

Integrin은 세포부착분자(cell adhesion molecule)의 

일종으로, 1987년 세포의 이동과 부착을 매개하기 위해

서 세포내 골격과 세포외기질을 통합하는(integrate) 구
조적, 면역화학적, 기능적으로 연관된 세포표면의 이형이

중체(heterodimer)를 기술하기 위해서 integrin이란 용

어가 처음 사용되었다.14) 현재까지 17개의 α 소단위와 

8개의 β 소단위가 밝혀졌으며, 이 두 개의 소단위가 비

공유 결합하여 20여개의 integrin을 형성한다.15-17) In-
tegrin이 인식하는 리간드의 아미노산 연쇄 중 대표적인 

것이 L-arginyl-L-glycyl-L-aspartate(RGD) 연쇄

이다. Integrin α3β1, α5β1, α8β1, αvβ1, αvβ3, αvβ5, αvβ6, 

αIIbβ3 등이 리간드의 RGD 연쇄를 인식하며, RGD 연쇄

는 adenovirus penton base protein, collagen, decor-
sin, disintegrins, fibronectin, prothrombin, tenacin, 

thrombospondin, vitronectin, von Willebrand factor, 

골타액단백, 섬유소원 등에서 발견된다.18) 

Integrin의 중요한 특징 중 하나는 그것이 활성화 혹은 

휴지 상태로 존재한다는 것이다.15) Integrin의 활성화 

상태를 판단하기 위해서는 휴지 상태의 integrin보다 활

성화된 integrin에 대한 친화력이 훨씬 큰 활성화 의존 

리간드를 사용한다. Prothrombin과 골타액단백은 휴지 
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Fig. 8. ADP-stimulated adhesion of human aortic smooth muscle cells (HASMC) to bone sialoprotein. It was partially
inhibited by P5H9 or JBS5. ADP(adenosine diphosphate) activated HASMC to increase the adhesion (A), which was
nearly completely inhibited by cRGD (B). Integrin αvβ5 (C) and α5β1 (D) were responsible for that adhesion. Original
magnification ×200. 
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상태보다 활성화된 integrin αvβ3에 대한 결합이 급격히 

증가하는 활성화 의존 리간드로 알려져 있다.4)19) Prothr-
ombin은 혈액의 응고 인자로 작용할 뿐만 아니라 손상

을 받은 혈관벽에서 관찰되고 혈관평활근세포에 의해서

도 합성된다.20)21) 따라서 prothrombin이 혈관내피손상 

후 혈관평활근세포의 이동과 증식에 관여하는 integrin

의 리간드로 작용할 수 있기 때문에 이 연구에서 리간드

로 선택하였다. 또한 골타액단백은 조골세포(osteobl-
ast)와 파골세포(osteoclast)에서 합성되는 산성 당단백

으로서 integrin αvβ3뿐만 아니라 integrin αvβ5와도 결

합하므로 이러한 integrin의 특성을 연구하기 위한 리간

드로 선택하였다. 

이 연구에서 우선 ADP와 ATP가 HASMC에 있는 

integrin을 활성화시킬 수 있는가를 알아보았는데, ADP

와 ATP는 투여한 농도에 비례하여 HASMC의 표면에 

있는 integrin의 활성을 증가시켰고 prothrombin과 골

타액단백에 대한 HASMC의 부착을 증가시켰다. 다음 

단계로 ADP와 ATP가 HASMC의 증식을 증가시킬 수 

있는가를 조사하였는데 ADP와 ATP는 투여한 농도에 

비례하여 HASMC의 증식을 증가시켜서 기존의 보고와 

일치하였다.11)12) 

ADP는 혈관평활근세포에 있는 integrin αvβ3를 활

성화시킬 수 있다고 알려져 있는데 integrin αvβ3 이외

의 다른 integrin도 ADP에 의해서 활성도가 증가할 수 

있다. 이 연구에 사용한 HASMC에는 integrin αvβ3 보

다 integrin α5β1과 αvβ5가 더 많이 존재하였다. HAS-
MC과 prothrombin, 혹은 HASMC과 골타액단백의 결

합을 매개하는 integrin을 알아 보기 위해서 각각의 in-
tegrin에 결합하는 단세포군 차단항체를 사용하였다. 

