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= 증례보고 =

갑상선안병증 환자의 일차배양한 안와섬유모세포에 

대한 알파-토코트리에놀의 항섬유화 효과

김숙진⋅강행구⋅강성모

인하대학교 의과대학 안과학교실

목적: 갑상선 안병증 환자의 일차배양한 안와 섬유모세포에 대한 알파-토코트리에놀(α-tocotrienol)의 세포증식 억제 및 항섬유화 효과
를 확인하고자 한다.
대상과 방법: 갑상선 안병증 환자 5안과 정상 환자 5안의 안와 지방조직을 채취하여 배양한 안와 섬유모세포를 각각 대조군, 알파-토코
트리에놀군, 알파-토코페롤(α-tocopherol)군으로 분류하여 MTT assay로 세포 독성, Click-iTTM Assay로 세포 증식을 측정하였다. 갑상
선 안병증 환자의 안와 섬유모세포를 대조군과 알파-토코트리에놀 처리군에서 hydroxyproline assay로 콜라겐 생성을 비교하였다.
결과: 알파-토코트리에놀과 알파-토코페롤은 갑상선 안병증 및 정상환자의 세포에서 150 μm에 이를 때까지 세포 독성을 나타내지 
않았고, 80 μm과 120 μm 농도의 알파-토코트리에놀은 세포 증식을 억제하였다. 갑상선 안병증 환자의 세포에서 120 μm 농도의 알파
-토코트리에놀은 콜라겐 생성을 억제하였다.
결론: 세포 독성을 일으키지 않는 농도의 알파-토코트리에놀은 갑상선 안병증 환자의 안와 섬유모세포에서 세포 증식 억제 및 항섬유
화 효과를 나타내었다.
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갑상선 안병증은 자가면역에 의한 다양한 염증세포가 외

안근과 안와조직에 침윤되거나 히알루론산이 안와지방 조

직 내와 외안근 근섬유 사이에 축적되어 다양한 임상양상

을 보이는 질환이다.1-3
 경미한 증상만 보이는 경우도 있으

나 일부에서는 심한 결막 부종, 눈꺼풀 후퇴, 외안근 비대와 

그로 인한 복시, 사시, 안구 돌출이 발생할 수 있으며, 압박 

시신경병증으로 인한 시력 저하를 초래할 수도 있다. 갑상

선 안병증의 증상 및 징후는 제한된 안와 공간 내에서 외안

근, 안와 지방조직이 비대되면서 안구 조직이 압박을 받아 

발생한다.
갑상선 안병증의 원인으로 유전적 요인, 면역학적 요인, 

호르몬, 스트레스, 흡연, 감염 등 많은 원인 인자들이 연구

되어 왔다.4-8
 하지만 이러한 연구에도 불구하고 갑상선 안

병증의 정확한 병태생리는 아직 밝혀지지 않고 있는 실정

이다.  하지만 일반적으로 갑상선 안병증은 안와 내 자가면

역질환의 일종으로 여겨지고 있으며 안와 내 다양한 세포

에 존재하는 TSH (thyroid stimulating hormone) 수용체

(TSH-R)와 여기에 작용하는 TSH 수용체 자극항체(TSH- 

receptor stimulating antibody)가 중추적인 역할을 하고 

있다고 알려져 있다.9 활동성 갑상선 안병증의 경우 T 세
포, 대식세포, 비만세포, B 세포, 형질세포 등의 염증 세포

가 외안근과 안와조직에 침윤되어 있는 것이 특징인데, 이
러한 염증 세포는 사이토카인 및 성장인자(growth factor)
를 분비하며 그 영향으로 안와 섬유모세포에서 히알루론산

