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인간 섬유아세포에 대한 마이토마이신 C와 피르페니돈의 
독성과 항섬유화효과

Cytotoxicities and Anti-Fibrotic Effects of Pirfenidone and Mitomycin C 
on Human Fibroblasts
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Purpose: The cytotoxicities and anti-fibrotic effects of mitomycin C and pirfenidone on human dermal fibroblast were evaluated.
Methods: Initially, 24-hour cell cultures were exposed to transforming growth factor (TGF)-β1, different concentrations of mito-
mycin C, and pirfenidone solutions in order to evaluate cytotoxicity. Expressions of fibronectin, collagen type 1, α smooth muscle, 
and β-actin were evaluated by real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and western blot in mitomy-
cin C solutions at concentrations of 4 μg/mL and 20 μg/mL, and in pirfenidone solutions at 250 μg/mL and 500 μg/mL.
Results: In comparison to cell cultures exposed to TGF-β1 solutions, cytotoxicities were increased in solutions of mitomycin C at 4 
μg/mL, 20 μg/mL, 40 μg/mL and pirfenidone at 500 μg/mL, 750 μg/mL, 1,000 μg/mL (p < 0.05, Mann Whitney U-test). The results of 
real-time RT-PCR show that expressions of fibronectin, collagen type 1, and α smooth muscle were significantly more decreased in 
all concentrations of mitomycin C and pirfenidone compared to those in TGF-β1 solution. In western blot analysis, expressions of fi-
bronectin and α smooth muscle were decreased in all concentrations of mitomycin C and pirfenidone compared to TGF-β1 solution.
Conclusions: Both drugs have cytotoxicities and anti-fibrotic effects, but pirfenidone was found to have less cytotoxicity and mi-
tomycin C was found to have more anti-fibrotic effects when compared to each other.
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안과영역에서 창상치유와 관련된 과정은 각막, 결막 등 

해부학적 구조와 녹내장, 사시 등 질병 영역의 경과 관찰, 
치료, 수술 등과 관련하여 매우 중요한 영역이라고 할 수 

있다. 특별히 결막, 테논낭 부위의 섬유아세포의 병태생리

와 각종 약물과의 반응이 중요하다고 할 수 있다. 특히 녹

내장여과수술 시 성공적인 여과포 형성을 위한 창상 치유 

과정은 수술 후 안압 조절을 위한 중요한 요소이다. 여과포

가 잘 형성되려면 창상치유, 반흔 형성이 과도하게 되지 않

도록 조절해야 하는데 마이토마이신 C, 5-fluorouracil 
(5-FU) 같은 약제가 대표적으로 사용된다. 하지만 약제가 

가지는 독성으로 인해 각막 등 손상이 발생할 수 있어 독성

을 줄일 수 있는 대체 또는 보조 약물이 필요하다. 
피르페니돈은 호흡 곤란, 비가역적인 폐기능 손상을 특
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징으로 하는 특발성 폐섬유증(idiopathic pulmonary fib-
rosis)의 치료를 위해 개발된 경구 투여약제이다. 기전이 명

확하지는 않지만 섬유아세포의 증식, 섬유화 관련 단백질, 
싸이토카인, 세포외기질 생성을 약화시키는 역할을 한다고 

알려졌다. 아직 국내에는 도입되지 않았지만 유럽, 일본에

서 특발성 폐섬유증 환자를 대상으로 판매되고 있는 신약

으로 세포, 동물 실험과 전임상시험을 통해 안전하면서도 

탁월한 항섬유화 효과가 보고되었으며 현재는 특발성 폐섬

유증 환자를 대상으로 하는 임상시험 단계에 있다.1,2 이 약

제는 transforming growth factor (TGF)-β,3 connective tissue 
growth factor (CTGF),4 platelet- derived growth factors 
(PDGF),5 tumor necrosis factor (TNF)-α,6 lung basic-fibro-
blast growth factor (b-FGF)7 등의 염증성 싸이토카인과 전교

원질 생성에 대한 억제조절 효과를 나타내며,8 활성산소종을 

제거하는 항산화 효과도 보인다고 알려졌다.9 피르페니돈은 

특발성 폐섬유종을 나타내는 폐뿐만이 아니라, 신장,4 간,10 
심장11 등 다양한 조직에서 항섬유화 효과를 보여주고 있다. 

