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TGF-β1으로 자극한 사람중피세포주에서 조직플라스미노겐 활성제가 미치는 
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The Effect of Tissue Plasminogen Activator on TGF-β1 Pre-Treated 
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Background: In an effort to find alternative therapeutic agents to prevent excessive fibrosis as a sequela to 
complicated parapneumonic effusion or empyema, we examined the effect of tissue plasminogen activator (tPA) 
as a fibrinolytic agent combined with talc or transforming growth factor (TGF)-β1 in a human pleural mesothelial 
cell line, MeT-5A. 
Methods: MeT-5A cells were stimulated with various doses of talc, doxycycline or TGF-β1 for 24 h and then 
were treated with tPA for an additional 24 h. Cell viability was measured by MTT assay. The production of 
interleukin (IL)-8 and vascular endothelial growth factor (VEGF) in the culture supernatants was measured by ELISA. 
Real-time PCR was carried out for measurement of type I collagen mRNA. 
Results: MeT-5A cells treated with talc showed a dose-dependent increase in production of IL-8. Talc also increased 
production of type I collagen mRNA at low doses, but talc did not influence the induction of VEGF. Addition 
of tPA to talc-stimulated cells showed further increases in the production of IL-8, but tPA did not influence the 
production of VEGF or type I collagen mRNA. TGF-β1 increased the production of both VEGF and collagen type 
I mRNA, both of which were effectively inhibited by additional tPA treatment in MeT-5A cells.
Conclusion: TGF-β1 is a potent inducer of collagen synthesis without induction of IL-8 in MeT-5A cells. Addition 
of tPA after TGF-β1 stimulation inhibited further fibrosis by direct inhibition of collagen mRNA synthesis as well 
as by inhibition of VEGF production.
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서   론

　중피세포는 흉막과 복막 표면을 덮고 있는 세포로서 포

식작용과 함께 세포용해 성분, 응고물질, 세포 외 기질성

분을 분비하고, 포식세포에 대한 화학주성분을 분비하여 

각종 염증 반응이나 흉막 비후와 관련된 섬유화에 중요한 

역할을 하는 세포이다1. 중피세포는 tumor necrosis factor 

(TNF)-α, platelet derived growth factor (PDGF), epi-

thelial growth factor (EGF) 등의 다양한 성장촉진 물질들

에 의해 세포증식이 촉진되며 세포자멸사(apoptosis)를 

통해 일정한 세포 수를 유지한다고 알려져 있다1. 흉막 중

피세포에 대해서는 재발성 흉막염 치료의 일환으로 시행

되는 흉막 유착술(pleurodesis)과 연관되어 다양한 실험이 

진행되고 있으며, 중피세포의 염증 후 섬유화에 대한 관심
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은 심혈관계, 수술 후 복막의 유착과 같은 분야뿐만 아니

라 폐나 흉막의 섬유화에 대한 분야까지 다양하게 집중되

어 있어 섬유용해소 등을 이용하여 이를 방지하기 위한 

연구도 활발하게 진행되고 있다
2-5

. 최근에 스트렙토키나

아제(streptokinase)를 사용한 대규모 무작위 연구에서 스

트렙토키나아제가 농흉이나 부폐렴성 흉막염 이후에 발

생하는 흉막의 섬유화를 방지하는데 큰 영향을 미치지 못

한다는 연구발표6 이후에 많은 연구자들이 흉막비후 방지

를 위한 대체적인 약물을 찾기 위해 노력 중에 있다.

　플라스미노겐 활성제(plasminogen activator)는 이전부

터 혈전용해 치료에 이용되고 있는 약물로, 조직 플라스미

노겐 활성제(tissue-type plasminogen activator, tPA)와 

우로키나제 플라스미노겐 활성제(urokinase-type plasmi-

nogen activator, uPA)로 구분된다7. 조직 플라스미노겐 

활성제 및 우로키나제 플라스미노겐 활성제는 다양한 연

구를 통해 섬유소 용해 능력뿐 아니라 혈관내피세포, 피질 

별아교세포(cortical astrocyte) 등 다양한 종류의 세포들

에서 염증에 관여하는 시토카인 및 케모카인 생산에 관여

한다고 보고되었다
7
. 또한 혈관내피세포, 종양세포 등에

서 TNF-α 등의 염증성 시토카인에 의해 이들의 발현이 

조절될 수 있다고 보고되었다
8
. 최근 몇 개의 증례 및 비조

절 연구
9-12

를 통하여 조직 플라스미노겐 활성제를 부폐렴

성 흉막염 및 농흉을 가진 환자에서 섬유용해제로서 흉강 

내로 투여한 결과 일부분의 환자에서 임상적인 호전과 무

관하게 배액되는 흉수의 양이 증가하는 결과를 보였으나, 

최근까지 대규모 연구결과는 없는 상태이다.

