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Objective. βig-h3 is a 68kDa extracellular matrix protein 

which is overexpressed in synovial tissues of rheumatoid 

arthritis (RA). Previous results proved that βig-h3 frag-

ments are relevant to adhesion and migration of synovial 

fibroblast and angiogenesis through interaction with αvβ

3 integrin. We designed a recombinant βig-h3 protein 

consisting of a fas-1 domain and RGD motif and evaluated 

the therapeutic efficacy in RA.

Methods. Inhibitory effect of adhesion and migration of 

NIH3T3 cell line was evaluated in 96 well microtiter and 

transwell plates coated with βig-h3. Clinical arthritis in-

dex was evaluated after treating CIA mice with MFK12. 

Immunohistochemical staining in synovial tissues were 

performed. Expression of transcripts and proteins of in-

flammatory mediators were analyzed by semi-quantitative 

RT-PCR and immunoblotting.  

Results. Recombinant protein consisted of 4
th fas-1 domain 

truncated for H1 and H2 sequences and RGD peptide 

(MFK12), had M.W. of 10.4kDa. βig-h3 mediated adhe-

sion and migration of NIH3T3 cell line were significantly 

inhibited in a dose-dependent manner. Arthritis severity 

and incidence were efficiently reduced when CIA mice 

were treated with MFK12 at 30 mg/kg/day compared with 

the control. Immunohistochemical staining of joint tissues 

in MFK12 treated mice exhibited reduced angiogenesis. In 

treated mice, expression of transcripts regarding in-

flammatory mediators was markedly suppressed and im-

munoblotting of ICAM-1 and RANKL from whole extract 

of hind paws also showed a significant reduction.

Conclusion. This study shows that MFK12 is effective in 

treating RA, although further study is warranted to im-

prove the therapeutic efficacy.

Key Words. Rheumatoid arthritis, Inflammation, βig-h3, 

collagen-induced arthritis, Fas-1

서      론

 류마티스관절염은 만성 염증성 자가면역질환으로서 조

직학적으로 초기부터 활막조직 표층에서 섬유아세포양 활

막세포(이하 활막세포)의 증식이 관찰되며, 질병이 진행됨

에 따라 염증세포의 침윤이 증가되어 활막조직의 과증식, 

혈관신생, 세포외기질의 축적이 나타난다 (1,2). 과증식된 
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활막조직은 단백분해효소가 다량 발현되는 파누스를 형성

하며, 인접한 연골 및 뼈의 파괴를 일으킨다. 또한 염증세

포에서 분비된 TNF-α 및 IL-1β와 같은 염증매개물질이 

활막세포와 대식세포의 활성화에 관여하며, 부착분자 및 

기질금속 단백분해효소(Matrix metalloproteinase, MMP)의 

생산 및 분비를 촉진시킴으로써 연골 및 뼈의 세포외기질 

분해를 촉진시킨다 (3).

 세포외기질단백은 류마티스 관절조직에 증식되어있는 활

막세포, 혈관내피세포, 염증세포의 부착 및 이주, 증식 및 

분화를 조절함으로써 염증반응의 유지와 진행에 관여한다 

(4,5). 세포외기질에는 콜라겐, glycoprotein, 그리고 proteo-

glycan 등이 있으며, 그 중에서 transforming growth factor β 

(TGF-β)에 의해 유도되는 βig-h3는 상피세포, 내피세포, 

케라틴 형성세포, 섬유아세포 및 단핵세포 등 다양한 세포

의 부착, 이주 및 분화 등 기능조절에 관여한다 (6).

