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The Effect of Interferon-γon Bleomycin Induced Pulmonary

Fibrosis in the Rat
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Objectives : The matrix metalloproteinases (MMPs) that participate in the extracellular matrix

metabolism play a important role in the progression of pulmonary fibrosis. The effects of the MMPs are

regulated by several factors including Th-1 cytokines, interferon-γ (IFN-γ). Up to now, IFN-γ is

known to inhibit pulmonary fibrosis, but little is known regarding the exact effect of IFN-γ on the

regulation of the MMPs.

This study investigated the effects of interferon-γ on the pulmonary fibrosis and the expression of

the lung MMP-2,-9, TIMP-1,-2, and Th-2 cytokines in aa rat model of bleomycin induced pulmonary

fibrosis.

Materials and methods : Male, specific pathogen-free Sprague-Dawley rats were subjected to an

intratracheal bleomycin instillation. The rats were randomized to a saline control, a bleomycin treated,

and a bleomycin+IFN-γ treated group.
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서 론

특발성 폐 섬유화증은 반복적인 폐 실질의 염증과

손상으로 인해서 발생하며, 특징적으로 심한 간질

세포의 증식과 교원질을 비롯한 세포 외 기질의

과도한 침착이 일어나 폐 섬유화가 생긴다. 심한

폐 섬유화로 인해 정상조직구조가 변형됨으로써

결국은 폐기능을 잃게 되고, 환자의 평균 수명은

The bleomycin+IFN-γ treated group was subjected to an intramuscular injection of IFN-γ for 14

days. At 3, 7, 14, and 28 days after the bleomycin instillation, the rats were sacrificed and the lungs

were harvested. In order to evaluate the effects of the IFN-γ on lung fibrosis and inflammation, the

lung hydroxyproline content, inflammation and fibrosis score were measured. Western blotting,

zymography and reverse zymography were performed at 3, 7, 14, 28 days after bleomycin instillation in

order to evaluate the MMP-2,-9, and TIMP-1,-2 expression level. ELISA was performed to determine

the IL-4 and IL-13 level in a lung homogenate.

Results : 1. 7 days after bleomycin instillation, inflammatory changes were more severe in the

bleomycin+IFN-γ group than the bleomycin group (bleomycin group : bleomycin+IFN-γ group=2.08±

0.15 : 2.74±0.29, P<0.05), but 28 days after bleomycin instillation, lung fibrosis was significantly

reduced as a result of the IFN-γ treatment (bleomycin group : bleomycin+IFN-γ group=3.94±0.43 :

2.46±0.13, P<0.05).

2. 28 days after bleomycin instillation, the lung hydroxyproline content was significantly reduced as a

result of IFN-γ treatment (bleomycin group : bleomycin+IFN-γ group=294.04±31.73 μg/g : 194.92±

15.51 μg/g, P<0.05).

3. Western blotting showed that the MMP-2 level was increased as a result of the bleomycin

instillation and highest in the 14 days after bleomycin instillation.

4. In zymography, the active forms of MMP-2 were significantly increased as a result of the IFN-γ

treatment 3 days after the bleomycin instillation, bleomycin+IFN-γ group (bleomycin group :

bleomycin+IFN-γ group=209.63±7.60% : 407.66±85.34%, P<0.05), but 14 days after the bleomycin

instillation, the active forms of MMP-2 were significantly reduced as a result of the IFN-γ treatment

(bleomycin group : bleomycin+IFN-γ group=159.36±20.93% : 97.23±12.50%, P<0.05).

5. The IL-4 levels were lower in the bleomycin and bleomycin+IFN-γ groups but this was not

significant, and the IL-13 levels showed no difference between the experiment groups.

Conclusion : The author found that lung inflammation was increased in the early period but the

pulmonary fibrosis was inhibited in the late stage as a result of IFN-γ. The inhibition of pulmonary

fibrosis by IFN-γ appeared to be associated with the inhibition of MMP-2 activation by IFN-γ.

Further studies on the mechanism of the regulation of MMP-2 activation and the effects of MMP-2

activation on pulmonary fibrosis is warranted in the future. (Tuberculosis and Respiratory Diseases 2004,

56:51-66)

Key words : Pulmonary fibrosis, Matrix metalloproteinase-2, Interferon-γ.
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적극적인 치료와 진단에도 불구하고 증상이 최초

로 생긴 후 4년 내지 5년에 불과하다. 더욱이 최근

10년 간 사망률이 더욱 증가하고 있어서
1
효과적인

치료법의 개발이 절실한데, 예후가 매우 불량한 만

성 폐질환으로서 일부의 경우를 제외하고는 대부

분 발생 원인을 모르며, 병의 진행이 느리고 비교

적 드문 질환이기 때문에 병인의 연구와 치료법의

개발이 매우 어려운 상태이다
2
. 그 동안 부신피질

호르몬이나 면역억제제를 치료에 사용하여 왔으나

뚜렷한 효과가 없었고. 효과적인 치료법은 아직 개

발되고 있지 않다
3,4
.

최근의 연구에 의하면 폐 섬유화증은 여러 사이

토카인의 발현에 의해서 섬유화의 정도가 조절 되

고, 특정한 사이토카인의 발현양상이 폐 섬유화의

병인에 중요한 역할을 하는 것으로 알려지고 있는

데, interleukin-4(IL-4)나 interleukin-13(IL-13)과

같은 Th-2 사이토카인은 섬유모세포의 증식과 교

원질의 생산을 촉진시켜 폐의 섬유화를 악화시키

고, 반대로 interferon-γ(IFN-γ)와 같은 Th-1 사

이토카인은 폐 섬유화를 억제하는 것으로 알려져

있다
5
.

