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Secretoryleukocyteproteaseinhibitor(SLPI)involvestissueprotection
against the destructive action of neutrophil elastase at the site of
inflammation.Severalstudiesonnew functionsofSLPIhavedemonstrated
thatSLPImayplayaprimaryroleininnateimmunitythanproteaseinhibitor.
ToidentifythefunctionofSLPIbylipopolysaccharide(LPS)stimulationin
theembryonicfibroblast(NIH3T3)cells,westudiedtheexpressionofSLPI
comparedtoothergrowthfactorsinvolvingtheLPStreatment.Toaddress
this,we performed the reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR)and Western blots forthe detection ofmRNA and protein
expressionoftheSLPIandsomegrowthfactorssuchasVEGF,bFGF,and
PDGF-BB afterLPS stimulation.NIH3T3cellswereexposed100ng/ml

LPSfor30min,60min,90min,24h,and48h,respectively.The
resultofRT-PCR showed thatSLPIand VEGF mRNA wasexpressed
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stronglyinNIH3T3withoutrelatedtoLPSstimulation.mRNAofbFGFwas
weakly expressed such astheexpression ofthecontrol.PDGF mRNA
expressiongraduallyincreasedfollowsattimecourse.However,SLPIprotein
levelwasincreasedinlysatesandculturemedium byLPSstimulation.Phase
contrastmicroscopicandscanningelectronmicroscopicobservationshowed
thattheincreasedcellnumberandcytoplasmicenlargementoftheNIH3T3
cells.Therefore,itsuggeststhattheLPS upregulatesSLPIexpressionin
NIH3T3cells.Moreover,secretedSLPImaystimulatecellproliferationand
migration.

KeyWords:Secretoryleukocyteproteaseinhibitor,growthfactor,NIH3T3,
lipopolysaccharide
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

그람 음성균의 세포벽에 있는 박테리아성지질다당류(lipopolysaccharide,
LPS)는 대부분의 포유류 세포를 자극한다.LPS에 대한 대식세포의 분비 반응은
개체를 보호하기 위한 것이지만,이러한 반응이 급속하게 진행될 경우에는 오히
려 개체에 심각한 손상을 초래한다9).섬유모세포(fibroblast)는 몸 전체의 결합
조직에 분포하며 I형이나 III형 아교질(collagen)을 포함하는 다양한 세포 외 기
질을 분비한다.감염이나 상처에 의한 조직 손상 시 섬유모세포는 손상 조직의
근처에서 증식을 하고 상처 부위로 이동해 들어간다.
섬유모세포는 조직 손상이나 LPS에 의한 자극 시 다양한 종류의 프로사이토

카인(pro-cytokine)및 성장 인자들을 분비하고,손상된 조직의 회복을 위해 많
은 양의 아교질을 생산 한다2,11).암세포,각질형성세포,섬유모세포 및 대식세포
등을 포함한 다양한 포유류 세포들도 저산소증(hypoxia)및 염증반응과 같은 비
정상적인 세포주변 환경에서 성장인자나 사이토카인을 분비한다8).이러한 상황
에서 분비되는 대표적인 성장인자들로는 혈관내피세포 성장인자(vascular
endothelialgrowth factor,VEGF),섬유모세포 성장인자(basic fibroblast
growth factor,bFGF)그리고 혈소판유래 성장인자(platelet-derivedgrowth
factor,PDGF)등이 잘 알려있다14,22,24).
분비백혈구단백분해효소억제제(secretory leukocyte protease inhibitor,