피르페니돈과 관련된 안과 연구로는 망막색소상피세포

에서 TGF-β1에 의한 섬유결합소 합성을 억제한다는 보고,12 
테논하 섬유아세포의 증식, 이동, 교원질 수축을 억제하며,13 
갑상선 안병증 환자의 안와 섬유아세포에서 interleukin-1이 

유발하는 tissue inhibitors of metalloproteinase-1 증가 효과

를 억제한다는 보고 등이 있었다.14 토끼를 이용한 실험적

인 녹내장 수술 모델에서 0.5% 농도의 피르페니돈 안약이 

섬유주절제술 여과포의 성공률을 높이고 안전하게 사용되

었다는 보고도 있었다.15 
기존 연구에서는 주로 피르페니돈을 단독으로 사용하여 

망막색소상피세포에서 섬유결합소 합성 억제, 테논하 섬유

아세포의 증식, 이동, 교원질 수척 억제 작용, 갑상선 안병

증 환자의 안와세포에서의 항섬유화 효과 등을 살펴보았

다.12-14 단독 적용시에 피르페니돈이 가진 항섬유화 효과는 

확인되었지만 기존 약제와 직접 비교연구는 많지 않았다. 
기전에 대해서도 각종 싸이토카인 억제 효과, 항염증, 항섬

유화, 항산화작용이 보고되었지만 명확한 결론이 나타나지 

않아 기존 약제와 어떠한 작용을 할 것인가도 예측하기 어

려운 상황이다. 마이토마이신 C는 세포 분열단계 S, G1 단
계에 작용하여 증식을 억제하는 기전이 알려졌다. 5-FU는 

섬유아세포에 더 독성이 있고 내피세포는 보존하는 경향이 

있음에 비해 마이토마이신 C는 둘 다 독성이 있어서 더 강

한 효과를 나타낸다. 그리하여, 실험적으로 5-FU가 7일 정

도 효과를 보인 반면, 마이토마이신 C는 1달까지 섬유아세

포를 억제하였다는 보고가 있었고 또한 마이토마이신 C는 

여과포 생성에서 더 얇고 무혈관의 여과포를 만드는 경향

이 있다.16 피르페니돈은 기전이 아주 명확하지는 않으나 

섬유아세포 억제, 섬유화 관련 단백질 생성, 싸이토카인, 세
포외기질 합성 등을 억제하는 역할을 하여 항섬유화 효과

를 유도하는데2 마이토마이신 C, 5-FU와 비교하였을 때 세

포독성, 효과, 그리고 병용 효과가 어떠한지에 대한 연구는 

계속 필요한 상황이다.
대상으로 피부 진피 섬유아세포를 선택하였는데 이는 사

람의 진피 섬유아세포는 상용화되어 있어 환자에게 유해한 

조작을 가하지 않고 실험이 가능하기 때문이다. 테논하 섬

유아세포와 동일하지는 않지만 결막이 피부, 진피에서 일

어나는 창상 치유의 특성을 많이 가지고 있는 것을 고려할 

때16 테논하 섬유아세포 실험의 선행 실험으로 두 약제에 

대한 반응을 볼 수 있을 것으로 생각했다. 
 본 연구의 목적은 배양한 사람의 진피 섬유아세포를 마

이토마이신 C와 피르페니돈에 각각 노출시켜 두 약제의 섬

유아세포에 대한 세포독성과 항섬유화 효과를 비교하고자 

하며, 이를 통해 피르페니돈이 안과영역에서 효율적으로 

사용될 수 있는지를 예측해 보려는 것이다. 