폐에 섬유화가 일어나는 데에는 세포 외 기질을

분해하는 여러 가지 종류의 효소 중에서 matrix

metalloproteinase(MMP)가 중요한 작용을 하고,

이 효소에 길항 작용을 하는 tissue inhibitor of

metalloproteinase(TIMP)와 MMP의 상호작용도

크게 기여하는 것으로 알려져 있다
6
.

MMP와 TIMP의 작용은 여러 가지 요소에 의해

조절되는데, 이 MMP와 TIMP의 작용에 Th-1과

Th-2 사이토카인이 미치는 영향은 잘 밝혀져 있

지 않다.

최근의 여러 보고에 의하면 Th-1 사이토카인인

IFN-γ는 폐 섬유화증의 진행을 효과적으로 억제

하는 것으로 알려져 있는데
7
, 아직까지 IFN-γ가

MMP와 TIMP에 대해서 미치는 영향에 대해서는

연구된 바가 없다.

이에 저자들은 폐 섬유화증의 대표적인 동물모

델인 bleomycin 유도 백서 폐 섬유화 모델에서

IFN-γ의 투여가 폐의 MMP-2,-9과 TIMP-1,-2에

미치는 영향을 대조군과 비교하여 알아보고, IFN-

γ의 투여에 따른 Th-2 사이토카인의 변화를 조

사함으로써 IFN-γ가 폐 섬유화증을 호전시키는

지 아니면 악화시키는지 알아보고 MMP와 TIMP

의 작용과 Th-2 사이토카인에 영향과 기전을 연

구하고자 하였다.

방 법

1. 실험동물의 준비와 처치

실험동물은 체중 200-250g의 무균(specific patho

gen free, SPF) Sprague-Dawley계의 수컷 흰쥐를

사용하여, 무작위로 정상 대조군, bleomycin 군,

bleomycin+IFN-γ 군의 세 군으로 나누었다.

Bleomycin 군에서는 ketamin을 근육 주사하여

마취시킨 다음 경부 중앙을 절개하여 기관 고리를

노출시키고, kg당 6 U의 bleomycin sulfate(Sig

ma Chemical Co., St. Louis, Mi)를 300 μl의 생

리식염수에 섞어 기관 내로 주입하였다. Bleomy

cin+IFN-γ 군에서는 bleomycin군과 동일한 처치

를 한 후 14일간 매일 400 μl의 phosphate buffer

saline(PBS)에 섞은 IFN-γ(Peprotech, Rocky

Hill, NJ)를 2×10
5
U/Kg 씩 14일간 근육주사 하였

다. 정상 대조군에서는 bleomycin군과 동일한 방법

으로 300 μl의 생리식염수를 기관 내로 주입하였

으며, 정상 대조군과 bleomycin군은 PBS 400 μl

를 근육 내로 매일 14일간 주사하였다.

실험동물은 3, 7, 14, 28일에 각 군마다 5마리씩

마취 후 실혈사 시킨 다음, 흉부 중앙을 절개하여

폐를 노출시킨 후 폐동맥으로 PBS를 관류시켜 혈

액을 제거하였다. 관류 후 우측 폐는 기관지와 늑

막 등의 결체 조직을 분리하고 PBS로 세척한 다
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음 잘게 분쇄하여 -70℃에 보관하였으며 hydroxy

proline 측정, Western blot, zymography, reverse

zymography 등의 실험에 이용하였다. 좌측 폐는

흉곽에서 분리한 후 4% neutral formalin을 주입하

여 균일하게 팽창시키고, 4% neutral formalin에

넣어 보관 후 조직학적 검사에 이용하였다.

2. 병리조직학적 분석

폐 절편을 폐 기저부에서 얻어 hematoxyline-

eosin(H&E) 염색과 Masson's trichrome 염색을

하였다. 폐의 염증 정도는 H&E 염색에서 염증세

포 침윤이나 간질 비후, 폐 구조가 파괴된 부위,

비정상적인 조직이 침착된 부위를 %로 나타내어

조사하였다. 다음과 같은 기준으로 조직학적 등급

을 평가하여 통계에 이용하였다. 40배 시야에서 관

찰하였을 때 0, 비정상 소견이 없는 경우; 1, 폐 조

직의 10% 미만; 2, 폐 조직의 10-25%; 3, 폐 조직

의 25-50%; 4, 폐조직의 50-75%; 5, 폐 조직의

75% 이상에서 병소가 관찰되는 경우로 각각 정의

하였다.

폐의 섬유화 정도는 Masson's trichrome 염색에

서 섬유화 점수를 0, 비정상 소견이 없는 경우; 1,

폐포벽과 기관지벽에 미량의 섬유화; 3, 폐의 구조

는 유지되고 있으나 폐포와 기관지벽에 중등도의

섬유화; 5, 폐 섬유화의 증가로 인해서 폐의 구조

가 손상되고 작은 섬유화 종괴가 발견; 7, 폐 구조

가 심하게 손상되고 커다란 섬유화 종괴가 발견;

8, 시야가 섬유화로 완전히 대치된 경우로 정하였

다. 구분이 어려운 경우는 중간 값을 취하였다.

3. 단백질의 추출과 정량

냉동된 폐 조직 400 mg과 protease inhibitors

[PMSF(100 mM), leupeptin(10 mg/ml), pepstatin

(10 mg/ml)]가 포함된 lysate buffer [50 mM Tris

Cl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1%

nonidet P-40 (NP-40), 0.5% sodium deoxy

cholate, 0.1% SDS] 800 μl를 넣고 얼음 위에서

homogenizer(Tissue tearer, biospec, Bartlesville,

OK)으로 10초 정도 균질화 시킨 후 Eppendorf

tube에 넣고 원심분리를 한 다음(4℃, 1000g, 30

min), 상청액을 모아 -70℃에 보관하였다. 단백질

의 농도는 Bradford assay를 이용하여 결정하였다.