SLPI)는 11.7-kDa크기의 cystein-rich단백질로서,침샘(salivarygland)과 정
장(seminalplasma)및 자궁경부(cervical),비강(nasal)그리고 기관지(bronchial)
점액층에 있는 상피세포에서 분비되는 것으로 알려져 있다6,9).SLPI의 단백질
구조는 N말단부터 C말단부위까지 신호펩타이드(signalpeptide)부분과 분비펩
타이드(secretedpeptide)부분으로 구성되어 있으며,분비펩타이드의 앞쪽은 항
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세균(anti-bacterial)및 항염증(anti-inflammatory)관련 도메인(domain)이 위치
하고,뒤쪽부위에는 단백질분해효소억제(protease inhibitor) 도메인이 있다.
SLPI는 또한 LPS에 의해 자극된 대식세포에서도 분비되고 LPS에 의해 활성화
된 염증반응 관련 신호인자 들에 대한 길항 작용을 한다고 밝혀졌다1,6,17).또한
SLPI는 시험관( )과 생체( )에서 상처 치유와 세포의 증식을 촉진
하고 HIV바이러스 및 박테리아 감염을 억제하는 기능이 있는 것으로 알려져 있
다12).그리고 최근에는 SLPI가 암세포 전이의 원인이 되는 인자중의 하나라는
연구결과도 있다16).
치주조직의 염증의 대부분은 구강내 세균에 의해 점진적으로 진행되며,과도

한 염증반응은 치주조직의 재생을 저해하는 요인으로 작용하는 것으로 알려져
있다15).따라서 염증반응을 단시간에 제어할 수 있는 생물학적 관련 물질의 발현
과 기능의 규명은 치주염증을 포함하는 질환에서 필수적이라 볼 수 있다.
이에 본 연구는 결합조직 내에 가장 많이 존재하는 세포인 섬유모세포를 이

용하여 프로사이토카인으로서 작용할 것으로 생각되는 SLPI와 몇 가지 성장인
자가 세균성물질에 반응하여 발현하는지를 규명하고,또한 그 기능을 유추하고
자 하였다.
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ⅡⅡⅡ...실실실험험험 재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...세세세포포포주주주와와와 배배배양양양

NIH3T3세포(mouseembryonicfibroblast)는 2×105수로 60mm 배양접시
에 각각 배양하였다.배양액은 Dulbecco’sModifiedEagle’smedium (DMEM;
GibcoBRL,GrandIsland,NY,USA)에 10% fetalbovineserum,100-units/ml
penicillin,100mg/mlstreptomycin (Gibco BRL,Grand Island,NY,USA),
0.25mg/mlamphotericinB 그리고 1X Non-EssentialAminoAcidsSolution
(Gibco,GrandIsland,NY,USA)을 첨가하여 사용하였고,37℃ 가 유지된 5%
CO2배양기에서 세포를 배양하였다.

222...역역역전전전사사사중중중합합합효효효소소소반반반응응응(((RRReeevvveeerrrssseee tttrrraaannnssscccrrriiippptttaaassseee pppooolllyyymmmeeerrraaassseee ccchhhaaaiiinnn
rrreeeaaaccctttiiiooonnn,,,RRRTTT---PPPCCCRRR)))과과과 실실실시시시간간간역역역전전전사사사중중중합합합효효효소소소반반반응응응(((RRReeeaaalll---TTTiiimmmeeePPPCCCRRR)))

NIH3T3세포는 ml당 100ng의 LPS(SigmaChemicalCo.,St.Louis,MO,
USA)에 30분,60분,90분,24시간 그리고 48시간 동안 각각 노출하였다.그리고
TriZolⓇ reagent(MRCInc.,MontgomeryRd,CIN,USA)를 이용하여 각각으
로부터 총 RNA를 추출하였다.Superscriptone-step reversetranscriptase
(Invitrogen,USA)는 추출한 총 RNA로부터 cDNA를 합성하기 위해 사용되었
고,ExTaqpolymerase(TaKaRaKorea,Seoul,KOR)를 이용하여 PCR반응을
수행하였다.모든 PCR반응에서 초기 변성 온도와 마지막 신장 온도는 각각 94
℃ 5분과 72℃ 5분으로 하였다.각 유전자의 forward와 reverse프라이머의 결
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합 온도와 증폭 수 그리고 생산된 유전자의 크기는 표1에 각각 나타냈다.SLPI
프라이머는 전체 SLPI유전자 서열 중 신호펩타이드 부위와 3’의 비 해독 부위
를 포함시켜 제작하였다 (Fig.1).PCR 반응 후 생산물은 ethidium bromide
(EtBr)가 첨가된 1.5% 아가로스 겔에 전기영동 후 UV를 조사하여 확인하였다.
전기 영동을 통한 PCR생산물의 양은 시각화된 밴드의 밀도를 통해 정량 하였
다.각 밴드의 밀도 측정은 SciencelabImageGauge(FUJIFILM,JAP)프로그
램을 이용하여 수행하였다.