 βig-h3는 4개의 fasciclin 1 (fas-1) 상동도메인과 카르복실

기 말단의 아르기닌-글라이신-아스파라트산(RGD) 펩타이

드로 구성되어 있는 68 kDa의 기질 단백이다 (7). Fas-1 도

메인에는 티로신(Y)과 히스티딘(H)으로 구성된 YH18모티

프가 있으며 이는 다양한 인테그린과의 상호작용을 통해 

각막 (6) 및 신세뇨관 상피세포 (8), 혈관의 내피세포 (9,10) 

및 폐섬유아세포 등과 같은 다양한 세포에서 부착 및 이주 

조절에 관여한다. 또한 RGD 펩타이드 역시 vitronection, fi-

bronectin, osteopontin과 같은 세포외기질의 구성요소로서　

인테그린과 결합하여 세포의 부착 및 이주, 증식, 분화에

도 관여하며, 다양한 세포의 염증매개물질의 발현을 조절

함으로써 염증반응 및 종양의 진행에 관여한다 (11-13).

 이전 연구에서 βig-h3가 류마티스관절염 활막조직에 과

발현되어있음을 (14) 규명한 바 있으며, 활막세포의 β

ig-h3-매개 부착저해 실험을 통해 두 번째와 네 번째 fas-1 

도메인 각각의 YH18 모티프의 차단효과를 조사한 결과, 

네 번째 fas-1 도메인의 YH18에서 더 효과적임을 규명한 

바 있다 (15). 하지만 YH18 모티프는 최소활성 단편으로 

100 μmol/L 이상 높은 농도에서 활성을 나타내며 효율이 

매우 낮았다. 이러한 문제를 극복하기 위해 YH18 모티프

보다 좀 더 효과적으로 기질-인테그린 상호작용을 차단할 

수 있는 새로운 구조의 펩타이드 개발이 필요하다.

 본 연구에서는 βig-h3 네 번째 fas-1 도메인과 RGD 펩타

이드를 재조합하여 마우스 유래 섬유아세포인 NIH3T3 세

포주를 이용하여 부착 및 이주 조절기전을 조사하고, 만성 

염증성 관절염 동물모델에서 그 치료효과 및 작용기전을 

규명하고자 하였다.

대상 및 방법

재조합 단백 합성

 야생형 마우스 βig-h3 유전자로부터 H1 및 H2 서열을 제

거(ΔH1ΔH2)한 4번째 fas-1 도메인(아미노산 548-620)과 

카르복실기 말단의 RGD 펩타이드로 구성된 재조합 단백을 

합성하였다 (6,10). βig-h3의 ΔH1ΔH2 네 번째 fas-1 도메

인의 프라이머(forward: 5’-TATCATATGCAAGCCATGCC- 3’, 

reverse: 5’-TCACCGAATTCCATGATGTC-3’)를 이용하여 pol-

ymerase chain reaction (PCR)을 통해 증폭한 유전자를 pET- 

29b (Novagen, Darmstadt, Germany) 발현벡터의 NdeI/ EcoRI 

자리에 삽입하였다. RGD 코돈을 포함한 프라이머(forward: 

5’-AATTCGGAGGACGAGGAGATGGAGGAC-3’, reverse: 5’-T 

CGAGTCCTCCATCTCCTCGTCCTCCG-3’)를 이용하여 RGD 

유전자를 EcoRI/XhoI 자리에 삽입시켰다. 발현벡터는 BL21 

(DE3) 대장균에 넣고 배양하였으며, Isopropyl-β-D-Thiogal-

actopyranoside (IPTG) 유도생산하여 단백을 발현시켰다. 

MFK12 단백을 순분리 과정에서 Triton X-114를 이용하여 

지질다당체(LPS)를 제거한 후 LPS 제거 칼럼을 두 번 연속 

통과시켜 0.1 EU/마우스 이하로 유지하였다.