　본 연구에서는 흉막염 및 농흉에서 합병증으로 발생하

는 흉막비후를 줄이기 위한 다른 유용한 섬유용해제를 찾

기 위해 사람의 정상 흉막 중피세포 유래주인 MeT-5A 세

포주에서 talc, doxycycline 및 transforming growth factor 

(TGF)-β1 등의 흉막유착제를 투여하여 흉막유착과 같은 

상황을 만들고, 이에 섬유용해제인 조직 플라스미노겐 활

성제를 추가 처리한 후 나타나는 중피세포의 변화를 관찰

하고, 흉막비후와 관련된 시토카인 및 콜라겐 mRNA 발현 

변화를 측정하여 조직 플라스미노겐 활성제의 작용 기전

을 밝혀보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 재료

　세포주 배양에 Medium 199, 우태아혈청(fetal bovine 

serum), Eagle's BSS, L-glutamine, epidermal growth fac-

tor (EGF), 중탄산나트륨, 항생제, trypsin-EDTA (Gibco 

Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA, USA)와 Hydro- 

cortisone 및 insulin (Sigma, St. Louis, MO, USA)을 사용

하였다. 세포주 자극에 사용한 흉막유착제로는 asbes-

tos-free talc powder (Sigma, St. Louis, MO, USA), dox-

ycycline (Fujisawa, Deerfield, IL, USA)과, recombinant 

human TGF-β1 (R&D systems, Minneapolis, MN, USA)

을 사용하였다. 섬유용해소로는 조직 플라스미노겐 활성

제(tPA, Boehringer ingelheim, Germany)를 사용하였다.

2. 세포주 배양 

　MeT-5A 사람중피세포주는 ATCC (American Type 

Culture Collection; Manassas, VA, USA)로부터 구입하여 

사용하였다. MeT-5A 세포는 CO2 세포배양기(37oC, 5% 

CO2)에서 Eagle's BSS, 75 mM L-glutamine, 1.25 g/L 중탄

산나트륨, 3.3 mM EGF, 400 nM hydrocortisone, 870 nM 

insulin, 20 mM HEPES와 10% 우태아 혈청이 함유된 

Medium 199로 배양하였다.

3. 중피세포 생존율 측정

　세포생존율을 평가하기 위해 3-(4,-5-dimethylthiazol- 

2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) 분석을 시

행하였다13. MeT-5A 세포(1×104개/well)를 96 well-flat- 

bottom plated에 분주하고 18시간 이상 CO2 배양기에서 

배양하여 세포가 바닥에 붙도록 한 후, 다양한 농도의 

talc, doxycycline, TGF-β1 및 조직 플라스미노겐 활성제

가 포함된 배양액으로 교체한 후 24시간 배양하였다. 각 

well당 MTT 용액 50μL를 첨가하고 37
o
C에서 4시간 반응

시켰다. 4시간 후 원심분리로 배양액을 제거하고 침전물

에 100μL의 DMSO를 첨가하여 침전물을 녹인 후 환원된 

MTT를 microplate reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

를 이용하여 570 nM의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 

이 흡광도 값을 이용하여 세포생존율을 정상 대조군과 비

교하여 백분율(%)로 표시하였다.

4. 시토카인 측정

　Talc, doxycycline 및 TGF-β1으로 각각 자극한 MeT- 

5A 세포 배양액에 포함된 IL-8 또는 VEGF를 enzyme- 

linked immunosorbent assay (ELISA) kits (R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA)을 이용하여 제조사의 권장 방법

에 의해 측정하였다. 간략하면, anti-cytokine capture an-

tibody를 coating buffer (0.1 M carbonate, pH9.5)에 희
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Table 1. Primers used for RT-PCR or real-time RT-PCR

Primer Sequences

IL-8 Sense: 5'-GTGCCTTGGTTTCTCCTTTATTT-3'
  Anti-sense: 5'- TGTGGAGTTTTGGCTGTTTTAAT-3'