Fig.1.NucleotidesequenceofthemSLPIcDNA isshown,withtheamino
acidsequenceofthepredictedtranslationproductlistedbelow thenucleotide
sequence.Anasteriskindicatesthepositionofthestopcodon.Numbersin
plainfacerefertothenucleotidesequence,andboldfacenumbersrefertothe
aminoacidsequence.
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Table1.ThesummaryofPCRprimersequences,annealingtemperaturesand
amplificationcycles

또한 NIH3T3세포에 LPS자극을 준 후,SLPImRNA의 발현 양상을 정량적
으로 분석하기 위하여 real-timePCR을 수행하였다.총 RNA는 TRIreagent를
사용하여 추출하였고,RNA양은 UVspectrophotometer (Amershamphamacia,
UK)를 이용,샘플당 1mg으로 정량 하여 사용하였다.Real-timePCR을 위한 프
라이머 서열은 각각 forward:5’-GCCCGGGAAAGCAGAGGTG-3’,reverse:
5’-ACATTGGGAGGGTTAAGCATCATACAT-3’로 제작하였다.정량 후 총
RNA는 500ng의oligo-dT(Invitrogen,Carlsbad,CA)와 SuperscriptIIIreverse
transcriptase (Invitrogen,Carlsbad,CA)를 이용하여 cDNA를 합성하였다.
Real-TimePCR반응 조건은 95℃ 15분,95℃ 15초,60℃ 15초,72℃ 15초이
고 반응 횟수는 40회로서 ExicyclerTM (Bioneer,KOR)을 이용하여 수행 하였
다.반응 동안 나타나는 형광 값을 알아보기 위해 반응액 에는 1× 농도로
SybrGreen (Bioneer,KOR)을 첨가하였으며,총 반응 양은 20ml로 조절하였다.

333...항항항체체체제제제조조조

EGGKNDAIKIGAC펩타이드는 생쥐 SLPI(mSLPI)단백질의 폴리펩타이드

Gene 5’ Forward 3’ Reverse
Temp 
(℃)

Cycles Size

mSLPI 5’-CGGAATTCCAGAGCTCCCCTGCCTTC-3’ 5’-GCTCTAGACATAGAGAAATGAATGCGTTT-3’ 63 30 676bp

mVEGF 5’-GTGGACATCTTCCAGGAGTA-3’ 5’-ATCTGCAAGTACGTTCGTTT-3’ 60 35 382bp

mPDGF-B
B

5’-CTCTTGACTCCAAGAACCTG-3’ 5’-AATCCATCAGAGAAGGTGTG-3’ 48 33 582bp

mbFGF 5’-GGCTTCTTCCTGCGCATCCA-3’ 5’-GCTCTTAGCAGACATTGGAAGA-3’ 53 35 354bp

mGAPDH 5’-CCATGGAGAAGGCTGGG-3’ 5’-CAAAGATGTCATGGATGACC-3’ 55 35 199bp
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부분 에서 선택하였다(boxinFig.2).선택한 SLPI펩타이드는자동 펩타이드 합
성기에 의해서 제조 되었다(Takara,Inc.,KOR).합성한 SLPI펩타이드항체 용
액은 항체 제작을 위해 토끼의 림프절에 주입해 첫 번째 면역 반응을 일으켰고,
3주 후에 두 번째 면역 반응을 수행 하였으며 10일 후,세 번째 면역 반응을 거치
고 난 뒤 20일 후에,친화성 크로마토그래피 방법을 이용하여 생성된 SLPI항체
를 정제하였다.