세포 부착 및 이주 저해실험

 마우스의 섬유아세포인 NIH3T3 세포 부착저해실험을 위

해 96-well microtitre plate (Costar, Cambridge, MA)에 5 μg/ 

mL의 재조합 마우스 βig-h3를 넣고 4oC에서 하룻밤 동안 

코팅한 후, 실온에서 2% bovine serum albumin (BSA)이 함

유된 phosphate buffered saline (PBS)를 넣어 비특이적인 결

합을 차단시켰다. NIH3T3 세포(5×105 cells/mL)에 재조합 

단백인 MFK12를 37oC에서 1시간 동안 전처치한 후, 0.1 

mL을 코팅된 well에 넣고 37oC에서 2시간 동안 배양하였

으며, 부착되지 않은 세포는 제거하였다. 각 well에 3.75 

mM p-nitrophenyl-N-acetyl-D-glycosaminide (hexosaminidase 

substrate)와 0.25% Triton X-100이 포함된 50 mM citrate 

buffer (pH 5.0)를 넣고 37oC에서 2시간 동안 배양하였다.　

효소활성 중지를 위해 5 mM EDTA (pH 10.4)가 포함된 50 

mM glycine buffer로 처리한 후 Multiscan MCC/340 micro-

plate reader (Molecular device, Sunnyvale, CA)를 이용하여 

405 nm에서 흡광도를 측정하였다 (6).

 NIH3T3 세포 이주 저해실험을 위해 βig-h3 (5 μg/mL)를 

구멍크기가 8 μm인 transwell (Costar, Cambridge, MA)의 

아랫면을 코팅한 후, 2% BSA로 비특이적인 세포의 결합

을 차단시켰다. NIH3T3 세포(1×106 cells/mL)와 MFK12를 

37oC에서 1시간 동안 전처치한 후, 0.1 mL씩 transwell 윗칸

에 넣고 37oC에서 6시간 동안 배양하였다. 세포를 4% par-

aformaldehyde로 고정한 후, 0.2% crystal violet으로 염색하

여 임의의 9장을 현미경으로 관찰하여 세포 수를 측정하

였다 (14).

콜라겐 유도 관절염 마우스 모델 제작

 콜라겐 유도 관절염(collagen-induced arthritis; CIA) 모델

은 6∼8주령의 DBA/1J (SLC Inc., Hamamatsn, Japan) 마우

스를 이용하였다. 우형 제 2형 콜라켄(bovine CII, Chond-

rex, Redmond, Washington)을 complete Freund adjuvant 

(Chondrex, Redmond, Washington)와 혼합하여 마우스 꼬리
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에 CII 100 μg를 피내 주사하였으며, 면역화한 21일 후에 

CII와 incomplete Freund adjuvant (Chondrex, Redmond, 

Washington)를 혼합한 후 2차 면역화시켰다. 치료효과를 

살펴보기 위하여 MFK12는 10 mg/kg 또는 30 mg/kg의 농

도로 PBS에 녹인 후 1차 면역화 후 24일째부터 매일 복강 

내 투여하였으며, 대조군은 100μL PBS를 투여하였다. 관

절염의 심한 정도(clinical arthritis index)는 네 발의 부종과 

발적을 평가하였으며 0∼4 (0: 부종 없음, 1: 한 개의 관절

의 가벼운 부종, 2: 2개 이상 관절의 중등도 부종, 3: 대부

분의 관절의 심한 부종, 4: 전체적인 심한 부종)점으로 분

류하였다 (16). 

조직염색 및 면역조직화학 염색법

 마우스의 발조직을 얻은 후 피부를 제거하고 10% 포르말

린 용액으로 고정시킨 후 10% EDTA 용액에 넣어 탈회과

정을 거쳤으며, 탈회된 조직은 3 μm 두께의 절편으로 만

들었다. 조직절편을 탈파라핀화 시킨 후 100% 메탄올에 

0.3% 과산화수소를 넣은 용액을 이용하여 조직 내 비특이

적인 과산화효소를 차단시켰다. 관절 및 조직학적 소견을 

평가하기 위하여 Hematoxylin-Eosin 염색을 하였으며, 신

생혈관 생성 및 내피세포의 분포를 살펴보기 위해 면역조

직화학염색을 하였다. 면역조직화학염색은 5% BSA를 이

용하여 조직 내 비특이적인 단백결합을 차단시킨 후, 내피

세포 표지자인 CD31 (San Francisco CA, USA) 및 ICAM-1 

(BD Bioscience, San Francisco CA, USA)에 대한 일차항체

로 배양하였다. 바이오틴이 붙은 이차항체를 실온에서 30

분간 배양하였으며, avidin-biotin-peroxidase complex (Vec-

tastain Elite ABC kit, Vector laboratories)로 반응시킨 후, 

DAB (Dako, Carpinterra, USA)로 발색시켜 확인하였다.