VEGF Sense: 5'-AACCATGAACTTTCTGCTGTCTT-3'
  Anti-sense: 5'-TGCAAGTACGTTCGTTTAACTCA-3'

MMP-9 Sense: 5'-GACTTGAACTTCAGCTCTTGGAA-3'
  Anti-sense: 5'-AAGGGTTACCAAATCCCACTTTA-3'

MCP-1 Sense: 5'-CTTCACTTTCCTGGGTAAGGAGT-3'
  Anti-sense: 5'-CCTTGAACAAATACAGCTGGTTC-3'

RANTES Sense: 5'-CCAGAAACATCCAATTCTCAAAC-3'
  Anti-sense: 5'-GGTAGAACTGTGGTTCAAGAGGA-3'

Collagen-1 Sense: 5'-TCTCCTGGTGAACAAGGTCC-3'
  Anti-sense: 5'-GAATCCATCGGTCATGCTCT-3'

β-actin Sense: 5'-TTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTC-3'
  Anti-sense: 5'-AAGGGTGTAACGCAACTAAGTCA-3'

RT-PCR: reverse transcriptase polymerase chain reaction; VEGF: vascular endothelial growth factor.

석하여 microtiter plate (Costar, Acton, MA, USA)에 분주

하고 4
o
C에서 하룻밤 동안 부착시킨 후, 0.05% Tween 20

이 함유된 PBS (0.05% PBST)로 3회 세척하고 10% 

FBS-PBS로 차단시켰다. 세포배양액을 10% FBS-PBS로 희

석하여 평판의 각 well에 분주한 후 상온에서 2시간 반응

시킨 후 0.05% PBST로 4회 세척하였다. 검출항체에 bio-

tin이 부착된 항 IL-8 항체 및 항 VEGF 항체와 horseradish 

peroxidase (HRP)-conjugated streptavidin을 10% FBS- 

PBS로 250배 희석하여 각 well에 첨가한 후 상온에서 1시

간 반응시켰다. 그 후 0.05% PBST로 세척한 후 tetra-

methyl benzide (TMB)와 hydrogen peroxide의 혼합액을 

각 well에 첨가하여 어두운 상온에서 반응시킨 후 2N 

H2SO4 용액으로 발색반응을 정지시켰다. 흡광도는 ELISA 

microplated reader (BioRad)를 이용하여 450 nm 파장에

서 측정하였다. 분비된 시토카인 양은 human recombi-

nant IL-8 또는 VEGF 표준곡선으로부터 유추하여 계산하

였다.

5. Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR)

　다양한 농도의 조직 플라스미노겐 활성제로 6시간 자

극한 MeT-5A세포로부터 Easy Spin-total RNA extraction 

kit (iNtRON, Seoul, Korea)를 이용하여 총 RNA를 추출하

였다. 추출한 RNA 1μg은 10 pmole/mL oligo-dT primer 

(Bioneer, Daejeon, Korea), 10 mM dNTP mix, 20 U re-

verse transcriptase (Invitrogen, CA, USA)가 포함된 50 

μL의 반응혼합액에서 42
o
C에서 60분, 95

o
C에서 5분간 

반응시켜 cDNA를 만들었다. 만들어진 cDNA는 IL-8, 

VEGF, angiopoientin (AGP)-2, matrix metallopeptidase 

(MMP)-9, monocyte chemotactic protein (MCP)-1 및 

regulated upon activation normal T-cell expressed and 

secreted (RANTES) 등과 같은 시토카인 및 케모카인에 대

한 primer (Table 1)를 사용하여 PCR 증폭시켰다. PCR을 

수행하기 위하여 cDNA 2μL, 10x PCR buffer 5μL, 0.2 

mM dNTP, 1.25 U Taq polymerase (Takara, Otsu, Shiga, 

Japan), 25 pmol primer, 2 mM MgCl2를 넣어서 50μL의 

반응액을 만든 다음 94
o
C에서 5분간 초기 변성(denatura-

tion) 후, 94oC에서 30초 변성, 57oC에서 30초간 불림

(annealing), 72
o
C에서 30초 확장(extension)하며 30주기 

동안 반응시켰다.

6. Real-time Polymerase Chain Reaction (PCR)

　Talc 및 TGF-β1로 자극한 MeT-5A 세포를 조직 플라

스미노겐 활성제로 24시간 처리한 후 I형 콜라겐 mRNA 

양의 변화를 real-time RT-PCR을 이용하여 측정하였다. 