4. Hydroxyproline 정량

Hydroxyproline의 정량은 Woessner의 방법을 응

용하여 측정하였다
8
. 실험동물의 폐 조직 100 mg

에 PBS 100 ml를 넣고 homogenizer로 균질화 시

킨 후, 10 N HCl를 1.5 ml 더하여 최종 6 N의 농

도로 만들었으며 130℃에서 3시간 동안 반응시켜

가수분해 시켰다. 가수분해 후 증류수 10 ml와 2.5

N NaOH를 더하여 pH 7.0로 중화시킨 다음, 2 ml

를 취하여 1 ml의 chloramine-T 용액을 넣고 실

온에서 20분 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 다음

perchloric acid 1 ml를 넣고 5분간 반응시키고, ρ

-dimethyl amino benzaldehyde 용액 1 ml를 넣고

60℃서 20분 동안 발색 반응을 일으켰다. 흡광도를

557 nm에서 측정하여 농도를 알고 있는 hydroxy

proline standard로 구한 표준곡선를 이용하여 hy

droxyproline의 양을 구하였다.

5. Western blot

폐 단백질 30 ㎍을 sample buffer(0.1 ㏖/L Tris-

HCl, 0.2 ㏖/L dithiothreitol, pH 6.8, 4% SDS and

0.01% bromophenol blue)와 섞어 100℃에서 5분간

가열하여 변성시킨 후, 9% SDS-polyacrylamide

gel에서 전기영동을 한 다음 PVDF 막에 전이하여

5% 차단 용액으로 차단 시켰다. MMP-2, MMP-9,

TIMP-1, TIMP-2에 대한 일차항체(Oncogene,
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Cambridge, MA)로 4℃에서 16시간 동안 반응시켰

다. 세척 후 biotin 부착 이차항체를 첨가한 후,

NovaRed(Vector, Burlingame, CA)로 상온에서 1

시간 반응시켰다. Chemiluminescent detection 방

법(ECL, Amersham Life Science, Piscataway NJ)

을 이용하여 발색하였다.

6. Zymography와 reverse zymography

폐 추출 단백질 100 μg과 sample buffer를 1:1로

섞어 실온에서 15분간 반응시킨 다음, 1 mg/ml의

gelatin(Sigma)이 함유된 10% SDS-polyacr

ylamide gel에 20 μl를 넣고 4oC에서 전기영동을

시행하였다. 전기영동 후 gel을 분리하고 염색접시

에 gel을 옮겨 증류수로 세척하였다. 이후 dena

turing buffer 50 ml를 넣고 15분간 2회에 걸쳐 세

척한 다음 developing buffer 100 ml를 넣고 진탕

하면서 37℃에서 밤새도록 반응시키고 증류수로

세척하였다. 이 후 Coomassie brilliant blue R250

(Sigma)로 염색을 하였고, 7.5% acetic acid와 5%

methanol의 용액으로 탈염색 시켰다. 효소 작용이

있는 부위는 청색바탕에 투명한 부분으로 나타났

다. Reverse zymography는 gel을 만들 때 160

ng/ml의 recombinant gelatinase A를 추가한 외에

는 zymography와 동일한 방법으로 시행하였으며,

첨가한 gelatinase가 폐 단백질에 들어있는 TIMP

에 의해 억제된 부위가 투명한 바탕에 청색 부위

로 나타났다. 각 band의 densitometer 분석은

Image Master(Pharmacia Biotech, Piscataway,

NJ)를 이용하였다.

7. 폐 균질액 내의 IL-4와 IL-13의 측정

Falcon tube에 폐 조직 100 mg과 1 ml의 생리 식

염수를 넣고 homogenizer로 30초 동안 균질화 시

켰다. 균질화 시킨 후 4℃, 2,000 rpm에서 10분간

원심분리 하여 얻은 상청액을 -20℃에서 보관하였

다. 균질액 내의 IL-4와 IL-13의 양은 구입한

IL-4 ELISA kit(Endogen, Woburn, MA)와 IL-13

ELISA kit(BioSource, Camarillo, CA)로 측정하였

다. 검사의 민감도는 IL-4<2 pg/ml, IL-13<1.5

pg/ml 였다.

8. 통계처리

폐 조직의 염증정도, 섬유화 정도, hydroxyproline

함량, Western blot 검사, zymography 검사,

ELISA 검사의 세 군간의 통계적 유의성은 Kru

skal-Wallis test를 이용하여 검정하였고 서로 다

른 두 군 간의 통계적 유의성은 Mann-Whitney U

test를 이용하여 검정하였다. 모든 통계분석은

P<0.05인 경우를 유의한 차이가 있는 것으로 판정

하였다.

결 과

1. Bleomycin 유도 폐 섬유화 모델에서 IFN-γ 투

여에 의한 폐의 병리조직학적 소견과 hydroxy

proline 함량의 변화

1) 폐 조직의 염증과 섬유화 정도

생리 식염수를 투여한 정상 대조군은 투여 후 3일에

서 28일까지 기관지 주위 림프조직의 비후 외에 폐

조직의 특별한 염증이나 섬유화 변화는 없었다.

Bleomycin 군과 bleomycin+IFN-γ 군은 처음 3일

째에 염증 정도는 양군에 서 유의한 차이가 없이 폐

실질에 전반적으로 가벼운 정도의 염증성 변화가 관

찰되었으나, 7일째부터 양 군 모두 폐 실질의 심한

염증성 변화가 관찰되었다. 7일 후의 염증성 변화는

bleomycin+IFN-γ 군에서 보다 더 심하게 일어나,

염증 지수에서 bleomycin 군과 유의한 차이를 보였

다(bleomycin 투여군 : bleomycin+IFN-γ투여군
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=2.08±0.15 : 2.74±0.29, P<0.05). 염증성 변화는

14일에도 심하게 일어났지만 양 군간 유의한 차이

는 없었으며, 28일에는 염증성 변화는 거의 소실되

었으나 bleomycin 군이 bleomycin+IFN-γ 군보다

섬유성 변화가 심한 염증 병소가 더 많이 남아있

는 경향을 보였다(그림 1, 2).