c7E3(ReoPro)는 integrin β3에 대한 차단항체로 

현재 임상에서 사용되고 있으며 사람 혈관세포에 있는 

integrin αvβ3의 기능을 연구하기 위해서 흔히 사용된

다.4)19)22-24) 혈관손상 후 증식된 신내막(neointima)에 

있는 평활근세포에서 integrin β3의 발현이 증가하며 

integrin β3가 혈관평활근세포의 증식에 중요한 역할을 

하고,25) c7E3로 integrin αvβ3를 차단하면 혈관평활

근세포의 이동과 부착을 차단할 수 있다고 보고되었

다.22-24) 그러나 이 연구에서 c7E3는 HASMC의 부착

에 영향을 미치지 못하였다. Integrin αvβ3에 대해서 더 

특이적인 차단항체인 LM609으로 처리하였을 때는 pro-
thrombin에 대한 부착을 30% 억제하였다. 그러나 cRGD

에 의해서는 HASMC의 부착이 거의 다 차단되었으므로 

리간드의 RGD 연쇄를 인식하는 다른 integrin이 HA-
SMC 부착을 매개하였을 가능성에 대해서 연구하였다. 
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Integrin αvβ5는 integrin αvβ3와 αv-소단위를 공유

하고 있으며, 혈관평활근세포와 죽상경화반에서 발견된

다.10) Integrin αvβ5에 대한 차단항체인 P5H9을 사용

하였을 때 HASMC의 prothrombin 부착이 거의 다 억

제되었고, 골타액단백 부착을 46% 억제하였다. 즉 ADP

는 HASMC의 integrin αvβ5를 활성화시켰고, prothr-
ombin과 골타액단백은 integrin αvβ5에 대한 활성화 의

존 리간드였다. 그러나 HASMC의 골타액단백 부착에 대

해서 P5H9는 부분적인 억제 효과가 있는 반면에 cRGD

는 거의 완전히 억제하여, 또 다른 종류의 integrin이 

HASMC의 골타액단백 부착에 관여함을 알 수 있었다. 

Integrin α5β1은 혈관손상 후 신내막에 있는 평활근세

포에 발견되며,8) 수축성 혈관재구도(constrictive vas-
cular remodeling)에 관여하고,26) integrin α5β1에 의

해서 매개된 fibronectin matrix assembly가 혈관평활

근세포의 증식에 중요하다고 보고되었다.27) 또한 혈관

평활근세포가 섬유소로 이동하는 것을 억제하기 위해서

는 integrin αvβ3뿐만 아니라 integrin α5β1도 동시에 

차단해야 한다.28) 이 연구에서 integrin α5β1에 대한 차

단 항체인 JBS5는 HASMC의 prothrombin에 대한 부

착을 억제하지 않았지만(자료 제시 안함), 골타액단백

에 대한 부착을 75% 억제하였다. 즉 ADP는 integrin 

α5β1을 활성화시켰으며, 골타액단백은 integrin α5β1의 

활성화 의존 리간드로 작용하였다. 그러나 P5H9과 JBS5 

중 어느 것도 HASMC의 골타액부착을 완전히 차단하

지 못하였으므로 또 다른 integrin의 관련 가능성은 남

아있다. 

ADP와 ATP가 HASMC에 있는 integrin αvβ3, αvβ5, 

α5β1을 활성화시킬 수 있지만 이 중 integrin αvβ3만이 

혈관평활근세포의 증식을 매개하였다. c7E3는 ADP에 

의한 HASMC의 증식을 약 40% 감소시켰다. 촉진제로 

자극하지 않은 HASMC의 증식을 빼면 ADP에 의해서 

증가된 HASMC의 증식을 c7E3로 거의 다 억제할 수 있

었다. ATP에 의해서 증가된 HASMC의 증식도 c7E3

에 의해서 거의 다 차단되었으나 10% FBS에 의한 HA-
SMC의 증식에는 영향을 주지 않았다. Integrin αvβ3에 

대해서 더 특이적인 차단 항체인 LM609으로 처리했을 

때도 유사한 결과를 얻었다. 기대와는 달리 integrin αvβ5

에 대한 차단 항체인 P1F5와 integrin α5β1에 대한 차

단 항체인 JBS5는 HASMC의 증식을 억제하지 못하

였다. 즉 integrin αvβ3가 ADP와 ATP에 의한 사람 혈

관평활근 세포의 증식을 매개하는 주된 integrin이었으

며 integrin αvβ5와 α5β1은 여기에 관여하지 않았다. 이

상의 결과는 사람 혈관평활근세포에 있는 각각의 inte-
grin이 담당하는 역할이 다르다는 것을 시사한다. Inte-
grin αvβ3는 혈관 평활근 세포의 증식을, integrin αvβ5

와 α5β1은 혈관평활근세포의 부착을 담당하는 것으로 생

각된다. 