MeT-5A 세포를 다양한 농도의 TGF-β1 및 talc가 함유된 

배양액에서 24시간 배양한 후 세포배양액을 제거하고 50 

μg/mL의 조직 플라스미노겐 활성제가 포함된 배양액으

로 교체한 후 24시간 배양하였다. 24시간 후 세포를 모아 

Easy Spin-total RNA extraction kit (iNtRON, Seoul, 

Korea)를 이용하여 총 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA 

1μg은 RT-PCR에서와 같은 방법으로 cDNA를 만들었다. 
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Figure 1. Effect of talc (A), doxycycline (B) or TGF-β1 
(C) on cell viability of MeT-5A cells. Cells were treated 
with various concentrations of talc, doxycycline or TGF-
β1, as indicated, for 24 hours. Cell viability was meas-
ured by MTT assay. *p＜ 0.01, †p＜0.001 compared 
with untreated group. MTT: magnetic tape transport.

만들어진 cDNA를 2.5μL의 10x PCR reaction buffer, 1 

mM의 dNTP, 200 nM의 I형 콜라겐 primer (Table 1), 2.5

μL의 Syber green (Bio-Rad)과 2.5 U의 Taq polymerase 

enzyme (Takara, Otsu, Shiga, Japan)이 포함된 25μL의 

반응액에 첨가한 후, 94oC에서 2분간 열 변성, 58.5oC에서 

30초간 불림 후 72
o
C에서 30초간 확장을 40회 반복하는 

PCR 반응을 시행하였다. 이러한 PCR 반응은 iQ
TM

5 cycler 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 시행하였다.

　PCR 생산물에 첨가되는 SYBR green의 양을 측정하여 

cDNA의 실시간 양적인 변화를 분석하였으며, I형 콜라겐 

cDNA양을 β-actin cDNA양과 비교 분석하여 PCR 반응

이 시작될 당시의 I형 콜라겐 RNA의 상대적 양으로 표시

하였다.

7. 통계 처리

　결과는 3회 이상의 독립적인 실험 결과로서 각각의 실

험 물질의 투여농도에 따른 세포생존율과 IL-8, VEGF 및 

collagen 1 mRNA 수치의 변화는 one-way ANOVA test를 

이용하여 분석하였고, tPA 투여 유무에 따른 차이는 stu-

dent t-test로 비교 분석하였다. 실험결과는 평균(mean)과 

표준편차(standard deviation, SD)를 산출하여 표시하였

다. 통계 분석에는 SPSS for Windows version 12.0 (SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA)를 사용하였다.

결   과

1. MeT-5A 세포주에서 talc, doxycycline 및 TGF-β1 

자극에 의한 세포생존율 변화

  100∼800μg/mL 농도의 talc로 자극한 MeT-5A 세포는 

아무 자극도 하지 않은 대조군에 비해 세포생존율에 거

의 변화가 없었으나 1,000μg/mL 이상의 농도로 자극 

시 세포 독성이 나타나 생존율이 70%대로 급격히 감소하

였다(p＜0.001, Figure 1A). Doxycycline도 5μg/mL까

지의 농도에서는 대조군과 비슷한 수준의 생존율을 보였

으나 20μg/mL의 농도에서는 세포생존율이 의미있게 감

소됨을 관찰하였다(p＜0.01, Figure 1B). TGF-β1의 경
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Figure 2. Effect of talc, doxycycline or TGF-β1 on pro-
duction of IL-8 (A), VEGF (B) or type I collagen mRNA (C) 
from MeT-5A cells. Cells were treated with talc (200μg/ 
mL), doxycycline (5μg/mL) or TGF-β1 (5 ng/mL) for 24 
hours, respectively. The level of IL-8 or VEGF in the culture 
supernatants were determined by ELISA kit. The level of 
type I collagen mRNA was determined by real time 
RT-PCR. *p＜0.01, †p＜0.001, compared with untreated 
group. ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay.

우는 실험에 사용된 5, 10 및 20 ng/mL의 농도에서 대조

군과 비교하여 세포생존율에 변화가 거의 없음을 관찰하

였다(Figure 1C).