Fig. 1. Photomicrographs of rat lung after intratracheal instillation of saline or bleomycin. Lungs are

collected on day 3 (a,b,c), 7 (d,e,f), 14 (g,h,i), 28 (j,k,l) after bleomycin injection. Lungs from

saline control (a, d, g, j), bleomycin treated (b,d,h, k) and bleomycin+INF-γ treated (c,f,i,l)

group are illustrated. Extensive interstitial inflammatory cell infiltration, interstitial thickening

and architectural distortion are seen both bleomycin treated and bleomycin+INF-γ treated rat

(H&E stain, ×40).
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폐의 섬유화 지수는 bleomycin 투여 후 증가하여

14일에 최고 수준에 다다랐으며 28일에는 양 군 모두

섬유화 지수가 감소하는 경향을 보였으나, bleomy

cin+IFN-γ 군이 bleomycin 군 보다 섬유화 지수가

유의하게 감소하였다(bleomycin 군 : bleomycin+

IFN-γ 군=3.94±0.43 : 2.46±0.13, P<0.05)(그림 3).

2) 폐 hydroxyproline 함량의 변화

폐 hydroxyproline 함량은 생리식염수 대조군에 비

해서 bleomycin 군, bleomycin+IFN-γ 군 모두에

서 초기부터 유의하게 증가하여 있었고 14일까지

계속 증가하였으나 양 군간 유의한 차이는 관찰되

지 않았다. 그러나 bleomycin 투여 28일 후 bleo

mycin+IFN-γ 군에서는 hydroxyproline의 폐 내

함량이 생리식염수 대조군과 비슷하거나 낮은 수

준으로 감소한 반면 bleomycin 군에서는 14일보다는

감소했으나 bleomycin+IFN-γ 군 보다는 hydroxy

Fig. 2. Evaluation of inflammatory changes on day
3, 7, 14, and 28 after bleomycin treatment
in the lung by inflammatory scoring. Bars
denote inflammatory score (mean±SE) of
each experimental group. *.P<0.05, denote
significant differences in values measured
in bleomycin treated group compared with
corresponding bleomycin+INF-γ treated

group(n=5). 7 days after blcomycin instil
lation, inflammatory changes were more
severe in bleomycin+INF-γ group than the

bleomycin group.

Fig. 4. Time course of hydroxyproline levels in
lung homogenate obtained from saline con
trol (closed circle), bleomycin treated (open
circle) and bleomycin+INF-γtreated (clo
sed triangle) rat at days 3, 7, 14, and 28
postinstillation of 0.6 U/kg of bleo mycin.
Symbols represent means±SE of at least
4 animals. *.P<0.05, denotes significant
differences in values measured in bleomy
cin treated group compared with cor
responding bleomycin+INF-γtreated group
(n=5). 28 days after bleomycin instillation,
lung hydroxyproline contents were signi

ficantly reduced by INF-γ treatment.

Fig. 3. Evaluation of fibrotic changes on day 3, 7,
14, and 28 after bleomycin treatment in the
lung by fibrosis. Bars denote inflammatory
score (mean±SE) of each experimental

group. *.P<0.05, denote significant differen
ces in values measured in bleomycin
treated group compared with corresponding
bleomycin+INF-γ treated group (n=5) 28

day after bleomycin instillation, lung fibro
sis was significantly reduced by INF-γ

treatment.
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proline의 폐 함량이 유의하게 증가한 상태로 유지되

고 있었다(bleomycin 군 : bleomycin+IFN-γ 군=

294.04±31.73 μg/g : 194.92±15.51 μg/g, P<0.05).

2. Bleomycin 유도 폐 섬유화 모델에서 IFN-γ

투여에 의한 폐 내 MMP-2,-9과 TIMP-1,-2

의 발현

1) Western blot

Bleomycin 투여에 의해 MMP-2 단백질의 양이 증

가되는 소견이 Western blot검사에서 관찰되었는

데, MMP-2의 증가는 bleomycin 투여 14일에 최

고에 이르렀고, 28일째에는 생리식염수 수준으로

감소하였다. IFN-γ의 투여에 의해 bleomycin에

의한 MMP-2의 증가는 억제되었으나, 대조군 수

준으로 감소하지는 않았다(그림 5). MMP-2와는

달리 MMP-9, TIMP-1은 유의한 특징을 관찰할

수 없었으며, TIMP-2는 Western blot 검사에 의

해 검출되지 않았다.

2) Zymography과 Reverse Zymography

Bleomycin 투여 초기인 3일째에는 bleomycin 군과

bleomycin+IFN-γ 군에서 비활성 MMP-2와 활성

화된 MMP-2를 합한 MMP-2의 총량은 양 군 간

별 다른 차이가 없는데 비해서 활성화된 형태의

MMP-2가 bleomycin+IFN-γ 군에서 유의하게 증

가되어 있었고 (bleomycin 군 : bleomycin+IFN-γ

군=209.63±7.60% : 407.66±85.34%, P<0.05),

MMP-2의 활성화 비도 bleomycin+IFN-γ 군에서

유의하게 증가되어 있었다(bleomycin 군 : bleomy

cin+IFN-γ 군=0.36±0.03 : 0.64±0.13, P<0.05).