대상과 방법

세포 배양 및 섬유화 유도

사람의 진피 섬유아세포주(dermal fibroblast, neonatal fore-
skin)는 상용화된 American type culture collection (ATCC, 
Rockville, MD, USA)을 이용하였다. 사람의 진피 섬유아세

포를 10% 우태아혈청(fatal bovine serum, FBS, Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA), 100 U/mL 페니실린(Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA), 100 μg/mL 스트렙토마이신(Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA)이 함유된 Dulbecco’s modified eagle’s medium배

지(DMEM, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)에 넣어 5% CO2

배양기에서 배양하였다. 배양된 섬유아세포를 혈청에 의한 

영향을 배제하기 위해 FBS를 포함하지 않은 세포배양액으로 옮

겨 24시간 동안 배양한 후 각각의 실험을 진행하였다. 섬유화 

유도를 위해 recombinant human TGF-β1 (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA)을 세포배양액에 5 ng/mL 농도가 되도록 첨가하였다. 

사람 섬유아세포의 생존에 대한 마이토마이신 C와 피

르페니돈의 효과 비교(세포독성 평가, LDH assay)

준비된 섬유아세포를 배양용액, 5 ng/mL TGF-β1만 첨가된 

배양용액, 5 ng/mL TGF-β1과 다양한 농도(0.00004, 0.004, 
0.4, 4, 20, 40 μg/mL)의 마이토마이신 C (Korea united phar-
macy, Seoul, Korea) 또는 다양한 농도(10, 100, 250, 500, 
750, 1000 μg/mL)의 피르페니돈(Sigma-Aldrich, Milan, Italy)
이 각각 첨가된 배양용액에서 24시간 동안 배양하였다. 각 

실험군에서 섬유아세포로부터 세포배양액으로 유리되는 



1079

-박경수 외 : 피르페니돈의 세포독성 및 항섬유화효과-

Figure 1. Result of lactate dehydrogenase (LDH) assay. M4, 
M5, M6, P4, P5, P6 solutions increased cytotoxicity sig-
nificantly (*p <  0.05, Mann Whitney U -test). Sample C: only 
Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM); T-P6: add 
transforming growth factor (TGF)-β1 5 ng/mL; M1-M6: add 
Mitomycin C, 0.00004 (M1), 0.004 (M2), 0.4 (M3), 4 (M4), 
20 (M5), 40 μg/mL (M6; P1-P6: add Pirfenidone, 10 (P1), 
100 (P2), 250 (P3), 500 (P4), 750 (P5), 1,000 μg/mL (P6). 
TGF = transforming growth factor; C = control; T = TGF-β
1; M = mitomycin C; P = pirfenidone.

Table 1. Primer sequences for real time reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) 

Gene name Sequence
Fibronectin F 5’- CCG TGG GCA ACT CTG TC–3’

R 5’- TGC GGC AGT TGT CAC AG–3’
Collagen 

type 1
F 5’- CAC CAA TCA CCT GCG GTA CAG AA–3’
R 5’- CAG ATC ACG TCA TCG CAC AAC–3’ 

α smooth 
muscle

F 5’- GTG TTA TGT AGC TCT GGA CTT TGA 
AAA–3’ 

R 5’- GGC AGC GGA AAC GTT CAT T–3’
β-actin F 5’- GCG GGA AAT CGT GCG TGA CAT T–3’ 

R 5’- GAT GGA GTT GAA GGT AGT TTC GTG–3’

F = forward; R = reverse.

lactate dehydrogenase (LDH)의 양을 colorimetric assay sys-
tem (Calbiochem, La Jolla, CA, USA)을 이용하여 측정한 

후, 전체세포를 얼려(deep freezing) 사멸시키고 세포배양액

에서 측정한 LDH의 양과 비교하여 세포사멸의 정도, 즉 세

포독성(cytotoxicity)을 평가하였다. 세포독성은 세포배양액

으로 유리되는 LDH의 양을 전체사멸 후 세포배양액으로 

유리되는 LDH의 양으로 나누어 백분율로 표현하였다.