이 연구의 결과를 임상에 적용한다면 관동맥풍선성형

술 후 발생하는 재협착의 문제를 c7E3가 해결할 것으로 

기대할 수 있으나 대규모 환자를 대상으로 한 연구의 결

과는 그렇지 못하였다.29) 이것은 혈관내피손상 후 발생

하는 혈관평활근세포의 이동과 증식에 integrin αvβ3 

이외에 다양한 인자들이 관여하고 있기 때문이다. 또한 

관동맥풍선성형술에 의한 혈관 내피 손상 후 혈관평활

근 세포에 존재하는 여러 integrin이 담당하는 역할이 

각각 다를 수 있기 때문에 동물 생체 실험에서 각각의 

integrin의 역할이 더 명확히 밝혀져야 하며 이러한 in-
tegrin을 모두 차단할 수 있는 약제의 개발이 필요하다. 

 

Table 1. Inhibition of stimulated proliferation of human aortic smooth muscle cells by blocking monoclonal antibodies
to integrins 

 10% FBS ADP 100 μM  ATP 100 μM

No antagonist 100±06% 100±06%*  100±08%* 
c7E3 (40 μg/mL) 091±13% 002±03%*  006±09%* 
LM609 (20 μg/mL) 081±14% 007±10%*  036±08%* 
P1F5 (20 μg/mL) 090±08% 112±19%*  081±08%* 
JBS5 (15 μg/mL) 115±08% 398±08%*  152±59%* 
The data shown are means and SEM in one experiment and are representative of three separate experiments. *：
p<0.05 vs no antagonist, FBS：fetal bovine serum, ADP：adenosine diphosphate, ATP：adenosine triphosphate,
c7E3：a blocking monoclonal antibody to integrin β3, LM609：a blocking monoclonal antibody to integrin αvβ3,
P1F5：a blocking monoclonal antibody to integrin αvβ5, JBS5：a blocking monoclonal antibody to integrin α5β1 
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배경 및 목적： 

혈소판에서 분비되는 adenosine diphosphate(ADP)

는 혈관평활근세포에 있는 integrin을 활성화시켜서 혈

관평활근세포의 부착과 증식을 유발할 수 있다. 이 연구

에서는 ADP에 의해서 자극된 혈관평활근세포의 부착과 

증식을 매개하는 integrin의 종류를 구명하고자 하였다. 

방  법： 

Prothrombin과 골타액단백(bone sialoprotein)을 활

성화 의존 리간드로 사용하였다. ADP로 자극된 사람 대

동맥평활근세포(human aortic smooth muscle cell：

HASMC)의 부착을 리간드가 덮혀져 있는 24-well 

plate를 사용하여 정량하였다. HASMC의 증식은 3-

[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazo-
lium bromide(MTT) assay를 사용하여 측정하였다. 

결  과： 

ADP는 농도에 비례해서 HASMC의 prothrombin 혹

은 골타액단백 부착과 HASMC의 증식을 증가시켰다. 

ADP로 자극된 HASMC의 prothrombin에 대한 부착은 

integrin αvβ3에 대한 차단항체인 LM609에 의해서 

30% 억제되었으나 Integrin αvβ5에 대한 차단 항체인 

P5H9으로 처리한 후에는 92% 억제되어서 HASMC의 

prothrombin 부착에 integrin αvβ5가 주된 역할을 하였

다. ADP로 자극된 HASMC의 골타액단백에 대한 부착

은 integrin β3에 대한 차단항체인 c7E3에 의해서 영향

을 받지 않았으나 P5H9에 의해서 46% 억제되었고 in-
tegrin α5β1에 대한 차단항체인 JBS5로 처리 후 HASMC

의 골타액단백 부착이 75% 억제되어서 integrin αvβ5

와 α5β1이 HASMC의 골타액단백 부착을 매개하였다. 

ADP를 첨가하여 배양한 HASMC의 증식은 c7E3와 

LM609에 의해서 각각 98%와 93% 억제되었으나 JBS5

와 integrin αvβ5에 대한 차단 항체인 P1F5는 ADP에 

의한 HASMC의 증식에 영향을 주지 않아서 integrin 

αvβ3만이 ADP에 의한 HASMC의 증식에 관여하였다. 

결  론： 

ADP에 의해서 활성화될 수 있는 혈관평활근세포의 

integrin 중에서 integrin αvβ5와 α5β1은 주로 혈관평활

근세포의 부착을, integrin αvβ3은 혈관평활근세포의 증

식을 담당하였다. 
 

중심 단어：Integrins；Adenosine diphosphate；혈관

평활근세포；부착. 
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