(hyaluronic acid) 등 세포 외 기질이 다량으로 생성되어 외

안근과 안와 조직의 부종을 유발한다.10-12

인체 내의 결체조직에 광범위하게 분포되어 있는 섬유모

세포는, 이전에는 비활동성이며 세포외 기질을 분비하는 구

조적 기능만을 가지는 세포로 생각되었다. 그러나 여러 연

구들로부터 섬유모세포는 여러 가지 분자 수준의 신호에 

반응하고 또한 이를 생성하여 염증과 연관한 골수 기원 세

포들의 기능을 조절할 수 있는 능력이 있는 세포임이 보고

되어,13-17
 현재는 질병의 병태생리학적 기전에서의 그 중심 

역할에 대한 관심이 증가되고 있다. 안와 섬유모세포는 다

른 부위와 마찬가지로 안와 내 결체조직에 풍부하게 분포

되어 있으며 구조적 역할을 담당하는 세포로 알려져 있다. 
그러나 여러 보고들에 의하면 안와 섬유모세포는 다른 부

위의 섬유모세포와는 다른 특성을 보여, 염증전 신호에 대
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해서 과도한 반응을 나타내고, 지방세포로 분화할 수 있는 

특성이 있다.18
 이러한 안와 섬유모세포가 갑상선 안병증의 

병리에서 중심적 역할을 하는 것으로 알려졌다.13,16,19,20

안와 섬유모세포의 증식 억제 및 섬유화 억제는 갑상선 

안병증에서의 새로운 치료 방안의 모색 중의 하나로 이 증

식 억제 및 섬유화 억제 등에 관해 Imatinib Mesylate, 
AMN107, Quercetin 등 여러 약물의 in vitro 연구가 이루

어지고 있다.13,21-22

비타민 E는 항산화 효과 외에도, 신경보호, 항혈전, 항염

증, 지질저하, 항동맥경화, 항종양성의 효과를 가지고 있다

고 알려져 있다.23-44
 이러한 기전은 여러 가지 세포내 신호 

전달 경로를 통해 이루어진다고 생각되고 있다.32-34
 비타민 

E의 다양한 종류 중, 알파-토코페롤(α-tocopherol), 알파

-토코페릴 아세테이트(α-tocopheryl acetate) 그리고 알

파-토코페릴 썩시네이트(α-tocopheryl succinate), 알파

-토코트리에놀(α-tocotrienol)에는 세포 증식 억제 효과

와 항섬유화 효과가 있다고 알려져 있다.안과 영역에서는 

이러한 비타민 E가 세포 실험과 동물 실험에서 녹내장 여

과 수술이나 증식유리체망막병증의 치료에 관해 많은 연구

가 있어 테논낭 섬유아세포나 망막색소상피세포의 증식을 

억제한다고 알려져 있다.35-44
 그러므로 이러한 비타민 E의 

세포 증식 억제 및 항섬유화 효과를 예상하여 볼 수 있으나, 
안와 섬유모세포에서는 연구된 바가 없다. 이에 저자들은 

이 중, 최근에 연구되어 다른 안과 영역에서 세포 증식 억

제 효과와 항섬유화 효과가 있다고 알려진 알파-토코페롤 

및 알파-토코트리에놀이 갑상선 안병증 환자에서 일차배

양한 안와 섬유모세포의 증식 및 항섬유화 효과를 확인하

고자 하였다.

대상과 방법

환자 및 정상안의 지방 조직 채취

2010년 3월부터 5월까지 인하대학교병원 안과 및 신촌세

브란스병원 안과에서 안와 감압술을 시행한 갑상선 안병증 

환자 5명(5안)을 대상으로 환자 동의를 얻은 후 지방 조직을 

채취하고, 2010년 2월부터 4월까지 인하대학교병원 안과에

서 눈꺼풀 수술을 시행한 갑상선 안병증을 가지고 있지 않은 

정상 환자 5명(5안)의 눈꺼풀 아래 지방 조직을 채취하였다.

안와 섬유모세포의 배양

채취된 지방조직을 잘게 절단 후 37℃에서 Type II col-
lagenase (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)에 60분간 처리

하여 전구지방세포(preadipocyte)를 얻었다. 이것을 

Hank’s balanced salt solution (HBSS, Sigma Aldrich)으
로 2-3회 세척 후 37℃, 5% CO2가 공급되는 배양기에서 

배양하였다. 배양액은 10% Fetal bovine serum (FBS, 
Sigma Aldrich)과 penicillin (10,000 U/ml), streptomycin 
(10 mg/ml)을 포함한 항생제를 함유한 media 199 (Sigma 
Aldrich)를 이용하였다. 섬유모세포가 배양 접시 표면을 덮

으면 trypsin (0.25%)/EDTA (0.1%) (Sigma Aldrich)
로 처리한 후 계대 배양을 하였다. 실험에는 3-6번째 계

대 배양한 세포들이 사용되었으며, 배양액은 3일마다 새

로 교환하였다.