TGF-β1에 의해 유발되는 세포외기질의 합성에 대한 마이토

마이신 C와 피르페니돈의 효과 비교(항섬유화 효과 평가)

상기 LDH assay 결과에서 얻어진 값 중 세포독성이 40% 
미만인 2개의 농도, 마이토마이신 C (4, 20 μg/mL), 피르페

니돈(250, 500 μg/mL)을 선택하여, 24시간 배양하였다. 
각각 약물을 real time reverse transcription polymerase 

chain reaction (RT-PCR)을 이용하여 세포의 세포외기질 합

성과 관련된 messenger ribonucleic acid (mRNA) 발현 정도

를 비교하였다. SuperScript III first-strand synthesis system 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 사용하여 제작자의 권장 

매뉴얼에 따라 추출한 total RNA로부터 complementary de-
oxyribonucleic acid (cDNA)를 합성하였다. 이후 real time 
RT-PCR은 QuantiTect SYBR green PCR kit (Quiagen, 
Hilden, Germany)를 사용하여 혼합액을 만들어 시행하였

다. 각 mRNA level은 비교항존유전자(reference house-
keeping gene)로 β-actin을 사용하여 계산하였다. 정량 분석

은 2 delta delta Ct 방법으로 분석하였다(gene sequence, 
Table 1).

각각 약물을 western blot을 이용하여 세포의 세포외기질 

단백질 합성 정도를 비교하였다. 세포 단백질을 sodium do-
decyl sulphate polyacrylamide gel을 이용하여 분리한 후, 
polyvinylidene difluoride membrane으로 이동시켜 fi-
bronectin에 대한 1차 항체(anti-human rabbit antibody) 
(Sigma-Aldrich, Milan, Italy), collagen type 1에 대한 1차 

항체(anti-human mouse antibody) (Santa Cruz, CA, USA), 

α smooth muscle에 대한 1차 항체(anti-human rabbit anti-
body) (Santa Cruz, CA, USA), β-actin에 대한 1차 항체

(anti-human mouse antibody) (Santa Cruz, CA, USA)와 반

응시켰다. 이후 horse radish peroxidase가 접합된 2차 항체

(anti-rabbit antibody, anti-mouse antibody)를 처리하고 면역

반응 밴드를 확인하였다.
Western blot의 밴드를 정량 분석하기 위해 Image J 프로

그램을 사용하였다(ImageJ software; National Institutes of 
Health, Bethesda, MD, USA).

통계적 처리

3회 이상 반복하여 유의한 결과가 나온 실험 결과를 가

지고 통계 분석을 시행하였다. 통계방법은 비모수적 검정

방법인 Mann Whitney U-test를 수행하고 p값이 0.05 미만

일 경우를 통계적으로 유의하다고 정의하였다. 통계적 분

석은 SPSS 17.0 프로그램을 사용하였다(SPSS 17.0 soft-
ware; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

결 과

사람 섬유아세포의 생존에 대한 마이토마이신 C와 피

르페니돈의 효과 비교(세포독성 평가, LDH assay)

 LDH assay를 이용하여 각각 약물에 대한 세포 독성을 

구하였다(Fig. 1). 평균 세포독성은 마이토마이신 C의 경우 
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 Fibronectin
 Collagen Type 1
 α smooth muscle

Figure 2. Result of real time reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR). Mitomycin C and pirfenidone sol-
ution decreased ribonucleic acid (RNA) expression of fi-
bronectin, collagen I, α smooth muscle, which compared to 
the only transforming growth factor (TGF)-β1 solution.

Fibronectin
Collagen tyep 1
α smooth muscle

Figure 3. Result of western blot. Mitomycin C and pirfenidone 
solution decreased protein expression of fibronectin, α smooth 
muscle, which compared to the only transforming growth fac-
tor (TGF)-β1 solution. Protein expression of collagen type I 
was too weak.