반정량 RT-PCR

 관절조직은 추출시약(Easy-spinTM, Intron, Sungnam, Korea)

을 이용하여 균질화하고 총 RNA를 추출하였다. 총 RNA 

로부터 AMV 역전사효소(Roche, 0.5 μL), oligo dT (Roche, 

1μL), 10 mM dNTP (Takara, 2 μL), RNAse 저해제(Roche, 

0.1 μL)를 이용하여 first strand cDNA합성을 하였다. 

cDNA는 프라이머와 Taqman 탐침(Roche, Basel, Switzer-

land)을 사용하여 LightCycler 480 system (LC480, Roche 

Diagnostic, Mannheim, Germany)에서 전사체수를 구한 후 

18S RNA 전사체와 비교하여 정량화하였으며 정상관절조

직의 전사체를 이용하여 normalized ratio를 계산하였다. 실

험에 이용된 프라이머는 다음과 같다. 마우스 TNF-α 

(forward: 5’-CTGTAGCCCACGTCGTAGC-3’, reverse: 5’-TTG 

AGATCCATGCCGTTG-3’), IL-1β (forward: 5’-TGTAATGAA 

AGACGGCACACC-3’, reverse: 5’-TCTTCTTTGGGTATTGCT 

TGG-3’), IL-6 (forward: 5’-GAGAAAAGAGTTGTGCAATGG 

C-3’, reverse: 5’-CCAGTTTGGTAGCATCCATCA-3’), CCL-2 

(forward: 5’-CATCCACGTGTTGGCTCA-3’, reverse: 5’-GATC 

ATCTTGCTGGTGAATGAGT-3’), RANKL (forward: 5’-TGAA 

GACACACTACCTGACTCCTG-3’, reverse: 5’-CCACAATGT 

GTTGCAGTTCC-3’), VCAM-1 (forward: 5’-TGGTGAAATG 

GAATCTGAACC-3’, reverse: 5’-CCCAGATGGTGGTTTCCTT- 

3’), MMP-1 (forward: 5’-TGTGTTTCACAACGGAGACC-3’, re-

verse: 5’-GCCCAAGTTGTAGTAGTTTTCCA-3’), MMP-3 (for-

ward: 5’-TGTTCTTTGATGCAGTCAGC-3’, reverse: 5’-GATTT 

GCGCCAAAAGTGC-3’), 18S RNA (forward: 5’-AAATCAGTT 

ATGGTTCCTTTGGTC-3’, reverse: 5’-GCTCTAGAATTACCAC 

AGTTATCCAA-3’). 

Western blot 분석

 순분리한 MFK12 및 관절조직에서 분리한 단백의 농도는

Bradford 단백정량키트를 이용하여 측정하였다. 단백은 

10% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel (SDS-PAGE)

에서 전기영동한 후, nitrocellulose membrane (PerkinElmer, 

Waltham, MA)로 옮겼다. 10% skim milk를 넣은 0.1% 

TBS-T20 용액(20 mm/L Tris-HCl, 137 mm/L NaCl, 0.1% 

Tween-20)으로 비특이적 결합을 차단하였으며, polyclonal 

anti-βig-h3 (경북의대 김인산 교수 제공), monoclonal an-

ti-ICAM-1 (Minneapolis, USA)과 anti-RANKL (R&D sys-

tems, Minneapolis, USA) 항체들을 이용하여 반응시켰다. 

Horseradish peroxidase가 붙은 이차항체와 실온에서 한 시

간 동안 반응시킨 후 enhanced chemiluminescent kit (GE 

healthcare, Amersham Bucks, UK)로 발색하였다. 밴드신호 

강도는 densitometeric scanning으로 결정하고 NIH Image J 

소프트웨어로 분석하였다.