알파-토코트리에놀, 알파-토코페롤 처치

계대 배양한 4~5×105의 섬유모세포를 25T flask (Bio-Tek, 
MA, USA)에서 10% FBS, 1% penicillin (10,000 U/ml)/ 
streptomycin (10 mg/ml)이 함유된 media 199에 심은 후

(seeding) 하루 뒤 다시 1% FBS, 1% penicillin (10,000 
U/ml)/streptomycin (10 mg/ml)이 함유된 media 199에 

하루 기아상태에서 배양(starvation) 후 다음과 같이 처치

하였다. 알파-토코트리에놀과 알파-토코페롤은 무수에탄

올로 처리한 후 빛 차단 상태에서 4°C에서 보관하였다.
(1) 1군(대조군, 아무것도 처리하지 않은 군, 10안): 갑

상선 안병증 환자 5안과 정상 환자 5안의 안와 섬유모세포

를 1% FBS만 넣은 media 199에 24시간 처치하였다.
(2) 2군(알파-토코트리에놀 처리군, 10안): 갑상선 안

병증 환자 5안과 정상 환자 5안의 안와 섬유모세포를 알파

-토코트리에놀(α-tocotrienol, RRR-α-tocotrienol, Kuala 

Lumpur, Malaysia)과 1% FBS가 들어있는 media 199에 

24시간 처치하였다(Fig. 1).
(3) 3군(알파-토코페롤 처리군, 10안): 갑상선 안병증 

환자 5안과 정상 환자 5안의 안와 섬유모세포를 알파-토

코페롤(α-tocopherol, RRR-α-tocopherol, Duesseldorf, 
Germany)과 1% FBS가 들어있는 media 199에 24시간 처

치하였다.

세포 독성의 측정

갑상선 안병증 환자 및 정상 환자의 안와 섬유모세포에

서 대조군, 20,40,60,80,100,120,150 μm의 알파-토코트

리에놀, 20,40,60,80,100,120,150 μm의 알파-토코페롤 

처치 후, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide (MTT; Sigma-Aldrich) Assay를 이

용하여 안와 섬유모세포의 세포 독성을 비교하였다. 24 
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A B

Figure 1. Effect of α-tocotrienol on the viability of orbital fibroblast from TAO (Thyroid associated ophthalmopathy) patients and 
normal patients. (A) The viability of orbital fibroblasts from TAO patients was not affected by 48 hour incubation with α-tocotrienol 
concentrations of up to 150 μm. (B) The viability of orbital fibroblasts from normal patients was not affected by 48 hour incubation 
with α-tocotrienol concentrations of up to 150 μm. The cell viability was determined using MTT assay. Results are expressed as 
mean ± SD in relative OD units (compared with controls). The experiment was performed 3 times independently.

well microplate (Falcon, Lincoln Park, NJ, USA)에 안와 

섬유모세포를 1×105로 희석시켰다. 그리고 48시간 배양 

후에 phosphate buffered saline (PBS)를 10 ml를 넣고 2
일간 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 모든 well에 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazo-
lium bromide (MTT) 용액(5 mg/ml PBS, Sigma, St 
Louis, USA) 50 ml를 가해주고 다시 37℃, 5% CO2에서 

4시간 더 배양하여 MTT가 환원되도록 하였다. 각 well에
서 media를 버린 다음 DMSO (Sigma, USA)를 200 ml씩 

넣고 10분 동안 흔들어서 생성된 MTT formazan 결정을 

녹여서 microplate reader (Bio-Tek, Cambridge, MA, 
USA)를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 

독성의 정도는 대조군과 처리군의 흡광도의 차이를 상대적 

비율로 나타내었다.