2. MeT-5A 세포주에서 talc, doxycycline 및 TGF-β1 

자극에 의한 IL-8, VEGF 및 type I collagen mRNA 

생산 변화

　MeT-5A 세포주를 아무 자극 없는 배양액(대조군)과 세

포생존율 측정(Figure 1)에서 세포 독성을 나타내지 않았

던 200μg/mL의 talc, 5μg/mL의 doxycycline 및 5 

ng/mL의 TGF-β1으로 24시간 자극한 후(Figures 2A, B) 

talc의 경우 대조군에 비해 IL-8 생산이 의미있게(p＜ 

0.001) 증가하였으나 VEGF의 증가는 관찰되지 않았으며, 

반면, TGF-β1의 경우 대조군에 비해 VEGF 생산이 의미

있게(p＜0.001) 증가하였으나, IL-8 생산은 변화가 없었

다. 또한, 각 흉막유착제로 24시간 자극한 MeT-5A 세포주

를 모아 총 RNA를 분리한 후 real-time RT-PCR로 I형 콜

라겐 mRNA의 변화를 관찰한 결과(Figure 2C), TGF-β1

으로 자극한 경우에만 collagen mRNA의 양이 의미있게(p

＜0.01) 증가하였으나 talc 또는 doxycycline에 의해서는 

변화가 없음이 관찰되었다.

3. 조직 플라스미노겐 활성제 자극에 따른 MeT-5A 

세포의 변화

　5∼50μg/mL 농도의 조직 플라스미노겐 활성제로 

MeT-5A를 처리하였을 때는 아무런 자극이 없는 대조군

과 거의 비슷한 세포생존율이 관찰되었으나 50μg/mL보

다 높은 농도로 처리할 경우 점차 생존율이 감소하였다(p

＜0.01, Figure 3A). 또한 다양한 농도의 조직 플라스미

노겐 활성제로 MeT-5A를 자극한 후 염증반응 및 흉수 

생성과 관련된 여러 시토카인 및 케모카인의 발현을 

RT-PCR (Figure 3B) 또는 ELISA (Figures 3C, D)로 측정

한 결과, IL-8, VEGF 및 MCP-1은 조직 플라스미노겐 활

성제 처리에 의해 대조군과 거의 비슷한 수준의 발현이 

관찰되었으나, AGP-2, MMP-9 및 RANTES는 발현이 관찰

되지 않았다.
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Figure 3. Effect of tPA on MeT-5A cells. Cells were treated with various concentration of tPA, as indicated, for 24
hours. (A) Cell viability was measured by MTT assay. (B) The induction of cytokine mRNA or chemokine mRNA was
determined by RT-PCR. The level of IL-8 (C) or VEGF (D) in culture supernatants were determined by ELISA. *p＜0.01,
compared with untreated group. MTT: magnetic tape transport; RT-PCR: reverse transcriptase polymerase chain re-
action; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay.

4. Talc 및 TGF-β1로 자극한 MeT-5A 세포주에서 조직 

플라스미노겐 활성제 처리에 의한 IL-8 생산 변화

　아무 자극을 가하지 않은 대조군에 비해 talc로 24시간 

자극한 MeT-5A 세포주는 처리한 talc 농도에 비례하여 

IL-8의 생산이 증가하였으며, 이에 24시간 동안 추가로 50

μg/mL의 조직 플라스미노겐 활성제로 자극하였을 때 저

농도의 talc 투여에 따른 IL-8 생산 증가를 더 촉진시켰다

(Figure 4A). 반면, TGF-β1의 경우 대조군과 비교하여 

IL-8 생산량의 변화가 없었으며, 조직 플라스미노겐 활성

제 추가자극에 의해서도 IL-8 생산에 변화가 없음을 관찰

하였다(Figure 4B).

5. Talc 및 TGF-β1로 전 처리한 MeT-5A 세포주에서 

조직 플라스미노겐 활성제 자극에 의한 VEGF 생산 

변화

　Talc로 24시간 동안 자극한 MeT-5A 세포주에서 대조군

과 비슷한 수준의 VEGF 양이 측정되었으며, 이후에 조직 

플라스미노겐 활성제의 추가자극에도 변화가 없었다

(Figure 5A). 반면, TGF-β1으로 24시간 동안 자극한 경

우 VEGF 생산이 현저히 증가되었으며, 증가된 VEGF 생

산은 조직 플라스미노겐 활성제 추가 처리에 의해 의미있

게 감소됨이 관찰되었다(Figure 5B).
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Figure 5. Effect of additional treatment of tPA on VEGF production from talc- or TGF-β1-treated MeT-5A cells. Cells
were treated with various concentration of talc (A) or TGF-β1 (B), as indicated, for 24 hours. Then 50μg/mL of tPA
were added to each cell and cultured for additional 24 hours. The level of VEGF in culture supernatants were determined
by ELISA kit. *p＜0.01 compared with tPA-untreated group. tPA: tissue plasminogen activator; ELISA: enzyme-linked
immunosorbent assay.