Fig.2.Rabbitpolyclonalantibodygeneratedfrom pepteideinboxagainst
themSLPIpeptidesequences.

444...면면면역역역학학학적적적 단단단백백백질질질 검검검출출출법법법(((WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottttttiiinnnggg)))

세포질 내에 있는 SLPI단백질 발현을 분석하기 위하여 면역학적 단백질 검
출법 방법을 사용하였다.세포는 150mM NaCl,1% NP-40,50mM Tris-Cl
(pH7.4),2mM Na3VO4,2mM Na4P2O7,50mM NaF,2mM EDTA(pH7.4)
그리고 단백질분해효소 억제제인 leupeptin과 aprotinin을 첨가한 NP-40용해완
충액(lysisbuffer)을 이용하여 총 단백질을 추출하였다.추출한 단백질은 30mg
씩 각각 같은 양을 정량 하여 실험에 사용 하였고 SDS15%-polyacrylamide겔
을 이용 전기영동을 통해 단백질을 분리해 냈다.분리한 단백질은 nitrocellulose
막으로 이동 시킨 후,5% skim milk를 이용하여 blocking시켰고,anti-rabbit
SLPI항체(1:500)를 넣고 다음날까지 반응시켰다.다음으로 세척 후 HRP
(horseradish-peroxidase)가 붙어있는 goat-anti-rabbit2차 항체(1 :10,000,



- 7 -

SantaCruzBiotchnology,USA)를 처리하고 ECL(Amershamphamacia,UK)을
이용하여 발색 시킨 후 현상하였다.현상 후 나타난 단백질 밴드는 Sciencelab
ImageGauge(FUJIFILM,JAP)프로그램을 이용,각 밴드의 밀도를 측정하여
정량하였다.

555...면면면역역역침침침강강강법법법 (((IIImmmmmmuuunnnoooppprrreeeccciiipppiiitttaaatttiiiooonnn)))

LPS처리 후 분비된 SLPI단백질의 양을 알아보기 위하여 면역침강 방법이
사용되었다.ProteinGagarosebead들을 phosphatebufferedsaline(PBS)으로
3번 세척 후 500ml의 배양액과 섞어 주었다.1시간 동안 반응 후 SLPI항체를
넣고 다음날까지 4 ℃에서 반응시켰다.반응 후 단백질-bead-항체결합체
(immunoprecipate)는 PBS를 이용 세척하고 10,000xg에서 5분간 원심분리를
수행하였다.이러한 단백질-bead-항체결합체에 SDS-PAGE용 samplebuffer을
첨가한 후 5분간 끓여 주었다.이후 과정은 westernblotting방법을 이용하였다.

666...광광광학학학현현현미미미경경경 및및및 주주주사사사전전전자자자현현현미미미경경경적적적 관관관찰찰찰

LPS자극에 각각 30분,60분,90분,24시간,48시간씩 노출된 NIH3T3세포의
형태학적 변화를 알아보기 위하여 위상차 현미경(Olympus,JPN)을 이용하여 관
찰 하였다.또한 LPS처리 후 세포의 미세 구조를 관찰하기 위하여,주사전자현
미경(scanningelectronmicroscope,SEM)방법을 이용하였다.주사전자현미경
관찰을 위하여 LPS 처리 후 NIH3T3 세포는 PBS에 희석한 2.5 %
glutaraldehyde에 1차 고정 후 osmium tetraoxide(OsO4)를 이용하여 2차 고정
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을 수행하였다.그 후 고정된 세포를 PBS로 세 번 세척하고 70%,80%,90%,
95% 그리고 마지막으로 100% 에탄올을 순차적으로 처리해 주면서 수분을 완전
히 제거하였다.그 다음 hexamethyldisilazane(HMDS,Sigma)을 첨가하여 시료
를 완전하게 건조시켰다.준비된 시료들은 금입자 증착기로 표면을 처리한 후,
주사전자현미경(Hitach,H4700,Japan)을 이용,15Kv에서 관찰하였다.
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ⅢⅢⅢ...실실실험험험 결결결과과과