세포 증식의 측정

갑상선 안병증 환자 및 정상 환자의 안와 섬유모세포에

서 대조군, 40, 80, 120 μm의 알파-토코트리에놀, 40, 80, 120 
μm의 알파-토코페롤 처치 후, 2일 증식 이후, Click-iTTM

 

Assay (Invitrogen, Carlsbad, California)를 이용하여 각 

군에서 안와 섬유모세포의 증식을 비교하였다. Click-iTTM
 

EdU Alexa Fluor®
 488 Flow Cytometry Assay는 티미딘

(thymidine) 유사체인 5-ethynyl-2'-deoxyuridine (EdU)
을 새로 합성된 DNA에 접합시킨 후 azide dye를 이용하여 

이를 인식하여 세포의 증식을 측정하는 방법으로 배양된 

세포에 EdU를 첨가 후 flow cytometry를 이용하여 분석한

다. 10 μm의 EdU를 첨가한 후 37℃에서 2일간 처리한 후 

trypsin (0.25%)/EDTA (0.1%)를 사용하여 세포를 추출

하고 1% Bovine serum albumin (BSA, Sigma Aldrich)/ 
Phosphate buggered saline (PBS, Gibco BRL, NY, USA)
를 이용하여 세척하였다. 이 중 100 ml를 채취하여 paraf-
ormaldehyde (fixative)를 첨가 후 15분간 실온에서 두고 

다시 세척 후 Triton X-100 용액에 넣어 빛이 닿지 않게 

실온에서 30분간 처리하였다. 이렇게 고정된 세포에 

Click-itTM
 reaction mixture (azide dye, CuSO4, reaction 

buffer)를 넣고 실온에서 30분간 반응시킨 후 1% BSA in 
PBS로 세척하고 Facscalibur flow cytometer (Bector 
Dickinson, San Jose, CA)를 이용하여 세포 증식 정도를 

평가하였다. 각각의 군에 대해 300 particles/초의 속도로 

30,000개의 세포를 측정하였다.

콜라겐(collagen) 생성의 측정

갑상선 안병증 환자의 안와 섬유모세포에서 대조군, 40,80,120 
μm의 알파-토코트리에놀 처치 후, Hydroxyproline assay 
(Nanjing Jiancheng Biochemical Institute, Nanjing City, 
P.R. China)를 이용하여 총 콜라겐 생성을 측정하였다. Six 
well microplate (Falcon, Lincoln Park, NJ, U.S.A.)에 안

와 섬유모세포를 1×106 cells/well로 희석시키고 48시간 

배양하였다. 알파-토코트리에놀을 처리 후 48시간 배양한 

후, hydroxyproline level을 측정하여 상대적 비율로 나타

내었다.

결과 분석 및 통계 처리

실험 결과는 3회 이상의 독립된 실험 후 평균 ± 표준편

차의 형태로 표시하였다. 통계분석은 SPSS version 14.0 
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A B

Figure 2. Effect of α-tocopherol on the viability of orbital fibroblast from TAO patients and normal patients. (A) The viability of or-
bital fibroblasts from TAO patients was not affected by 48 hour incubation with α-tocopherol concentrations of up to 150 μm. (B) 
The viability of orbital fibroblasts from normal patients was not affected by 48 hour incubation with α-tocopherol concentrations of 
up to 150 μm. The cell viability was determined using MTT assay. Results are expressed as mean ± SD in relative OD units 
(compared with controls). The experiment was performed 3 times independently. 

(SPSS, Inc., IL, USA)의 Mann-Whitney 검정을 이용하

여 각 군별로 유의한 차이가 있는지 비교하였다. p＜0.05인 

경우 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다. 안와 섬유모세

포의 증식은 Facscalibur flow cytometer의 결과 그래프에

서 전체 세포에 대한 EdU 처리 후 새로 증식된 세포(우측 

M2, M3 영역)의 비율(%)을 대조군과 비교하였다.