통계 분석

 실험결과는 평균±표준오차로 나타내었으며, 평균의 차이

는 Student’s t-test를 이용하였다. 통계는 SPSS (statisical 

package for the social science) 10.0 for window를 사용하여 

분석하였으며, 통계적 유의성은 p＜0.05 인 경우로 하였다.

결      과

MFK12 재조합 단백의 구조

 저자들은 βig-h3의 네 번째 fas-1 도메인의 YH18 모티프

가 류마티스관절염 조직에서 분리한 활막세포에서 세포의 

부착 및 이주 조절하는 기전을 규명한 바 있다 (15). 그러

나 RGD 모티프와 YH18 모티프는 세포 부착과 이주의 기

본단위로서 효율적인 기능 조절을 위해서는 펩타이드를 

증가시킬 필요가 있을 것으로 추정된다. 본 연구에서는 이

를 위해 βig-h3의 네 번째 fas-1 도메인에서 H1 및 H2 서

열을 제거한 dhfas-1과 RGD 펩타이드를 연결한 재조합 단

백(MFK12)를 클로닝하였다(그림 1A, B). 순분리한 단백을 

면역블롯팅으로 조사하여 예상 크기인 10.4 kDa의 재조합 

MFK12를 확인하였다(그림 1C). 
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Figure 1. Design of the recombinant MFK12 peptide. (A) A schematic representation of pET-29b(+) containing MFK12 sequence. (B) 

MFK12 peptide was produced by combination of dhfas-1 (amino acid 502-632) with RGD motif. (C) Western blot analysis of purified 

recombinant MFK12.

 

Figure 2. Effective inhibition of βig-h3-mediated adhesion and migration by MFK12. To elucidate the efficiency of MFK12 in the 

regulation of cell function, MFK12 was incubated with NIH3T3 cell line in different concentrations before performing adhesion (A) 

and migration assay (B). Data demonstrates the relative percentage of inhibition by MFK12 compared with that by the control. Results 

are the mean and SEM of 3 independent experiments (*p＜0.05 versus control).

NIH3T3 세포를 이용한 MFK12 기능 억제조사

 YH18 모티프는 활막세포의 부착을 비교적 고농도(100 μM 

이상)로 처리하였을 때 억제할 수 있으며 (14), 섬유아세포

(MRC-5)나 혈관내피세포 부착억제들과도 유사하였다 (9,17). 

본 연구에서는 마우스 섬유아세포주인 NIH3T3 세포의 β

ig-h3-매개 부착 및 이주에 대한 MFK12의 효과를 확인하였

다. MFK12를 전처리한 결과, 세포 부착억제 효과는 1 μM에

서부터 뚜렷하게 관찰되었으며 대조군보다 80% 이상 억제

하였다(그림 2A). 부착 후 βig-h3에 의해 세포 이주가 촉진

되는 지 확인하기 위해 2-compartment transwell system을 이

용하여 이주시험을 하였으며, NIH3T3 세포는 βig-h3에 의해 

농도의존적으로 이주하였다(data not shown). MFK12는 저농

도(1 μM)에서도 세포의 이주를 억제하였으며, 고농도(10 μ

M)에서는 80%이상의 억제를 나타내었다(그림 2B). 

CIA 마우스에서 MFK12의 치료효과

 MFK12가 세포의 βig-h3-매개 부착 및 이주 저해에 관여

한다는 in vitro 실험결과를 바탕으로 마우스 CIA 모델을 
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Figure 3. MFK12 induces amelioration of collagen-induced arthritis (CIA) where βig-h3 is unregulated. (A) Immunohistochemical 

staining of F4/80 and βig-h3 in joint tissues from normal and CIA mice. Expression of F4/80-expressing macrophages and βig-h3 

in serial sections of joint tissues (×200). (B&C) Development of arthritis in MFK12-treated mice. From day 22 following the first 

immunization, mice were treated with MFK12 (0, 10, and 30mg/kg/day, intraperitoneally). (B) Clinical arthritis index was recorded daily. 