투여 7일 후에는 MMP-2의 양은 대조군에 비하여

Fig. 5. Western blot analysis for MMP-2, MMP-9, TIMP-1 immunoreactive protein in lung tissue,
collected at day 7, 14, and 28 after intratracheal administration of saline (control) or bleomycin.
MMP-2 were increased by bleomycin instillation and highest in the 14 days after bleomycin

instillation.
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증가된 상태로 있었지만 양 군간 유의한 차이는

없었고 bleomycin+IFN-γ 군에서 관찰되었던 활

성된 형태의 MMP-2의 증가는 관찰되지 않았다.

투여 14일 후에서는 특징적으로 bleomycin+IFN-

γ 군이 bleomycin 군보다 활성화된 상태의 MMP

-2의 양이 유의하게 감소되었고(bleomycin 군 :

bleomycin+IFN-γ 군=159.36±20.93% : 97.23±

12.50%, P<0.05) 이에 따라 MMP-2의 활성화 비

도 bleomycin+IFN-γ군에서 유의하게 감소하였다

(bleomycin 군 : bleomycin+IFN-γ군=0.54±0.04 :

Fig 6. (a) Gelatin zymogram performed with lung tissue from saline control, bleomycin treatment,
and bleomycin+INF-γ treated rats at day 3 and 14 after bleomycin administration.
(b) Comparison of latent form of matrix metalloproteinase (L-MMP-2), active form of matrix
metalloproteinase (A-MMP-2) levels, and activation ratio of matrix metalloproteinase
(AR-MMP-2) bleomycin treatment and bleomycin+INF-γtreament group. Active forms of
MMP-2 were significantly increased by INF-γtreatment in 3 days after bleomycin instillation
(P<0.05), but 14 days after bleomycin instillation, active forms of MMP-2 were significantly
reduced by INF-γ treatment (P<0.05).
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0.71±0.31, P<0.05). 투여 28일 후에는 양 군 모두

MMP-2의 양이 감소하였고 활성화 상태의

MMP-2도 감소하였다(그림 6).

MMP-9은 초기인 투여 3일 후에는 bleomycin

군과 bleomycin+IFN-γ 군 모두에서 증가하였으

나 유의한 차이는 관찰할 수 없었고, 시간이 지나

면서 MMP-2와는 반대로 MMP-9의 양과 활성도

가 양 군 모두 감소하였다.

Reverse zymography를 이용하여 MMP들을 억

제하는 TIMP-1과 TIMP-2의 변화를 조사하였으

나 MMP들에 비하여 적게 검출되었으며 bleomy

cin 투여에 의해 별다른 변화를 보이지 않았다.

3. Bleomycin 유도 폐 섬유화 모델에서 IFN-γ 투

여에 의한 폐 내 IL-4와 IL-13의 변화

IFN-γ와 길항작용을 하는 것으로 알려진 대표적

인 Th-2 사이토카인인 IL-4는 bleomycin을 투여

한 후 생리식염수 대조군에 비하여 bleomycin 군

과 bleomycin+IFN-γ 군 모두에서 그 양이 감소

되었으나 통계적으로 유의하지는 않았다. 이러한

IL-4의 감소는 투여 후 28일 까지 실험 전 기간에

걸쳐 계속 관찰되었다. 그리고 bleomycin 군과

bleomycin+IFN-γ 군 사이에서 약간의 변동은 있

었으나 양군간 별다른 차이는 관찰되지 않았다(그

림 7).

IL-13은 시간이 경과함에 따라 bleomycin 군에

서 감소되는 경향을 관찰할 수 있었으나 통계적으

로 유의하지는 않았으며 대체적으로 실험 전 기간

동안 큰 변동없이 일정한 수준을 유지하고 있었다

(그림 8).

고 찰

본 실험은 bleomycin 유도 폐 섬유화 백서 모델을

이용하여 IFN-γ가 폐 섬유화에 있어서 중요한 역

할을 하는 MMP와 TIMP 그리고 Th-2 사이토카

Fig. 7. Time course of IL-4 levels in lung homo
genate obtained from saline control (closed
circle), bleomycin treated (open circle) and
bleomycin+INF-γ treated (closed triangle)
rat at days 3, 7, 14, and 28 postinstillation
of 0.6 U/kg of bleomycin. Symbols
represent means±SE of at least 4 animals.
There were no significant differences

among three groups.

Fig. 8. Time course of IL-13 levels in lung
homogenate obtained from saline control
(closed circle), bleomycin treated (open
circle) and blcomycin+INF-γ treated
(closed triangle) rat at days 3, 7, 14, and
28 postinstillation of 0.6 U/kg of bleomycin.
Symbols represent means±SE of at least 4

animals. There were no significant diffe

rences among three groups.
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인에 미치는 영향을 알아보기 위하여 계획되었다.

Bleomycin 유도 폐 섬유화 백서 모델은 특발성

폐 섬유화증과 같이 폐 섬유화를 초래하는 여러

가지 폐 질환의 연구에 다양하게 이용되고 있다
9
.

Izbicki 들
10
에 의하면 bleomycin을 기관 내로 투여

하면 투여 후 3에서 5일 사이의 초기에는 주로 중

성구가 폐 조직으로 침윤하여 염증을 일으키고, 시

간이 지나면서 6일에서 7일부터 지속적으로 림프

구가 증가되어 폐 염증을 지속시키며, 폐의 염증과

섬유화는 투여 후 14일에 가장 심하게 일어나는

것으로 알려져 있다.