결 과

세포 독성의 측정

MTT assay를 통하여 안와 섬유모세포의 세포 독성을 

측정하였다. 알파-토코트리에놀을 처리하였을 시 갑상선 

안병증 환자 및 정상 환자의 안와 섬유모세포에서 48시간 

배양하였을 때 150 μm에 이를 때까지 세포 생존율에 영향

을 미치지 않았다(Fig. 1). 알파-토코페롤을 처리하였을 

시 갑상선 안병증 환자 및 정상 환자의 안와 섬유모세포에

서  48시간 배양하였을 때 150 μm에 이를 때까지 세포 생

존율에 영향을 미치지 않았다(Fig. 2). 

세포 증식의 측정

Click-iTTM
 Assay를 통하여 안와 섬유모세포의 증식을 

측정하였다. M2 영역은 증식된 전체 세포를 나타내고, M3 
영역은 증식된 세포 중 peak 부위를 반영한다. M2 영역 및 

M3영역으로 비교하였을 때 40 μm 농도의 알파-토코트리

에놀은 대조군과 비교하였을 때 갑상선 안병증 환자 및 정

상 환자의 안와섬유모세포의 증식에 영향을 미치지 않았다. 
M2 영역으로 비교해보았을 때, 80 μm과 120 μm 농도의 

알파-토코트리에놀은 대조군과 비교하였을 때 갑상선 안

병증 환자 및 정상 환자의 안와섬유모세포의 증식을 통계

학적으로 유의하게 억제하였다(p＜0.05). M3 영역 또한, 
80 μm과 120 μm 농도의 알파-토코트리에놀은 대조군과 

비교하였을 때 갑상선 안병증 환자 및 정상 환자의 안와섬

유모세포의 증식을 통계학적으로 유의하게 억제하였다(p
＜0.05) (Fig. 3, 4, 5). 

M2 및 M3 영역에서 40 μm, 80 μm 그리고 120 μm 농
도의 알파-토코페롤은 갑상선 안병증 환자 및 정상 환자의 

안와 섬유모세포의 증식에 영향을 주지 않았다(Fig. 6).

콜라겐 생성의 측정

Hydroxyproline assay를 이용하여 총 콜라겐 생성을 측

정하였다. 40 μm, 80 μm 농도의 알파-토코트리에놀은 갑

상선 안병증 환자의 안와 섬유모세포에서 대조군에 비교하

여 96.8 ± 5.5%, 88.8 ± 11.4%로 콜라겐 생성을 억제하

였으나 통계학적으로 유의하지 못하였다(p=0.233, p=0.059). 
120 μm 농도의 알파-토코트리에놀은 갑상선 안병증 환자

의 안와 섬유모세포에서 대조군에 비교하여 82.8 ± 2.28%
로 콜라겐 생성을 통계학적으로 유의하게 억제하였다

(p=0.005) (Fig. 7).

고 찰

갑상선 안병증은 그레이브스병 환자의 약 25-50%에서 

발생하며 3-5%는 심한 침윤성 안병증의 형태로 심한 통증

과 염증과 더불어 복시 및 시력 저하가 발생하게 된다.2 심
한 갑상선 안병증은 치료가 매우 어렵고, 어떤 치료를 해도 
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A B

C D

Figure 3. Effect of α-tocotrienol on the proliferation of orbital fibroblast from TAO patients and normal patients. M2 shows total 
newly proliferation cells and M3 shows peak of newly proliferated cells. (A) The total newly proliferation of orbital fibroblasts (M2) 
from TAO patients was inhibited with α-tocotrienol at 80 μm and 120 μm. (B) The total newly proliferation of orbital fibro-
blasts(M2) from normal patients was inhibited with α-tocotrienol at 80 μm and 120 μm. (C)The peak of newly proliferation of orbital 
fibroblasts(M3) from TAO patients was inhibited with α-tocotrienol at 80 μm and 120 μm. (D) The peak of newly proliferation of 
orbital fibroblasts(M3) from normal patients was inhibited with α-tocotrienol at 80 μm and 120 μm. The cell proliferation was de-
termined using Click-iTTM assay. Results are expressed as mean ± SD (compared with controls). The experiment was performed 
3 times independently. The asterisk (*) indicates a statistically significant difference within group (*p < 0.05).