111...LLLPPPSSS자자자극극극을을을 준준준 NNNIIIHHH333TTT333세세세포포포에에에서서서 SSSLLLPPPIII와와와 성성성장장장인인인자자자들들들의의의 mmmRRRNNNAAA발발발
현현현

SLPI와 VEGFmRNA는 LPS처리와 시간에 상관없이 강한 발현 양상을 보
였다.PDGF발현은 대조군에 비해 60분대에서 미약하지만 서서히 증가하기 시
작했고 그 이후로는 일정한 발현 양상을 보였다.bFGF의 경우 24시간 까지 일정
한 발현 양상을 보이다가 48시간에서 대조군에 비해 발현 양이 조금 감소하였으
나 큰 차이를 나타내지는 않았다(Fig.3A,B).LPS자극을 준 NIH3T3세포에서
SLPI,VEGF그리고 bFGF의 일정한 발현 양상은 이들이 LPS자극에 의해
mRNA수준에서는 영향을 받지 않음을 보여준다.SLPImRNA의 정량을 측정한
Real-timePCR결과는 RT-PCR결과와는 다르게 90분대에서 다소 증가하였다
(Fig.3C).GAPDH의 일정한 발현 양상은 PCR반응 시 같은 양의 cDNA주형이
사용되었다는 것을 표시한다.

222...LLLPPPSSS자자자극극극을을을 준준준 NNNIIIHHH333TTT333세세세포포포의의의 세세세포포포질질질과과과 배배배양양양액액액에에에서서서 SSSLLLPPPIII단단단백백백질질질
발발발현현현

NIH3T3세포에서 LPS자극에 따른 SLPI단백질의 발현 양상을 알아보기 위
하여 세포질 용해액과 세포 배양액을 이용하여 westernblotting실험을 수행하
였다.실험 결과,세포질 용해액에서는 SLPI단백질이 60분에서 대조군에 비해
약 0.5배 증가하였고 24시간과 48시간 에서는 각각 대조군에 비해 1.8배와 3.9배
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로 증가 하였다.세포 배양액에서 SLPI의 양은 세포질에서 나타난 경향과 일치
하였는데 이는 SLPI단백질이 발현 후 배양액 내로 분비되었음을 보여준다(Fig
4.A,B).이러한 실험 결과 SLPI단백질의 발현 유도는 NIH3T3세포에서 LPS
자극에 의해 서서히 증가되는 것을 알 수 있었다.

333...LLLPPPSSS자자자극극극에에에 따따따른른른 NNNIIIHHH333TTT333세세세포포포의의의 형형형태태태학학학적적적 변변변화화화

LPS자극에 따른 세포의 형태학적인 변화를 관찰하기 위하여 위상차 현미경
을 이용한 결과 대조군과 실험군 세포간의 형태학적인 변화는 관찰할 수 없었다
(Fig.5A① -⑥).그러나 LPS처리 후 60분부터 NIH3T3세포 수가 증가함을
알 수 있었다(Fig.5A③).LPS에 의해 자극된 NIH3T3세포의 미세구조적인 변
화의 유무를 알아보기 위하여 주사전자현미경 관찰을 수행하였다.LPS를 처리하
지 않은 대조군 세포는 방추형의 전형적인 섬유모세포 모양을 나타냈다(Fig.5B
①).그에 비해 LPS를 처리한 후 30분과 60분에서 NIH3T3세포의 세포질이 대
조군에 비해 점점 확장된 것이 관찰 되었다(Fig.5B②,③).
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