본 실험에서 bleomycin 투여에 의한 초기 염증

반응에 있어서 특징은 투여 후 3일에는 bleomycin

＋IFN-γ 군이나 bleomycin 군 양 군 사이에 폐

염증 변화에는 유의한 차이가 없었지만, 투여 후 7

일에는 bleomycin＋IFN-γ 군에서 더 심하게 염

증성 변화가 관찰된 것이다. 이러한 차이가 나타난

원인을 Izbicki 들의 실험결과를 고려하여 해석해

보면, 중성구가 주로 폐 염증을 일으키는

bleomycin 투입 초기인 3일에는 IFN-γ의 투여가

별다른 영향을 주지 않지만, 림프구가 침윤되기 시

작하는 시기에 IFN-γ가 주된 영향을 미쳐서 비

교적 후기인 투여 후 7일의 폐 염증이 심해진 것

으로 생각된다.

IFN-γ는 활성화된 림프구에서 생산되는 사이

토카인으로서, 정상적인 상태에서는 대식세포가 림

프구의 증식을 억제하지만, IFN-γ로 자극되면 대

식세포의 림프구 억제작용이 감소되어 림프구의

증식이 일어나고11, 대식세포에서 IL-1의 생산이

늘어나면서 활성화된 림프구에서 IL-2의 생산을

증가시키기 때문에 림프구가 증식되는데
12
, 이 때

문에 bleomycin 투여 후 IFN-γ를 투여했을 때

폐의 염증이 더 심해진 것으로 생각된다.

MMP는 아연 의존성 기질분해효소로서 현재까

지 20종류가 넘게 발견되고 있는데, 정상적인 조건

에서 MMP는 폐의 발달, 기관지의 형성, 기도 분

비선의 발달에 관여하고, 폐 기질의 대사와 혈관형

성을 촉진하며 염증세포를 손상된 폐 조직으로 이

동할 수 있게 하여, 폐의 면역방어에 필수적인 역

할을 수행한다
13
. 세포 외 기질의 생성과 재구성은

여러 질환에 의한 폐 섬유화에서 중요한 단계이며,

MMP들은 이 과정에서 가장 필수적인 기능을 하

는 것으로 알려져 있다
14
. MMP의 작용은 조직의

항상성을 유지하는데 필수적이기 때문에, 전사단

계, 비활성화된 전호소의 활성화, TIMP와의 결합

에 의한 비활성화 등 3가지 방법을 통해서 매우

정밀하게 조절되는데, 위의 3단계는 사이토카인,

호르몬, 종양 유전자 등의 다양한 자극에 의해서

영향을 받는다
15
.

MMP가 폐에 과다하게 발현되면 심한 폐 손상

이 일어나기 때문에 MMP는 최근 여러 폐 질환의

연구에서 많은 주목을 받고 있는데, 그 동안의 연

구에 의하면 MMP는 폐포 대식세포와 중성 백혈

구, 기도 상피세포 등에서 생산되며
16
, 급성 폐 손

상, 기관지 천식, 폐 섬유화증, 만성 폐쇄성 폐질환

의 병인에 관여하는 것으로 알려지고 있다. 폐 섬

유화증에는 TNF-α
17
, TGF-β

18
, IL-1

19
과 같은

여러 종류의 사이토카인이 관여하는데, 이 중

IFN-γ는 bleomycin 폐 섬유화 모델에서 폐 섬유

화를 억제한다고 알려져 있다
20,21
.

본 실험에서 가장 특징적인 소견은 폐 섬유화를

억제한다고 알려진 IFN-γ 투여에 의해서 폐 섬

유화가 가장 활발하게 일어나는 bleomycin 투여

후 14일 경의 폐 조직에서 활성화된 MMP-2의 비

율이 유의하게 감소한다는 것, 즉 MMP-2의 활성

화가 폐 섬유화 형성에 가장 중요한 시기에 IFN-

γ 투여에 의해서 억제된다는 있다는 것이다.

그 동안 MMP가 폐 섬유화증에 미치는 영향에

대해서는 여러 가지 상반된 주장이 많았다. 일부에

서는 MMP가 조직의 파괴를 증가시켜 폐 섬유화

를 촉진한다고 주장하는가 하면
22,23
일부에서는 세

포 외 기질을 분해하여 폐 섬유화를 억제한다고
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주장하기도 하였다
14
. 그러나 본 실험에서 MMP-2

의 활성화가 증가할수록 폐 섬유화가 심한 것으로

보아 MMP-2가 폐 섬유화를 악화시키는 것으로

판단되지만 본 실험은 동물실험이며 bleomycin에

의한 급성 폐 섬유화 모델이기 때문에 사람의 폐

섬유화증에 일반적으로 적용하기에는 무리가 있을

것으로 보인다.

Bleomycin 군과 bleomycin+IFN-γ 군의 MMP-

2의 총량이 양 군간 별다른 차이가 없고, IFN-γ

군에서 후기 폐 섬유화가 억제되어 있는 것을 감

안할 때, 폐의 섬유화의 형성에 MMP-2의 활성화

가 중요한 역할을 한다는 것을 본 실험으로 알 수

있었다. IFN-γ가 폐 섬유화를 억제하는 기전에

관한 최근의 연구에 의하면 IFN-γ는 강력한 섬

유화 사이토카인인 TGF-β를 억제함으로써 섬유

화가 일어나지 않도록 하는 것으로 알려지고 있는

데
7
, IFN-γ가 MMP-2의 활성화에 어떠한 영향을

미치는 지에 대해서는 아직 잘 알려져 있지 않다.

그동안 알려진 바에 의하면 MMP-2는 다른

MMP들과는 다르게 비활성화 상태로 생산되어 세

포 표면에서 활성화 되는데, 세포막의 MMP-2 활

성인자는 다양한 자극에 의해서 활성화되지만 특

히 TGF-β1에 의해 활성화 되는 것으로 보고되고

있다
24
. 따라서 본 실험에서 bleomycin+IFN-γ 군

에서 후기 폐 섬유화가 bleomycin 군에 비해서 억

제된 것은 IFN-γ의 투여에 의해서 TGF-β가 억

제되면서 MMP-2의 활성화가 억제되었기 때문이

아닐까도 추측될 수 있는데, 이에 대해서는 아직

알려진 것이 부족하기 때문에 IFN-γ에 의한

MMP-2의 비활성화에 대해서는 보다 많은 연구가

필요할 것으로 생각된다.