A B

Figure 4. Effect of α-tocotrienol on the proliferation of orbital fibroblast from TAO patients. The proliferation of orbital fibroblasts 
from TAO patients was significantly inhibited with α-tocotrienol at 120 μm. (A) Orbital fibroblasts from TAO patients (control). (B) 
Orbital fibroblasts 2 days after 120 μm α-tocotrienol treatment from TAO patients.
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Figure 5. M2 shows total newly proliferation cells and M3 shows peak of newly proliferated cells. The total newly proliferation of 
orbital fibroblasts (M2) from TAO patients was inhibited with α-tocotrienol at 120 μm. The peak of newly proliferation of orbital 
fibroblasts (M3) from TAO patients was inhibited with α-tocotrienol at 120 μm. The cell proliferation was determined using 
Click-iTTM assay. (A) Result of Facscalibur flow cytometer in from TAO patients (control). (B) Result of Facscalibur flow cy-
tometer 2 days after 120 μm α-tocotrienol treatment from TAO patients.

A B

C D

Figure 6. Effect of α-tocopherol on the proliferation of orbital fibroblast from TAO patients and normal patients. M2 shows total 
newly proliferation cells and M3 shows peak of newly proliferated cells. Various dose of α-tocopherol was not affected on the pro-
liferation of orbital fibroblast from TAO patients and normal patients. The cell proliferation was determined using Click-iTTM assay. 
Results are expressed as mean ± SD (compared with controls). The experiment was performed three times independently. 

약 1/3은 치료가 만족스럽지 못하다. 진행 단계는 급성의 

염증기와 만성의 섬유화기로 진행되며, 염증기의 경우 비선

택적 면역억제제인 스테로이드가 현재 유일한 치료이나, 스
테로이드 치료에 반응이 없는 경우도 있으며 전신투여로 

M1M1
M2

M3 M3M2

FL1-EdU (FITC) FL1-EdU (FITC)
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Figure 7. Effect of α-tocotrienol on the collagen production of 
orbital fibroblast from TAO patients. The total collagen pro-
duction of orbital fibroblasts from TAO patients was inhibited 
with α-tocotrienol at 120 μm. The hydroxyproline level was 
determined using hydroxyproline assay. Results are expressed 
as mean ± SD (compared with controls). The experiment was 
performed 3 times independently. The asterisk (*) indicates a 
statistically significant difference within group (*p < 0.05).

인해 체중증가, 위궤양, 혈압이나 당뇨의 악화, 얼굴모양의 

변형, 쿠싱증후군, 골다공증, 감염의 위험 증가 등 부작용이 

생길 수 있다. 이에 갑상선 안병증의 치료에 대해 눈주위 

트리암시놀론 주사, 안와 감압술 등 국내외의 여러 치료에 

관한 보고가 있었다.45-49

갑상선 안병증은 병리기전이 매우 복합적이고 다양하기 

때문에 대부분의 병리적 경로를 차단하면서 부작용이 적은 

약물을 개발하는 것이 중요하다. 갑상샘자극호르몬 수용체

(thyroid stimulating hormone receptor, TSHR)와 인슐린

유사 성장인자-1 수용체(insulin-like growth factor-1 
receptor, IGF-1R)에 대한 자가항체가 안와 섬유모세포 

표면의 TSHR, IGF-1R에 작용하여 안와 섬유모세포를 활

성화시킨다는 사실은 잘 알려져 있다.30,50,51
 또 TNF-α, 

IFN-γ, IL-1β 등이 안와 섬유모세포에서 염증 반응에 필

요한 사이토카인 분비를 자극하며52,53
 안와 섬유모세포 자

체도 표면에 CD40을 발현하여 T 세포 표면의 CD154와의 

반응을 통해 세포 간 상호 작용을 증진시키는 역할을 한

다.13,16,19,20
 이처럼 갑상선 안병증에서의 안와 섬유모세포

의 역할이 중요하기 때문에 안와 섬유모세포에 영향을 주

는 여러 자극 요인들을 이해해야 보다 근본적인 치료법에 

접근할 수 있다.
이에 본 연구에서는 알파-토코트리에놀의 안와 섬유모

세포의 증식에 미치는 영향을 알아보기 위해 티미딘

(thymidine) 유사체인 EdU를 새로 합성된 DNA에 접합시

킨 후 azide dye를 이용하여 이를 인식하여 세포의 증식을 

측정하는 새로운 방법인 Click-iTTM Assay를 이용하였다. 또
한, 항섬유화 효과를 판단하기 위하여 hydroxyproline assay