0.00004, 0.004, 0.4, 4, 20, 40 μg/mL 농도 용액에서 각각, 
14.53 ± 8.96, 15.82 ± 8.01, 17.22 ± 8.92, 27.30 ± 2.06, 38.51 
± 5.72, 47.88 ± 20.84%이었다. 피르페니돈의 경우 10, 100, 
250, 500, 750, 1000 μg/mL 농도 용액에서 각각, 12.50 ± 
6.73, 9.76 ± 5.85, 9.96 ± 5.23, 31.75 ± 8.83, 46.45 ± 7.00, 
66.02 ± 18.81%이었다. TGF-β1만 처리한 군과 비교 시, 마

이토마이신 C 4, 20, 40, 피르페니돈 500, 750, 1000 μg/mL
의 농도에서는 통계적으로 유의한 차이로 세포독성이 증가

됨을 보여 주었다(p<0.05, Mann Whitney U-test). 다른 농

도는 통계적으로 유의한 차이를 나타내지 않았다(p>0.05, 
Mann Whitney U-test). 

TGF-β1에 의해 유발되는 세포외기질의 합성에 대한 마이토

마이신 C와 피르페니돈의 효과 비교(항섬유화 효과 평가)

각각 농도에서 real time RT-PCR을 통하여 fibronectin, 
collagen type I, α smooth muscle, β-actin의 RNA를 구하여 

이들의 발현양상을 살펴보았다. 배양용액만 사용한 군에 비

해 TGF-β1만 처리된 군에서 β-actin으로 보정된 fibronectin, 
collagen type I, α smooth muscle 발현이 증가함을 알 수 있

었다. 마이토마이신 C나 피르페니돈을 처리한 군에서 β
-actin으로 보정된 fibronectin, collagen type I, α smooth 
muscle 발현이 TGF-β1만 처리된 군에 비해 감소하였다. fi-
bronectin, α smooth muscle의 경우, 마이토마이신 C 20 μ
g/mL의 농도에서 가장 많이 감소하였고 피르페니돈 250 μ
g/mL에서 가장 덜 감소하였다. 단, collagen type I의 경우, 
마이토마이신 C 4 μg/mL보다 피르페니돈 250 μg/mL농도

에서 더 많이 발현이 감소하였다(Fig. 2).
각각 농도에서 western blot을 통하여 fibronectin, colla-

gen type I, α smooth muscle, β-actin의 발현 정도를 살펴보

았다. 배양용액만 사용된 군에 비해 TGF-β1만 처리된 군에

서 fibronectin, α smooth muscle에서 발현이 증가함을 알 

수 있었다. 마이토마이신 C나 피르페니돈을 처리한 군에서

는 각각 약물처리 후 fibronectin, α smooth muscle 발현이 

TGF-β1만 처리된 군에 비해 감소하였다. 농도가 더 높음에

도 불구하고 피르페니돈보다 마이토마이신 C가 첨가될 경

우 fibronectin, α smooth muscle 발현 감소가 더 크게 나타

났다. 하지만 collagen type I은 전체적으로 유의하게 발현

되지 않았다. fibronectin의 경우 제일 강한 억제는 마이토

마이신 20 μg/mL에서 나타났고 그 다음이 피르페니돈 500 
μg/ mL, 250μg/mL, 마지막이 마이토마이신 C 4 μg/mL였

다. α smooth muscle의 경우, 피르페니돈 500 μg/mL, 마이

토마이신 C 20 μg/mL, 피르페니돈 250 μg/mL, 마이토마이

신 C 4 μg/mL의 순서로 나타났다(Fig. 3).

고 찰

마이토마이신 C는 적은 농도로도 강력한 항섬유화 효과

를 나타내므로 현재까지 효과적으로 사용되고 있으나 효과

가 강력한 만큼 심각한 부작용의 우려가 있어 부작용을 줄

이는 방법, 대체 약물들이 필요하여17,18 이번 연구를 통해 
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피르페니돈과 마이토마이신 C의 세포독성, 항섬유화 효과