Values are the mean and SEM. (C) Incidence of arthritis among the four paws was recorded at day 30, 40, and 50 after the first 

immunization. Values are the mean and SEM. *p＜0.05 versus the control. 

이용하여 MFK12의 관절염 치료효과를 평가하였다. CIA 

마우스의 관절조직에 βig-h3의 발현을 확인하였으며, 류

마티스관절염 활막조직과 마찬가지로 (14) βig-h3가 과발

현되어 있었다(그림 3A). 제 2형 콜라겐으로 마우스를 2차 

면역화하였으며, 1차 면역화 후 22일째부터 매일 MFK12를 

복강투여(10 mg/kg 및 30 mg/kg)한 치료군과 PBS만 투여한 

대조군의 관절염 중증도를 평가하였다. MFK12 10 mg/kg 

치료군에서는 1차 면역화 후 39일까지 CAI가 낮은 상태를 

유지하였으나 40일 이후부터 급격하게 증가하였다. 이에 

비해 MFK12 30 mg/kg 치료군에서는 치료기간 동안 CAI가 

지속적으로 낮은 상태를 유지하였다(그림 3B). 

 관절염 침범 발의 빈도는 1차 면역화 후 50일째까지 10일

마다 관찰하였으며, 저용량 치료군에서는 대조군에 비해 

CAI의 차이는 있었으나 발병률은 유사하였다. 고용량 치

료군에서는 치료 30일 동안 관절염의 발병률이 대조군의 

20% 정도로 통계적으로 유의하게 낮았다(그림 3C). 이 결

과는 MFK12가 YH18 모티프에 비해 치료효과를 극대화할 

수 있는 치료제로서의 가능성이 있음을 보여준다.

MFK12 치료 후 염증세포 침윤 및 매개물질 발현 변화

 MFK12를 치료한 관절조직에서 조직학적 차이를 조사하

였으며, 저용량 치료군에서는 염증세포의 침윤과 연골 및 

뼈의 파괴의 소견이 뚜렷이 발생하였으나 고용량 치료군에

서는 이런 소견이 거의 관찰되지 않았다(그림 4). MFK12로 

치료한 관절조직에서 염증억제기전을 확인하기 위해 면역

화학염색으로 신생혈관 및 ICAM-1 분포를 확인하였다. 그 
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Figure 4. Histologies and immu-

nohistologies of joints tissues from 

control and MFK-12 treated (10 

and 30 mg/kg) CIA mice. Expre-

ssion of CD31 and ICAM-1 was 

detected in CIA mice. (Hematoxy-

lin counter stained for immunohis-

tochemical stain, ×200).

결과 대조군과 저용량 치료군은 신생혈관의 생성(CD31 양

성)이 많고 ICAM-1 발현도 높게 나타났으나, 고용량 치료

군에서는 신생혈관이 매우 드물었고 ICAM-1도 혈관벽에 

미량 발현되어 있었다(그림 4). MFK12 치료군과 대조군의 

관절조직을 채취하여 균질화한 후 총 RNA 및 단백을 추출

하여 염증매개물질의 발현 정도를 확인하였다. 반정량 

RT-PCR을 통해 염증매개물의 전사체 발현을 조사한 결과, 

TNF-α, IL-1β, IL-6, RANKL, CCL-2, VCAM-1, MMP-1, 

MMP-3의 전사체는 저용량 치료군에서도 감소하였으나 고

용량 치료군에서 보다 일관된 감소소견을 보였다(그림 5A). 

하지만 ICAM-1과 RANKL 단백 발현은 저용량 치료군에는 

약간의 감소만 관찰되었으나 고용량 치료군에서는 통계적

으로 유의한 감소를 보였다(그림 5B). 이 결과는 MFK12 치

료에 의해 염증매개물의 mRNA 발현과 단백 생산이 모두 

감소되지만 염증매개물에 따라서는 발현양상에 차이가 있

음을 보여준다.