Figure 4. Effect of additional treatment of tPA on IL-8 production from talc- or TGF-β1-treated MeT-5A cells. Cells
were treated with various concentration of talc (A) or TGF-β1 (B), as indicated, for 24 hours. Then 50μg/mL of tPA
were added to each cell and cultured for additional 24 hours. The level of IL-8 in culture supernatants were determined
by ELISA kit. *p＜0.05, †p＜0.01 compared with tPA-untreated group. tPA: tissue plasminogen activator; ELISA: en-
zyme-linked immunosorbent assay.

6. Talc 및 TGF-β1로 전 처리한 MeT-5A 세포주에서 

조직 플라스미노겐 활성제 자극에 의한 type I 

collagen mRNA 변화

　Talc로 24시간 동안 자극한 MeT-5A 세포주는 talc 농도

를 증가시킴에 따라 I형 콜라겐 mRNA 양이 점차 증가한 

후 감소하는 경향을 보였으며, 이렇게 talc로 자극한 세포

에 조직 플라스미노겐 활성제를 24시간 동안 추가로 처리

한 경우 collagen mRNA 발현 정도에는 거의 변화가 없었

다(Figure 6A). TGF-β1으로 MeT-5A 세포주 자극 시 농

도가 증가함에 따라 점차 I형 콜라겐 mRNA 발현이 2배 

이상 의미있게 증가되었으며, 조직 플라스미노겐 활성제

를 추가 처리한 후에 현저하게 I형 콜라겐 mRNA 발현이 

감소되는 것을 관찰하였다(Figure 6B).
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Figure 6. Effect of additional treatment of tPA on type I collagen mRNA induction from talc- or TGF-β1-treated MeT-5A
cells. Cells were treated with various concentration of talc (A) or TGF-β1 (B), as indicated, for 24 hours. Then 50μg/mL
of tPA were added to each cell and cultured for additional 24 hours. The expression of type I collagen mRNA determined
by real-time RT-PCR. *p＜0.05 compared with tPA-untreated group. tPA: tissue plasminogen activator.

고   찰

　본 연구는 농흉이나 부폐렴성 흉막염의 합병증으로 발

생하는 흉막의 섬유화를 막기 위해 사용되는 조직 플라스

미노겐 활성제의 기전을 알기 위하여 중피세포주에서 흉

막의 섬유화를 유발하는 TGF-β1과 같은 흉막유착제로 

처치하기 전후에 중피세포주로부터 분비되는 IL-8 및 

VEGF의 변화를 관찰하고자 했던 연구이다. 조직 플라스

미노겐 활성제 자체는 MeT-5A 중피세포주에 대하여 저농

도(＜50μg/mL)에서 세포 생존율이나 IL-8, VEGF 및 각

종 흉수 생산과 관련된 케모카인 생성에 큰 영향이 주지 

않았다(Figure 3). 반면에 TGF-β1으로 먼저 자극한 

MeT-5A 세포주를 조직 플라스미노겐 활성제로 추가 처리

하면 TGF-β1 처치로 인하여 증가되었던 VEGF의 생산이 

의미있게(p＜0.01) 감소하였으며, I형 콜라겐 mRNA의 

생성 증가 즉, 섬유화도 감소함이 관찰되었다(p＜0.05).