를 비교하여 피르페니돈이 대체 약물로서 가능한지를 알아

보았다.
마이토마이신 C와 비교할 경우에는 여러 방법이 있는데 

보통 임상에서 사용되는 것처럼 4-5분간 고농도의 마이토

마이신 C를 적용했다가 씻어내고 배양하는 방법이 사용된

다.19 하지만 피르페니돈은 기존 보고에서 수 분간의 적용

보다 세포실험 시 24-72시간 배양, 수술 후 동물 모델에서

는 안약으로 하루 6번 점안하여 1, 3, 7, 10, 14, 28일간 적

용 등의 방법이 사용되었다.13,15 그리하여 이번 연구에서는 

마이토마이신을 저농도로 연속 적용시켜 배양하여 피르페

니돈 배양과 유사한 상황에서의 세포독성, 항섬유화 효과

를 보고자 하였다. 대신 그 농도는 다른 실험에서 사용된 4, 
0.4, 0.04, 0.004, 0.0004 mg/mL를 희석하여, 0.00004, 0.004, 
0.4, 4, 20, 40 μg/mL으로 정하였고 다른 실험에서 연속 배

양 시에는 7일 이내에 모든 농도에서 세포들이 다 죽었으

므로 24시간만 배양하도록 하였다.20 이 농도는 임상에서 

사용될 때 마이토마이신 C를 0.04, 0.02% 농도로 4-5분 배

양하기 때문에 다른 실험에서도 설정한 것으로 생각한다. 
피르페니돈은 과거 실험 시 테논하 섬유아세포 실험에서는 

MTT assay 결과에서 0.15, 0.3 mg/mL의 농도로 24시간 배

양하는 것이 생존에 심각한 영향을 주지 않다고 보고된 적

이 있어, 10, 100, 250, 500, 750, 1,000 μg/mL (0.01, 0.1, 
0.25, 0.5, 0.75, 1 mg/mL)의 농도로 결정하였다.13

LDH assay 결과에서, 마이토마이신 C는 14.53-47.88%에 

이르는 세포독성이 관찰되었고, 피르페니돈은 9.76-66.02%
에 이르는 세포독성이 관찰되었다. 피르페니돈의 경우 다

른 보고에서는 24시간 배양 후 Trypan blue exclusion test에
서 87.40-90.03%의 살아있는 세포 확인이 된 것이 비교한

다면 생존율이 낮은 편이었다.13 이는 배지, 용액 제조 등 

실험 환경이 다르고 다른 보고에서는 테논낭 섬유아세포를 

사용하였으나 이번 연구는 진피섬유아세포를 사용한 차이

라고 할 수 있다. 그럼에도 불구하고 마이토마이신 C보다 

수십-수백 배 고농도에서도 세포독성이 높지 않았다. 마이

토마이신 C는 기존 보고처럼 피르페니돈보다 적은 양임에

도 불구하고 24시간 배양 시에는 세포독성이 높게 나타났

다. 특히 마이토마이신 C는 임상에서 사용 시 단기간 사용 

후 씻어냄에도 불구하고 결정(crystal) 형태로 결막, 공막에 

남아 공막 융해 등 합병증을 유발하는 경우가 있다. 이에 

비해 피르페니돈은 극히 높은 농도가 아니면 세포독성이 

많이 높지 않으므로 피르페니돈은 마이토마이신 C보다 안

전하게 사용이 가능할 것이라는 예측을 할 수 있었다.
항섬유화 효과에 대한 western blot, real time RT-PCR 결

과로 보아 두 약물 fibronectin, α smooth muscle에 대한 항

섬유화 효과를 보여주었으나 collagen type I의 경우는 

western blot에서는 명확한 효과를 보여주지는 못하였다. 두 

약물 모두 항섬유화 효과가 있으나 효율성, 강도는 마이토

마이신 C가 피르페니돈보다 훨씬 강함을 보여주었다. 세포

독성에서 차이가 적게 나는 농도인 마이토마이신 C 4, 20 
μg/mL, 피르페니돈 250, 500 μg/mL의 농도로 실험하였는

데 피르페니돈은 마이토마이신 C보다 약 62, 25배 높은 농

도였는데 효과는 비슷하게, 때로는 마이토마이신 C가 더 

높게 나타나는 경향이 있었다. α smooth muscle의 경우, 기
준점으로 삼은 농도들에서는 때로 마이토마이신 C보다 피

르페니돈이 더 강한 효과를 보이는 것처럼 보이지만 비슷

한 세포독성을 나타내는 독성으로 정한 농도 자체가 마이

토마이신 C가 훨씬 희석된 농도이므로 나타나는 결과이다. 
동일 농도로 비교해 본다면 항섬유화 효과는 피르페니돈에 

비해 마이토마이신 C가 더 뛰어남을 유추할 수 있다.
마이토마이신 C는 항증식 효과와 세포자멸사(apoptosis)