Bleomycin 투여 전후에 MMP들을 억제하면 폐

섬유화가 억제되는데
25,26

비해서, Betsuyaku
27
들에

의하면 MMP-9이 발현되지 않는 생쥐에 bleomy

cin을 투여하면 폐의 섬유화가 감소하지 않고 정상

적인 생쥐와 차이 없이 폐 섬유화가 진행되는 것

을 관찰할 수 있었다.

본 실험에서도 MMP-9은 IFN-γ 투여 초기에

는 증가하다가 시간이 지나면서 감소되어 거의 검

출이 안되는 수준으로 감소하였는데, 위의 여러 실

험결과와 종합하여 볼 때 MMP-9이 bleomycin 폐

섬유화 모델에서는 폐 염증과 섬유화에 별다른 중

요한 역할을 하지 않기 때문에, bleomycin 투여 후

오히려 감소했을 것으로 생각된다.

하지만 특발성 폐 섬유화 환자를 대상으로 한

여러 연구에 의하면
28
, 폐 조직에서 MMP-9이 다

른 MMP 보다 유의하게 증가하는 것을 보고한 바

있는데 이런 차이가 관찰되고 있는 것은 bleomy

cin 폐 섬유화 모델이 특발성 폐 섬유화증과 다른

차이점에 기인할 수도 있기 때문에 이에 대한 보

다 많은 연구가 필요하리라 생각된다.

TIMP는 MMP와 1대 1로 결합하여 MMP의 활

성을 억제하며 TIMP-1에서 -4까지 모두 4종류가

알려지고 있는데, TIMP는 MMP를 억제하는 기능

외에, 세포분열을 자극하고 세포소멸을 촉진하며
29
,

MMP를 증가시키는 작용을 한다
30
.

Madetes 들
31
은 TIMP-1과 -2가 bleomycin에 의

한 폐 손상에서 폐 섬유화에 중요한 역할을 함을

보고했으나, 본 실험에서는 TIMP-1가 TIMP-2가

zymography와 Western blot 모두에서 잘 검출되

지 않았고, 검출이 되더라도 미량으로 유의한 변화

를 볼 수 없었다. 여러 보고
6,32
에 의하면 폐의 섬

유화가 진행되는 것은 TIMPs의 작용이 중요한 요

인으로 지적되어 왔는데, 본 실험에서 TIMP의 작

용은 미미하며 MMP-2를 중심으로 하는 MMP가

폐 섬유화에 중요한 역할을 하는 것에 대해서는

실험동물이나 방법의 차이 등 여러 원인이 있을

것으로 생각되며, 이에 대해서는 보다 더 연구가

필요할 것으로 생각된다.

최근의 연구에 의하면 말기의 폐 섬유화로 진행

되는지 아니면 회복이 되는지 결정이 되는 데에는

환자의 사이토카인 표현형이 중요하며, Th-2 사이
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토카인인 IL-5와 IL-13은 폐의 섬유모세포의 증식

과 교원질의 생산을 촉진하고, IFN-γ와 같은

Th-1 사이토카인은 섬유모세포의 증식을 억제하

고 교원질의 생산을 억제하는 것으로 알려져,

Th-2 표현형이 우세하게 나타나면 폐 섬유화가

진행된다는 것이 알려져 있다
5
.

Th-1 사이토카인인 IFN-γ는 in vivo와 in

vitro 실험에서 폐 섬유화를 억제하는 작용이 관찰

되어 임상실험 중에 있으나
7
아직 정확한 작용기전

이 밝혀져 있지 않고 있으며, 일부의 연구에서는

초기에는 오히려 폐 염증을 악화시킨다는 반론도

제기되고 있다
33
.

본 실험에서 폐 섬유화 과정에서 Th-1과 Th-2

사이토카인의 상호작용을 알아보기 위하여 IFN-

γ투여 후 IL-4와 IL-13의 변화를 조사한 결과,

bleomycin 투여에 의해 IL-4는 감소되었으나 통계

적으로 유의하지 않았고, 길항작용을 하는 IFN-γ

에 의해서도 억제되지 않았다. IL-13도 bleomycin

투여나 IFN-γ에 의해서도 영향을 받지 않았고,

bleomycin 투여 후 IFN-γ를 투여한 군이나 IFN-

γ를 투여하지 않은 군이나 모두에서 큰 변화 없

이 거의 일정한 수준을 유지하였다.

Th-2 사이토카인의 폐 섬유화에서의 역할에 대

해서는 많은 이견이 있어왔다. IFN-γ가 발현되지

않는 쥐 bleomycin 폐 섬유화 모델에서 IL-4가 증

가되어 있지 않고
33
, bleomycin에 의해 폐 섬유화

가 잘 일어나는 동물품종에서 IL-4 mRNA가 증가

되어 있지 않는 등
34
여러 실험에서 IFN-γ와

IL-4는 독립적인 발현양상을 보이는 것이 관찰되

었는데, 본 실험의 결과도 위의 실험과 같이 IFN-

γ가 MMP를 조절하는 것은 Th-1과 Th-2 사이

토카인의 상호조절에 의한 것이 아닌 다른 기전에

의한 것이기 때문일 가능성이 크다는 것을 말해준

다. 그러나 IL-4 결핍 생쥐 모델에서 bleomycin을

투여하면 정상 생쥐에 비해서 유의하게 후기 폐

섬유화가 감소되는 등
35
, 많은 연구에서 IL-4가 폐

섬유화에 중요한 역할을 하는 것은 확실한 것으로

여겨지기 때문에, 폐 섬유화에서 Th-1과 Th-2 사

이토카인의 역할과 상호작용에 대해서는 보다 자

세한 연구가 필요할 것으로 생각된다.