섬유모세포는 LPS자극에 따른 사이토카인과 매개체들을 분비함으로서 염증
반응과 비특이적 면역반응에 관여한다고 알려졌다10).또한 활성화된 섬유모세포
는 대식세포에 비해 더 민감하게 대표적인 염증반응 인자인 산화질소를 만들어
낸다고 밝혀졌다13).따라서 본 연구에서는 이전 실험에서 대식세포에 사용된
LPS의 50mg/ml보다 낮은 최소농도인 100ng/ml로 섬유모세포주인 NIH3T3
세포에 처리하여 SLPI와 다른 성장인자들의 발현을 측정하였다.RT-PCR결과
LPS처리 여부와 시간에 상관없이 SLPImRNA의 발현은 매우 강하게 나타났으
나,정량 PCR에서는 LPS에 의해 발현이 증가하는 양상을 보였다.LPS를 처리하
지 않은 대조군에서 SLPI의 발현이 강한 발현을 나타냈다.SLPI는 크게 항 염
증반응에 관여하는 부위와 항 단백질분해 효소에 관여하는 두 부위로 구분된다
25).또한 elastase,cathepsinG,trypsin,chymotrypsin,그리고 chymase와 같은
세린계열(serine)단백질분해효소들의 작용을 방해하는 것으로 알려졌다23).본
연구에서 LPS에 의해서 SLPI의 mRNA가 다소증가 하였으나,LPS에 관계없이
대조군의 세포에서도 강하게 발현된다는 것은 NIH3T3세포에서 SLPI의 주된
생리적 역할은 단백질분해효소억제제로 작용하여 조직을 보호하는 기능을 한다
는 것을 알 수 있었다.
또한,본 연구에서는 Westernblot실험을 통해 단백질 수준에서 세포내 SLPI

와 분비된 SLPI의 발현 유도를 알아보았다.흥미롭게도 SLPI단백질은 LPS자
극 초기부터 점점 증가하여 후반부까지 증가하는 양상을 나타냈는데,이는 앞선
실험에서 보여준 VEGF단백질 발현 양상과 일치하는 것이다.본 연구에서 사용
된 LPS는 100ng/ml로 낮은 농도임에도 불구하고 SLPI가 발현이 증가하는 것으
로 보아 NIH3T3세포가 염증을 매개하는 세포로서의 역할도 할 수 있다는 가능
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성과 SLPI는 항염증반응을 매개하는 사이토카인으로서 작용하는 것을 알 수 있
었다.
본 연구에서 VEGF및 bFGF의 발현은 SLPI와 유사한 양상을 나타냈으며,치

수세포에서의 VEGFmRNA발현 양상을 보면 LPS처리 양(0,20mg/ml)과 시
간(0,24hr)에 상관없이 일정하게 나타났지만 단백질 수준에서는 증가하는 양상
으로 나타났다4).또한 LPS에 자극되지 않은 치수세포는 비교적 높은 수준의
VEGF를 분비하고 이것은 치수 혈관의 유지를 위해 필요한 혈관생성 인자로서
이용되고 상아모세포 층에 대한 박테리아 침입으로부터 보호하는 역할을 한다고
하였다4).본 연구에서 VEGF단백질 발현을 확인하지는 못하였으나,VEGF의
mRNA의 발현에 변화가 없다 하더라도 전사 후 단계에서 조절되므로,NIH3T3
세포에서도 VEGF단백질이 증가할 것으로 생각되나 이는 추후에 보완되어야
할 것이다.이것으로 미루어 보아 NIH3T3세포에서 VEGF의 발현은 치수세포
에서와 동일하게 혈관생성을 촉진하고 박테리아 침입으로부터 보호하는 기능을
할 것으로 생각된다.
bFGF의 mRNA 발현은 일정하게 나타났는데 이전에 보고된 결과를 보면

bFGF의 발현이 LPS자극 보다는 살아있는 박테리아를 감염시켰을 때 더 잘 나
타났다고 하고 발현 양상은 박테리아의 수와 감염시간에 따라 달라진다고 하였
다19).또한 박테리아의 감염 후 섬유증(fibrosis)의 형성에 관여한다고 알려져 있
으며, 에서 신생혈관형성과정(angiogenesis)과 과립조직의 형성을 촉진한
다고 하였다7).이러한 양상으로 보아 bFGF의 발현은 NIH3T3세포에서 LPS자
극에 별 영향을 받지 않는 것으로 생각된다.그러나 VEGF처럼 전사 수준에서의
조절가능성 있기 때문에 추후에 단백질의 검증이 필요할 것으로 생각된다.
PDGF는 사람의 염증성 잇몸 조직에서 증가하는 경향을 나타내고 주로 주머