를 유도하는 효과를 통해 결막, 창상치유에 영향을 미친다. 
마이토마이신 C는 세포 분열단계에 작용하여 증식을 억제

하고 p53, nuclear factor (NF)-κB 등의 활성과 관련하고, 
DNA와 교차 결합하여 DNA 손상 유도하는 등의 반응을 

통해 세포자멸사를 일으킴이 알려졌다.16,21-23 이런 과정을 

통해 다양한 세포, 특히 섬유아세포들에 영향을 주는데, 다
른 연구에서는 안구의 여러 부위, 맥락막, 공막, 테논낭, 안
와 지방 등에서 얻어진 섬유아세포의 collagen I, III, VI, 
TGF-β1 관련 실험에서 섬유아세포를 억제하는 효과가 있

음을 보여주기도 하였다.24 반면, 피르페니돈은 항섬유화 효

과를 나타내는데 TGF-β, CTGF, PDGF, TNF-α, b-FGF 등
의 염증성 싸이토카인과 전교원질 생성에 대한 억제조절 

효과, 활성산소종을 제거하는 항산화 효과를 통해 기능한

다.3-8 다른 신독성관련 실험에서는 피르페니돈 사용 시 사

이클로스포린 A (cyclosporine A) 처리된 쥐의 신장에서 발

현되는 p53, Fas-ligand의 mRNA 발현을 억제하고 Bcl-xL
의 발현은 증가시키는 것으로 보아 세포자멸사를 억제하여 

얻어지는 항섬유화 효과가 있을 것으로 예측되었다.25 이러

한 보고들은 마이토마이신과 피르페니돈의 기전이 다름을 

알 수 있게 해주는데, 그리하여 이번 실험에서도 마이토마

이신은 피르페니돈보다 훨씬 약한 농도임에도 불구하고 세

포독성이 높았다는 점에서 이러한 효과를 다시 확인해 볼 

수 있었다.
피르페니돈은 독성은 약했지만 항섬유화 효과도 약했다

는 한계를 가지고 있다. 특히 collagen I의 경우 쥐의 간세

포에서 100, 1000 μM로 억제효과가 나타났다는 과거 보고

와 달리 이번 실험에서는 효과가 약하여서 유의한 변화로 

판단하기 어려웠다.10 두 약물의 collagen I에 미치는 효과에 
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대해서는 추가 연구가 필요하다.
이번 연구의 제한점으로는 직접 테논낭 섬유아세포를 사

용하지 않고 진피섬유아세포를 사용했다는 한계가 있다. 
테논하 섬유아세포와 동일하지는 않지만 결막이 피부, 진
피에서 일어나는 창상 치유의 특성을 많이 가지고 있는 것