를 통해 총 콜라겐 생성을 측정하였다.54-56
 Hydroxyproline은 

콜라겐 대사 시 안정화에 작용하며 콜라겐 대사의 지표로 사

용된다. 이러한 콜라겐을 포함하는 세포 외 기질(extracellular 
matrix) 물질의 과도한 축적으로 인해, 조직의 과성장, 반
흔으로 정의되는 섬유화는 갑상선 안병증의 주요한 병리 

기전 중의 하나이다. 그러므로, 안와 섬유모세포의 증식 억

제와 섬유화 억제는 갑상선 안병증의 치료 기전의 주요한 

부분중의 하나이다. 기존의 연구에서 Kim et al22은 갑상선 

안병증 환자에서 배양한 안와섬유모세포에서 pirfenidone
을 처리하여 TIMP-1 의 발현 억제 및 cytokine과의 영향

을 연구하였으며, hydroxyproline assay를 통해 pirfeni-
done이 항섬유화 효과를 나타냄을 발표하였다. 또한 van 
Steensel et al57은 tyrosine kinase inhibitors인 imatinib 
mesylate와 nilotinib (AMN 107)이 PDGF-BB 수용체에 

관여하여 안와 섬유모세포의 증식을 억제하고 히알루론산 

생성이 억제됨을 발표하였다. 이러한 tyrosine kinase in-
hibiotrs는 bleomycin이 관여한 폐섬유화증, 피부의 섬유화 

등에서 항섬유화 효과를 나타냄이 알려져 있다.56,58,59

본 연구에서 사용한 토코트리에놀과 토코페롤은 비타민 

E의 일종으로, 두 종류의 화합물에 각각 알파, 베타, 감마, 
델타(α, β, γ, δ) 네 가지 동족체가 있어 모두 8종류의 이성

질체가 존재하고 있다. 토코트리에놀은 토코페롤과 같은 고

리에 메틸 구조(methyl structure)를 가지고 있지만, 소수

성 곁사슬(hydrophobicside chain)에 세 이중 결합(double 
bonds)이 존재하고 있다. 토코트리에놀은 기존의 연구에서 

다양한 생리활성 효과 면에서 토코페롤보다 40-60배 강한 

것으로 알려져 있다.25
 이에 알파-토코페롤과 알파-토코

트리에놀 두 가지에 대해 연구를 결정하였다. 또한 

Sylvester et al44에 의하면 알파-토코트리에놀의 세포 증

식 억제효과는 protein kinase C를 매개로 한다고 발표하였

다. 또한 토코트리에놀이 토코페롤보다 일반적으로 EGF 
(epidermal growth factor) 및 protein kinase C에 의지하

는 정상 mammary epithelial cell growth를 더 효과적으로 

억제한다고 발표하였다. 안과 영역에서는 Meyenberg et 
al24이 녹내장 여과 수술에서의 효용을 입증하기 위해 테논

낭하 섬유아세포에서 세포실험을 실시하였는데, 세포 독성

이 일어나지 않는 농도에서 알파-토코트리에놀이 세포증

식을 억제하였다. Tappeiner et al23은 토코트리에놀의 여

러가지 형식인 알파-토코트리에놀, 감마-토코트리에놀, 
델타-토코트리에놀에서 농도에 비례하여 테논낭하 섬유아

세포의 증식이 억제되었음을 발표하였다. 또한 콜라겐 합성

은 80 μm 농도의 알파-토코트리에놀에서 62.4% 정도 억

제됨을 확인하였다.
알파-토코트리에놀의 직접적인 세포증식억제 및 콜라겐 
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합성 억제 효과 외에 항산화 효과가 증식 억제에 관여하였