　임상에서 흉막유착은 다양한 원인에 의한 삼출성 흉막

염의 합병증으로 발생하여 제한성 폐장애를 일으키기도 

하지만, 악성 흉수가 반복적으로 발생하여 호흡곤란을 일

으키는 악성 흉막삼출증의 치료방법으로 이용하기도 한

다. 흉막유착술은 흉막에 섬유화를 일으켜 흉강을 폐쇄시

킴으로써 주로 악성 흉수의 생성을 저지하는 치료법으로 

흉막섬유화 기전에 대해서는 아직도 논란이 많다. 세균 

또는 talc 및 doxycycline과 같은 화학물질이 흉강 내로 

들어가게 되면 대식세포가 활성화되어 중피세포를 자극

하는 다양한 매개물질들을 분비하게 되고, 활성화된 중피

세포로부터 분비된 IL-8과 같은 전-염증성 시토카인이 흉

강 내로 호중구들과 단핵구들의 이동을 초래하여 염증반

응이 일어나게 된다14. 이후 염증반응이 해소되면서 섬유

아세포의 증식 및 콜라겐 합성이 증가되어 흉막섬유화가 

진행되는데, 이 때 흉막 중피세포가 중요한 역할을 담당한

다고 여겨진다. 이러한 염증 반응은 흉막유착술 시술 후 

동반되는 발열 및 통증의 원인이 되며, 폐와 흉막벽 사이

의 섬유화 유착이 심하게 진행되어 심각한 제한성 호흡장

애를 초래하기도 한다15,16. 본 연구에서는 talc를 처치한 

경우 그 용량에 따라서 IL-8이 점차 증가되었고, 섬유화 

반응을 나타내는 I형 콜라겐 mRNA가 저용량에서 증가하

였다가 고용량에서는 점차 감소하는 경향을 보여 고용량

의 talc는 세포독성으로 인하여 오히려 섬유화 반응이 떨

어지는 것으로 보인다.

　최근 들어 talc 혹은 doxycycline과 같은 흉막유착제의 

부작용을 예방하며 흉막에 염증을 덜 일으키면서 흉막유

착을 효과적으로 유도하는 TGF-β가 그 대안으로 제시되

고 있다17-20. 이와 연관하여 TGF-β3를 토끼의 흉강 내로 

투여할 경우 흉막유착이 성공적으로 이루어지며, 사람 흉

막 중피세포로부터는 콜라겐 mRNA 합성을 증가시킨다는 

보고가 있으며19, 또한, TGF-β2가 흉막 중피세포로부터 

vascular endothelial growth factor (VEGF) 분비를 촉진

시켜 흉수 분비가 증가할 수 있다고 보고되었다
20
. 그러나 

TGF-β가 어떠한 기전으로 흉막유착을 일으키는지는 잘 
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알려져 있지 않다. 일부의 실험적인 연구에 따르면 농흉 

토끼의 흉수 내 TGF-β1 양은 흉막비후와 직접적인 관련

이 있으며
21

, TGF-β1은 섬유화와 관련이 많은 플라스미

노겐 활성 억제제(plasminogen activator inhibitor-1, 

PAI-1) 발현을 촉진시켜 섬유성 질환을 유발한다22. 사람 

중피세포주인 MeT-5A를 이용한 본 연구의 결과에서도, 

talc는 IL-8의 생성을 증가시키면서 I형 콜라겐 mRNA의 

생성을 증가시킨 반면, TGF-β1은 IL-8 생산 증가 없이 

I형 콜라겐 mRNA의 생성을 증가시켜 섬유화를 진행시켰

으며, 또한 VEGF의 생산도 증가시키는 것으로 확인되어 

이전의 연구들19,20과 유사한 결과를 관찰하였다. VEGF는 

혈관 누수를 유발하여 흉수 및 복수 형성에 관여하는 시토

카인으로 TGF-β에 의해 상피세포나 몇몇 종양세포에서 

분비되며, 사람의 흉막에는 VEGF 수용체가 높게 발현되

고 있어 흉수 생성에 있어서 VEGF가 중요한 역할을 담당

한다고 여겨지고 있다
23-29

. 실제로 Light 등
17

은 TGF-β2

를 토끼 흉막에 주사하였을 때 talc나 doxycycline보다 더 

효과적인 흉막유착을 유도하지만 많은 양의 흉수 생산 또

한 자극한다고 보고하였다. 본 연구에서는 talc로 전 자극

한 MeT-5A 세포주에서 IL-8 생성이 증가하고, 조직 플라

스미노겐 활성제를 추가로 투여하게 되면 50μg/mL의 저

농도 조직 플라스미노겐 활성제에서는 오히려 IL-8 생성

이 더욱 증가된 결과를 보이고 있다. 조직 플라스미노겐 

활성제가 혈관내피세포, 피질 별아교세포 및 종양세포 등

을 자극하여 TNF-α 등의 염증성 시토카인을 분비한다는 

연구7,8를 볼 때 조직 플라스미노겐 활성제 자체가 염증성 

시토카인을 분비할 수도 있을 것으로 생각된다. 그러나 

TGF-β1의 경우에는 IL-8에 대한 영향이 없으며, 조직 플

라스미노겐 활성제 추가 투여도 IL-8 생성 변화에 영향을 

미치지 못하였다. 따라서 각각 다른 여러 가지 종류의 흉

막유착제는 중피세포에 각기 다르게 작용하며, 조직 플라

스미노겐 활성제 또한 다양한 흉막유착에 대하여 각기 다

르게 다양한 기전으로 작용할 것으로 예상되어, 이에 대한 

추가적인 연구가 필요할 것이다.