고      찰

 본 연구 결과, βig-h3의 H1, H2부위를 제거한 네 번째 

fas-1 도메인(dhfas-1)과 RGD 펩타이드로 재조합한 MFK12

는 NIH3T3 세포의 βig-h3-매개 부착 및 이주를 통계적으

로 유의하게 저해하였고, YH18 모티프에 비해 저농도에서 

효과를 나타내었다. 마우스CIA 모델에서는 MFK12 치료

군에서 농도의존적으로 관절염에 대한 치료효과를 나타내

었다. 조직학적 소견으로는 활막조직의 과증식, 파누스의 

형성, 연골 및 뼈의 파괴를 감소시키면서 혈관신생을 억제

하였고 다양한 염증매개물질의 발현을 단백 및 전사체 수

준에서 억제하였다.

 류마티스관절염의 활막조직은 섬유아세포양 활막세포가 

증식 및 활성화되어 있고, 활막표층 및 하층에 세포외기질

단백 발현이 증가되어 있는데 이는 미세섬유구성단백, 

glycosaminoglycan (GAG) 및 fibronectin과 같은 부착성 단

백으로 구성되어 있으며 (2), 활막조직 뿐 만 아니라 관절

액에서도 발현이 뚜렷하게 증가되어 있다 (18,19). 기질의 

수용체인 인테그린 역시 활막조직에 과발현되어 있어 세

포와 세포외기질 간의 활발한 상호작용이 이루어지고 있

다 (20). βig-h3는 다른 세포외기질단백에 비해 상대적으

로 작은 크기(68 kDa)를 가지며, laminin과 제 1형 및 제 

4형 콜라겐 및 fibronectin과 직접적인 원섬유를 형성함으

로써, 염증세포나 거주세포의 이주 시 어댑터의 역할을 담

당한다 (21,22). 

 혈관내피세포 및 폐 섬유아세포 연구에서 네 개의 도메

인에 있는 YH 모티프들은 정도의 차이가 있으나 모두 세

포 부착을 저해할 수 있었다 (6,9,17). 하지만 일부 세포에

서는 두 번째와 네 번째 fas-1 도메인이 주로 부착 및 이주

조절을 하는 것으로 밝혀졌다 (8,9,23-25). 각각의 fas-1 도

메인 내에 있는 YH18 모티프의 아미노산 서열은 유사성

을 나타내지만 조금씩 차이가 있는데, 두 번째 도메인의 

티로신은 아르기닌으로 치환되어 있으며, 네 번째 도메인

의 YH18 모티프와 유사한 정도의 소수성을 나타낸다 (17). 

활막세포에서는 두 번째 fas-1 도메인보다 네 번째 fas-1 도

메인에 있는 YH18 모티프에 의해 부착이 더 효율적으로 

저해되는 것을 확인하였다 (15). 한편 RGD 펩타이드는 α

5β1, αvβ2, αvβ3 혹은 αvβ5 등의 다양한 인테그린

과 결합함으로써 세포에 따라 부착, 이주, 성장, 분화 및 

세포사멸 작용을 조절한다 (23,26,27). 본 연구결과 MFK12



βig-h3 기반 재조합단백의 관절염 치료 79

Figure 5. Effect of MFK12 treatment on the expression of inflammatory mediators in CIA mice. (A) Semi-quantitative measurement 

of transcripts of inflammatory mediators from joint tissues. Transcripts were calculated as target gene/reference gene (18s ribosome RNA) 

ratios and normalized to the relative expression level of non-arthritis mice. (B) Immunoblotting analysis of ICAM-1 and RANKL for 

proteins extracted from joint tissues of representative paws. Graphs show the mean and SD optical density (O.D.) from at least 3 

independent experiments. The results are means±SD (*p＜0.05 versus 0 mg/kg).