을 가능성 또한 생각해 볼 수 있는데, Bartalena et al60은 

갑상선 안병증에서 활성산소(free radical) 등의 산화 스트

레스가 안와 섬유모세포의 증식에 관여한다고 발표하였다

는데 그 근거가 있다. 그 외에도 산화스트레스와 안와섬유

모세포 또는 안와 지방세포에서의 연관성에 대한 많은 연

구가 있었다.61,62
 이에 널리 알려진 알파-토코페롤의 항산

화 효과가 산화 스트레스를 줄여 안와 섬유모세포의 증식

이 억제되었을 측면도 생각해 볼 수 있겠다.
스테로이드 치료는 급성기의 염증 완화에 많은 도움을 

주나 만성기로 접어들수록 섬유화가 발생하게 되면 임상적 

효과가 제한적이다. 그러므로 MTT assay를 통해 세포 독

성이 관찰되지 않는 농도의 알파-토코트리에놀은 안와 섬

유모세포에서 항섬유화를 일으켜 갑상선 안병증의 만성기

에 효과를 가질 수 있을 것이다.
본 연구는 알파-토코트리에놀을 안와 섬유모세포에 적

용한 최초의 연구이며 정상안 및 갑상선 안병증안에서 배

양된 안와 섬유모세포의 세포 증식 억제 및 갑상선 안병증

안에서 배양된 항섬유화 작용을 입증하였기 때문에 의미가 

있다 하겠다. 그러나 콜라겐 생성량이 갑상선 안병증 환자

의 안와 섬유모세포에서 더 중요하다고 판단되어, 정상안에

서의 콜라겐 생성량 및 알파-토코트리에놀의 항섬유화 효

과에 대한 실험을 시행하지 않았는데, 추가 실험을 두 경우

를 비교함으로 더 의미 있는 결론를 얻을 수 있을 것이다. 
추후 히알루론산(hyaluronan) 생성, 염증 관련 사이토카인

과의 연관성, 자세한 기전 등에 대한 추가 연구가 필요할 

것이라 생각되며 Dexamethasone 등 스테로이드 제제와의 

비교 연구 또한 의미가 있을 것으로 생각된다. 또한 알파-
토코트리에놀의 다른 비타민 E 형인 베타-토코트리에놀, 
감마-토코트리에놀, 델타-토코트리에놀 등에 대해서도 추

가 연구가 의미가 있을 것이라 생각된다. 본 연구를 통해 

알파-토코트리에놀은 갑상선 안병증 환자에서 일차 배양

한 안와 섬유모세포의 변화를 일으켜, 추후 항섬유화 약제

로서 갑상선 안병증 환자의 새로운 치료 방안이 될 수 있으

리라 생각한다.
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=ABSTRACT=

The Antifibrotic Effects of α-Tocotrienols in Primary Cultured Orbital 
Fibroblasts from Thyroid-Associated Ophthalmopathy Patients

Suk Jin Kim, MD, Haeng Ku Kang, MD, Sung Mo Kang, MD

Department of Ophthalmology, Inha University School of Medicine, Incheon, Korea

Purpose: To evaluate the antiproliferative and antifibrotic effects of α-tocotrienols in primary cultured orbital fibroblasts 
from thyroid-associated ophthalmopathy (TAO) patients.
Methods: Orbital fibroblasts were cultured (5 eyes from TAO patients, 5 eyes from normal patients) and classified into a control 
group, α-tocotrienol group and α-tocopherol group. The cell viability was measured using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 
2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay. The proliferation of orbital fibroblasts was measured using the Click-iTTM 
assay. The collagen production of the control and α-tocotrienol groups was measured using a hydroxyproline assay.
Results: The α-tocotrienol and α-tocopherol groups showed no cytotoxicity up to 150 μm in orbital fibroblasts from TAO and 
normal patients. The proliferation of orbital fibroblasts from TAO and normal patients was significantly inhibited with α
-tocotrienol at 80 μm and 120 μm. The collagen production of orbital fibroblasts from TAO patients was significantly in-
hibited with α-tocotrienol at 120 μm.
Conclusions: The results from the present study indicate that non-toxic concentrations of α-tocotrienol have significant an-
tiproliferative and antifibrotic effects on orbital fibroblasts from TAO patients.
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