니상피(pocketepithelium)조직에 위치한다고 알려졌으며,이러한 PDGF의 발현
증가는 치주질환 동안 일어나는 염증반응의 변화에 기여 한다고 하였다18).또한
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LPS는 PDGF-수용체 alpha형 발현을 증가 시키는 것으로 알려져 있다5).따라서
본 연구에서 NIH3T3세포에서 PDGFmRNA의 발현이 LPS에 의해 적은 양이
기는 하나 증가한 것은 염증반응에 관여하여 주변의 세포들(염증반응세포 또는
이후 세포)의 순환과 섬유모세포 등에 작용하여 유사분열을 촉진 할 것으로 생각
된다21).
위상차 현미경을 이용해 관찰한 결과 LPS자극에 의해 NIH3T3세포의 증식

이 촉진되었다.일반적으로 NIH3T3의 증식시간(doublingtime)은 12시간인 것을
볼 때 60분에서부터 증가된 것을 볼 때 LPS신호에 의해서 증식이 되었거나
LPS에 의해서 분비된 다른 성장인자들의 자극에 의해 세포가 증식된 것으로 생
각된다.그런데 이미 LPS는 잇몸 섬유모세포의 증식 활성을 억제한다는 보고가
있다3).SLPI는 사람의 자궁 내막 암종에서 세포의 분열 주기에 관여하는 cyclin
D1유전자의 프로모터 활성에 관여하여 이 유전자의 발현을 증가시키며,세포
내 SLPI는 항세포증식인자(anti-proliferativefactor)를 억제하는 것으로 알려졌
다26).따라서 세포내에서 유도된 후 분비된 SLPI는 LPS반응에 대해 길항작용을
할 것으로 보이고 이러한 길항작용에 의해 분비된 SLPI는 주변의 NIH3T3세포
의 증식을 촉진한 것으로 보인다(Fig.6).
또한,본 연구에서는 주사전자현미경을 이용하여 LPS에 자극된 NIH3T3세

포의 미세구조적인 변화를 관찰하였다.LPS에 의해 자극된 대식세포는 세포질
부위의 신장이 나타나지만 잇몸섬유모세포(gingivalfibroblast)는 형태학적인 변
화가 나타나지 않는다고 보고되었다4).그러나 이 연구에서는 위상차 현미경 관
찰만을 통해 형태학적인 변화를 관찰했을 뿐,LPS자극에 따른 세포의 미세구조
변화는 보고되지 않았다.본 연구에서 LPS자극 후 30분과 60분대에서 세포질이
대조군에 비하여 신장된 것이 확인되었다.염증반응에 가장 잘 반응하는 대식세
포의 경우 LPS를 처리하였을 때 많은 세포질돌기가 형성되었지만20),잇몸섬유모
세포에서는 형태학적인 변화가 나타나지 않았다4).일반적으로 섬유모세포에서의
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신장은 PDGF나 EGF등의 신호에 의해 세포이동과 관련되어 나타나는 형태적
인 특징으로,본 주사현미경관찰로 미루어 볼 때,LPS에 의해 자극된 섬유모세
포가 2차 신호전달 물질인 SLPI나 PDGF를 발현 분비함으로서 주변의 세포에
영향을 미친 것으로 볼 수 있다.이중 발현이 약한 PDGF보다는 SLPI의 작용에
의한 것으로 생각된다.