는 마우스 섬유아세포의 부착 및 이주를 저농도에서도 매

우 효과적으로 억제하였다. 이는 네 번째 dhfas-1과 RGD 

펩타이드 각각의 인테그린 결합능으로 인해 상대적으로 

소량에 의해서도 세포의 인테그린에 대한 결합 포화도를 

높일 수 있었기 때문으로 추정된다. 뿐만 아니라, 네 번째 

dhfas-1과 RGD 펩타이드에 의한 인테그린 클러스터링은 

야생형 βig-h3의 4개의 상동도메인에 의한 다중결합에 비

해 효율이 훨씬 낮아서 세포신호전달 경로를 약화시킬 수 
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있으며, 이를 통해 세포와 기질간의 상호작용을 조절하는 

것으로 추정할 수 있다. 향후MFK12 단백에 의한 활막세

포, 내피세포, 림프구 및 대식세포 등의 기능조절 기전규

명을 위한 추가 연구가 필요할 것이다. 

 세포외기질단백을 기반으로 추출한 펩타이드는 인테그린 

결합에 의한 세포 활성화 기능조절을 이용하여 질병치료제

로서 연구되어 왔다. 제 18형 콜라겐에서 추출한 endostatin 

(28)은 인테그린 α5β1 과, 그리고 제 4형 콜라겐에서 추출

한 tumstatin (29)은 인테그린 αvβ3와의 결합을 통해 내피

세포의 증식, 이주 및 혈관 신생을 저해할 수 있으며 (30), 

plasminogen에서 추출한 greenstatin과 angiostatin은 VEGF 발

현을 조절함으로써 종양의 진행과정에서 혈관신생을 억제

한다 (31). 또한 관절염 모델에 angiostatin 발현 유전자를 주

입하였을 때 관절염의 치료효과가 있었다(32). βig-h3에서 

추출한 fastatin도 인테그린과의 결합을 통해 혈관신생을 억

제하고 단핵구의 부착 및 이주를 저해하는 것으로 보고되

었다 (10,33). 그러나 류마티스관절염에서 세포외기질단백 

추출 펩타이드를 이용한 관절염 치료제 연구는 세계적으로 

매우 부족한 상태며 향후 다양한 기질단백을 기반으로 하

는 펩타이드 약제의 개발연구가 필요하다.

 새로운 작용기전의 관절염 치료제가 지속적으로 개발되

고 있지만 류마티스관절염의 발병에 있어 아직까지 밝혀

지지 않은 기전이 많이 남아있다. 그리고 단일 표적을 차단

하는 치료제뿐 만 아니라 좀 더 작용범위가 넓은 약제의 

개발이 필요하다. 당뇨병 및 암과 같은 질환에 있어 βig-h3

를 이용한 다양한 기전 연구가 발표되었으나 (10,34,35), 류

마티스관절염에서 뚜렷하게 증가되어 있는 (14,15,36) β

ig-h3를 이용한 연구의 진행은 부족한 상황이다. 따라서 향

후 본 연구에서 규명한 MFK12를 바탕으로 좀 더 낮은 농

도에서 보다 효과적인 작용을 나타낼 수 있는 새로운 구조

의 βig-h3 기반 재조합 단백에 대한 연구가 필요하다.

결      론

 류마티스관절염의 진행에 중요한 역할을 담당하는 섬유

아세포양 활막세포는 세포외 기질단백과 결합하여 활막조

직내에서의 이주 및 활성화가 일어난다. βig-h3 기반 재조

합단백인 MFK12는 NIH3T3 세포의 부착 및 이주를 저농

도에서도 효과적으로 저해하는 것으로 나타났으며, 관절

염 동물 모델에서 관절의 파괴 및 변형, 활막조직의 과증

식, 파누스의 형성 등을 억제하였고, 또한 염증매개물질의 

발현 역시 현저하게 감소시키는 것으로 확인하였다. 본 연

구로 βig-h3 네 번째 fas-1 도메인과 RGD 펩타이드가 류

마티스관절염에 있어서 효과적인 치료제로 사용될 가능성

을 제시하였다.
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