을 고려할 때16 테논낭하 섬유아세포와 안검, 각막 등 다른 

부위 섬유아 세포에 대한 선행 실험으로 두 약물의 반응을 

보는 데 이용될 수 있을 것으로 보아 본 연구를 진행하였

다. 이후에는 테논낭하 섬유아세포, 안검, 각막 등 특정 부

위 섬유아세포를 가지고 동일한 실험을 하여 비교하는 추

가 연구가 필요하다.
또 다른 제한점으로는 세포에 대한 약물 적용에 대한 부

분이다. 마이토마이신 C는 항섬유화 효과, 세포독성이 모두 

강력하여 결막, 각막에서 사용 시 수 분간 사용 후 씻어내

는 방식을 사용하므로 이번 실험보다 높은 농도로 임상에

서는 이용되고 있다. 하지만 씻어내는 방식의 경우 실험 결

과의 변동폭이 클 수 있고 씻어내는 것만으로도 세포에 미

치는 독성 등이 커서 두 약물 자체의 효과, 독성만을 비교

하기 위해서는 같은 방식으로 씻지 않고 배양하는 방식이 

필요하다고 생각되어 이번 연구를 진행하였다. 그러므로 

이후에는 실제 임상에서 쓰는 방식대로 마이토마이신 C는 

수분 적용 후 씻어내고 피르페니돈은 세포독성이 약하므로 

직접 배양하는 방식으로 두 약물을 비교하는 연구도 필요

하다.
또한 이번 연구에서는 두 약물을 각각 비교하였으나 추

후 두 약물의 병용에 대한 연구가 필요하다. 고찰에서 이야

기하였듯이 두 약물은 기전이 달라 마이토마이신 C는 세포

자멸사를 유도하고, 피르페니돈은 세포자멸사를 억제하여 

얻는 항섬유화 효과가 있으므로 두 약물을 병용한다면 항

섬유화 효과가 더 높게 또는 더 낮게 나타날 수 있다. 만약 

적절한 방식을 찾아 상승작용을 유도할 수 있다면 각종 의

학 영역에서 마이토마이신 C의 부작용을 줄이며 충분한 항

섬유화 효과를 얻기 위한 사용법을 개발할 수 있을 것이다.
결론적으로 이번 연구를 통해 마이토마이신 C와 피르페

니돈이 진피 섬유아세포에 대해 세포 독성을 가지고 있으

나 피르페니돈이 독성이 덜하고, 두 약물 모두 항섬유화 효

과를 가지고 있는데 세포자멸사와 관련된 마이토마이신 C
의 효과가 더 큼을 알아보았다. 피르페니돈은 마이토마이

신C에 비해 독성이 약해 더 안전한 면이 있다. 또한, 항섬

유화효과는 약하지만 농도를 높일 경우 항섬유화 효과를 

충분히 얻을 수 있다. 강한 농도를 일시적으로 주거나 일정 

농도를 점안약 또는 서방형제제 형태로 지속적으로 사용하

는 방법으로 활용할 수 있다면 독성 약한, 항섬유화 약물로

서 쓰일 수 있을 것이다. 
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= 국문초록 = 

인간 섬유아세포에 대한 마이토마이신 C와 피르페니돈의 
독성과 항섬유화효과

목적: 인간 진피 섬유아세포를 마이토마이신 C, 피르페니돈에 노출시켜 세포독성과 항섬유화 효과를 비교하기 위해 실험하였다.

대상과 방법: 섬유화 유도를 위해 transforming growth factor (TGF)-β1을 처리하였고 여러 농도의 마이토마이신 C, 피르페니돈을 첨

가하여 24시간 배양하여 세포독성을 보았다. 마이토마이신 C 4, 20 μg/mL, 피르페니돈 250, 500 μg/mL에서 real time reverse 

transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)과 western blot으로 fibronectin, collagen type I, α smooth muscle, β-actin의 

발현을 살펴보았다.

결과: TGF-β1만 처리한 군과 비교 시, 마이토마이신 C 4, 20, 40 μg/mL, 피르페니돈 500, 750, 1,000 μg/mL의 농도에서는 통계적으

로 유의하게 세포독성이 증가되었다(p＜0.05, Mann Whitney U-test). Real time RT-PCR에서 fibronectin, collagen type I, α
smooth muscle 발현이 TGF-β1만 처리한 군보다 감소하였다. Western blot 실험에서 fibronectin, α smooth muscle 발현이 TGF-β1
만 처리한 군보다 감소하였으나 collagen type I은 유의한 변화를 보이지 않았다.

결론: 진피 섬유아세포에 대해 약물 모두 세포 독성과 항섬유화 효과가 나타났는데 피르페니돈은 독성이 적었고, 마이토마이신 C는 

항섬유화 효과가 크게 나타났다.

<대한안과학회지 2014;55(7):1077-1083>
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