　조직 플라스미노겐 활성제를 포함한 섬유용해제의 흉

강 내 작용에 대한 자세한 기전은 아직 잘 알려져 있지 

않지만, 최근 여러 임상연구
30-34

에 따르면 폐렴에 합병된 

흉막삼출증 및 농흉 성인 환자들에서 재조합 조직 플라스

미노겐 활성제를 흉강 내로 주입하면 흉수가 효과적으로 

배출되어 흉부 방사선 소견도 향상되고, 약 72∼93%의 

환자가 수술을 피할 수 있으며, 염증 표지들이 현저히 감

소된다고 보고되었다. 그러나 농흉 및 부폐렴성 흉막염 

환자를 대상으로 한 대규모 무작위 연구
6
에서는 섬유용해

제로서의 스트렙토키나아제 흉강 내 투여로 사망률이나 

수술적 처치의 감소, 입원기간의 단축과 같은 효과는 볼 

수 없었다고 발표한 바 있고 조직 플라스미노겐 활성제를 

사용한 대규모 연구는 없는 상태여서 아직까지도 섬유용

해제의 흉강 내 치료에는 논란의 여지가 많다고 여겨진다.

　기존의 동물실험 모델에서 효과적인 흉막유착 효과를 

보고하였던 TGF-β1을 조직 플라스미노겐 활성제와 병

합치료 할 경우 중피세포 자체에 큰 자극 없이 TGF-β1에 

의한 VEGF 생산을 억제하여 흉수의 생성을 억제할 수 있

으며 또한 collagen 합성을 억제하여 흉막유착술 후에 일

어날 수 있는 과도한 섬유화에 의한 유착 등의 합병증을 

예방할 수 있는 가능성을 제시하였지만 부폐렴성 흉막염

이나 농흉에서 발생하는 흉막의 섬유화와 흉막유착제를 

사용한 섬유화는 기전이 다를 수 있기 때문에 본 연구의 

결과를 직접 적용하여 흉막유착술 후의 합병증을 예방할 

수 있다는 결론에 도달하기에는 아직 일부 제한점이 있다. 

또한, 각종 흉막염 환자들의 중피세포는 정상 중피세포주

인 MeT-5A와는 달리 이미 여러 염증 자극에 노출되어 있

어 TGF-β1 및 조직 플라스미노겐 활성제에 대해 다르게 

반응할 수도 있기 때문에 각기 다른 원인으로 흉막 섬유화

가 진행된 흉피세포에서의 조직 플라스미노겐 활성제의 

효과 또한 다양할 것으로 판단되어 향후 기전에 대한 광범

위한 연구도 진행되어야 할 것으로 판단되며 본 연구가 

방향을 제시하는 데 도움이 될 것으로 여겨진다. 

　본 연구를 요약해보면 MeT-5A 세포주에서 talc는 IL-8 

생산을 증가시키며, TGF-β1는 VEGF 및 I형 콜라겐 생산

을 증가시킨다. MeT-5A 세포주에서 조직 플라스미노겐 

활성제는 IL-8, VEGF 및 I형 콜라겐 생산에 아무런 영향을 

미치지 못하지만, TGF-β1의 전 처치로 인한 VEGF 및 

I형 콜라겐 생산 증가를 억제하는 효과를 보였다. 부폐렴

성 흉막염이나 농흉에 의한 흉막의 섬유화와 관련된 정확

한 기전이 알려져 있지는 않으나 일부 제한점에도 불구하

고 조직 플라스미노겐 활성제는 흉막의 섬유화 예방에 중

요한 역할을 할 것으로 보이며, 특히 콜라겐 생성이 증가

된 상황에서는 흉막 섬유화 예방에 효과가 클 것으로 판단

된다.
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