결론적으로 bleomycin에 의한 폐 섬유화 모델에

서 IFN-γ투여에 의해 초기 폐 염증은 증가하지

만 후기 폐 섬유화는 억제된다는 것을 알 수 있었

고, IFN-γ가 폐 섬유화를 억제하는 것은 MMP-2

의 활성화를 IFN-γ가 억제하기 때문인 것으로

생각된다.

본 연구를 기초로 폐 섬유화증에서 MMP-2의

활성화를 조절하는 기전과 MMP-2의 활성화가 폐

섬유화에 미치는 영향에 대한 연구가 필요할 것으

로 생각되며, bleomycin 이외의 다른 종류의 폐 손

상에서 MMP-2의 활성화에 대해서도 연구가 필요

하리라고 생각된다.

요 약

연구배경 :

폐 섬유화증의 진행에는 세포외 간질의 대사에 관

여하는 gelatinase가 중요한 역할을 하는 것으로

알려져 있으며, gelatinase의 작용은 사이토카인을

비롯한 여러 가지 요소에 의해 조절되는 것으로

알려져 있다. 지금까지 interferon-γ(IFN-γ)는 폐

섬유화를 억제하는 것으로 알려져 있지만 gelati

nase의 작용에 IFN-γ가 미치는 영향은 잘 밝혀

져 있지 않다.

이에 저자들은 bleomycin 유도 백서 폐 섬유화

모델에서 IFN-γ가 폐 섬유화에 미치는 영향과

MMP-2, -9과 이의 길항제인 TIMP-1, -2 그리고

Th-2 사이토카인의 변화에 미치는 영향을 조사함

으로써, IFN-γ가 폐 섬유화증에 미치는 영향과

기전을 연구하고자 하였다.

재료 및 방법 :

Sprague-Dawley계의 수컷 흰쥐를 정상 대조군,
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bleomycin 군, bleomycin+IFN-γ 군의 세 군으로

나누어, bleomycin 군 과 bleomycin+IFN-γ 군은

bleomycin sulfate를 생리식염수에 섞어 기관 내로

주입하였고(6 U/kg), bleomycin+IFN-γ 군은 IFN

-γ를 14일간 근육주사 하였다(2×105 U/kg). 실

험동물은 3, 7, 14, 28일에 폐를 얻어 hematoxylin

eosin 염색과 Masson's trichrome 염색을 하여 폐

의 염증 반응과 섬유화 정도를 관찰하였고, 폐 조

직 내의 hydroxyproline 함량, MMP-2, -9,

TIMP-1, -2에 대한 Western blot, zymography와

reverse zymography, IL-4와 IL-13에 대한 ELISA

검사를 시행하였다.

결 과 :

1. 폐 염증은 bleomycin 투여 7일째에는 IFN-γ를

투여한 경우 더 심하게 일어났으나(bleomycin 군 :

bleomycin+IFN-γ 군=2.08±0.15 : 2.74±0.29,

P<0.05), 폐 섬유화는 bleomycin 투여 후 28일째

IFN-γ 투여에 의해 유의하게 감소되었다(bleomy

cin 군 : bleomycin+IFN-γ 군=3.94±0.43 : 2.46±

0.13, P<0.05).

2. 폐 내 hydroxyproline 함량은 bleomycin 투여

28일 후 IFN-γ 투여에 의해 유의하게 감소되었다

(bleomycin 군 : bleomycin+IFN-γ 군=294.04±

31.73 μg/g : 194.92±15.51 μg/g, P<0.05).

3. Bleomycin 투여에 의해 MMP-2 단백질의 양이

증가되는 소견이 Western blot에서 관찰되었는데

MMP-2의 증가는 bleomycin 투여 14일에 최고에

이르렀으며, IFN-γ의 투여에 의해 bleomycin에

의한 MMP-2의 증가는 억제되었으나 대조군 수준

으로 감소하지는 않았다.

4. Zymography 검사에서 bleomycin 투여 3일째에

는 활성화된 형태의 MMP-2가 IFN-γ에 의해 유

의하게 증가되었으나(bleomycin 군 : bleomycin+

IFN-γ 군=209.63±7.60% : 407.66±85.34%, P<

0.05), 투여 14일 후에서는 IFN-γ에 의해 활성화

된 상태의 MMP-2가 유의하게 감소되었다(bleo

mycin 군 : bleomycin+IFN-γ 군=159.36±20.93%

: 97.23±12.50%, P<0.05).

5. Bleomycin을 투여한 후 bleomycin 군과 bleo

mycin+IFN-γ 군 모두에서 IL-4의 양이 감소되었

으나, 두 군간 차이는 통계적으로 유의하지는 않았

고, IL-13은 별 다른 차이가 없었다.

결 론 :

Bleomycin에 의한 백서 폐 섬유화 모델에서 IFN-

γ는 초기 폐 염증을 증가시키지만 후기 폐 섬유

화는 억제시킨다는 것을 알 수 있었다. IFN-γ가

폐 섬유화를 억제하는 것은 MMP-2의 활성화를

억제하기 때문인 것으로 생각한다. 또한 IFN-γ에

의한 MMP-2의 기능 억제는 Th-2 사이토카인을

억제하여 이루어지는 것 같지는 않았다.

본 논문을 기초로 향후 IFN-γ가 MMP-2의 활

성화를 조절하는 기전과 MMP-2의 활성화가 폐

섬유화에 미치는 영향에 대한 연구가 필요할 것으

로 생각한다.
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