- 15 -

ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

분비백혈구단백분해효소억제제(SLPI)는 염증 부위에서 중성구 엘라스타제에
의한 손상 작용에 대해 조직을 보호하는 역할을 한다.SLPI의 새로운 기능에 대
한 연구들은 단백질분해효소억제제 역할보다는 선천적 면역반응 작용에 주로 관
여 할 것임을 보고하였다.
따라서 본 연구는 섬유모세포 세포주(NIH3T3)에서 박테리아성지질다당류

(LPS)자극에 의한 SLPI의 기능을 확인하기 위하여 LPS처리에 따른 여러 성장
인자들과 비교하여 SLPI의 발현을 알아보았다.
역전사효소 중합반응(RT-PCR)과 면역학적 단백질 검출법(Westernblot)은

LPS처리 후 SLPI와 몇몇 성장 인자들(VEGF,bFGF,PDGF)의 mRNA와 단백
질의 검출을 위해 수행하였다.NIH3T3세포주를 ml당 100ng의 LPS에 각각
30분,60분,90분,24시간,48시간 동안 노출 시켰다.RT-PCR결과 SLPI와
VEGF mRNA 는 LPS 처리와는 상관없이 강한 발현 양상을 보였다.bFGF
mRNA는 대조군과 같이 약하게 발현 하였고,PDGFmRNA는 LPS노출 시간
에 따라 점진적으로 증가하는 양상을 나타냈다.그러나 세포질 용해액 과 세포
배양액에서 SLPI단백질의 수준은 LPS처리에 의해 증가하였다.또한 광학 현
미경 관찰과 전자 현미경 관찰은 LPS가 NIH3T3세포주의 형태학적인 변화를
유발시킴을 증명 하였다.
따라서 LPS는 NIH3T3세포에서 SLPI의 발현 증가를 조절하며,분비된 SLPI

는 세포분열과 이동을 자극할 것이라는 결론을 얻었다.SLPI가 세포분열과 세포
이동에 어떻게 관여하는지는 아직까지 규명되지 않은 실정이므로,추후에 SLPI
단백질이나 유전자 도입을 통하여 세포이동에 관련된 실험이 진행되어야 할 것
이다.
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Fig.3.RT-PCR assayoftheSLPIandgrowthfactorsmRNA.A)SLPIand
VEGF,PDGF,bFGF mRNA expressioninNIH3T3cellstreatedwith
LPS forcontrol(lane1),30min(lane2),60min(lane3),90min
(lane4),24hr(lane5),and48hr(lane6),respectively.GAPDH was
usedasanamplificationinternalcontrolfortheRT-PCR assays(S:
100bpDNA sizemarker).B)Foldinductionwasquantifiedinband
intensity by dividing theintensity ofeach growth factorand SLPI
signalto thatofcontrolsample.C)Quantification ofSLPImRNA
expression in NIH3T3 cells using RealTime-PCR method.SLPI
mRNA expressioninNIH3T3cellstreatedwithLPSforcontrol(1),30
min(2),60min(3),90min(4),24hr(5),and48hr(6),respectively.
··································································································································22

Fig.4.SLPIproteinlevelsinNIH3T3cellsbyLPStreatment.Toevaluatethe
effectofLPS on SLPIprotein expression in NIH3T3cells(control,
lane1),weexposedto100ng/mlLPS for30min(lane2),60min
(lane3),90min(lane4),24hr(lane5)and48hr(lane6),collected
thesupernatantandperformedimmunoprecipitation.Foldofinduction
wasquantifiedinthelysatesandmediabydividingtheintensityof
SLPIsignalstothatofcontrolsample(M:medium,L:lysates).······24

Fig.5.Observation ofmorphology in NIH3T3 stimulation with LPS.A)
Morphology of NIH3T3 cells observed using the phase contrast
microscopy.ThecellsexposedtoLPS(100ng/ml)forcontrol(①)and
30min(②), 60min(③)and90min(④),24hr(⑤),and48hr(⑥),
respectively.Allmagnificationisx200.B)SEM analysisofNIH3T3
cellsstimulationwithLPS.Thechangeofmorphologywasrepresent
at60min(③)byLPS comparedwithcontrol(①)and30min(②)
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samples.··················································································································25

Fig.6.Diagram ofconclusions.A)mRNA expressionofSLPI,VEGF,bFGF,
PDGFinNIH3T3cellafterLPSstimulation.B)LPSinducestheSLPI
geneandprotein.AfterinductionofSLPI,secreatedSLPIinhibitsLPS
function and released SLPIpromotes proliferation and migration of
neighboringcells.·······························································································26
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