
I. 서론

치주조직의결합조직내세포외기질은기저막

교원질, fibronectin, laminin과 p r o t e o g l y c a n

core protein 등의 단백질로 구성되어 있는데,

치은에는 6 0 %이상, 치조골에는유기질의 9 0 %

이상이교원질에의해세포외기질을이루고있

다.

세포외기질의 분해는 조직의 증식과 재구성

에 필요한중요한전구단계이며1 - 3 ), 진행성치

주질환에서의 치주인대와 치조골의 파괴는 이

들 조직의 주성분인 교원질 분해과정에 의해

초래된다. Viella등4 )은 교원질분해효소의 활성

이 치은염 및 치주염에서 염증반응의 정도에

비례하고병소의활성도와관련이있으며, 다형

핵백혈구에서 유래된 교원질분해효소가 치은

열구액내에 더 많이 존재한다고 하였다.

W o o l l y등5 )은 치은조직에서 섬유아세포에서

유래된 교원질분해효소는 주로 접합상피와 치

주낭상피에 접한 치은결합조직과 관련이 깊다

고보고하였다. Gangbar등6 )은구강양치액에서

교원질분해효소 활성이 치주질환의 치료전에

증가하고 처치후 감소하며 치은염증과 관련되

어 있다고 보고하면서 이 효소가 치주질환 진

행의활성도평가에사용가능성이있음을제시

하였다.

세포외기질의 분해과정에 중요한 효소인

p r o t e i n a s e는 metal, serine, cysteine, aspar-

t i c의 활성기를 지닌다. 그중에서 m e t a l기가

p r o t e i n a s e에 결합된 matrix metallopro-

t e i n a s e ( M M P )는 i n t e r s t i t i t a l

collagenase(MMP-1, -8, -13), gelati-

nase(MMP-2, -9), stromelysin(MMP-3,

-10, -11)으로대별된다1 , 3 ). 

M M P는 만성 염증성질환, 류마티스 관절염,

피부질환, 암과같은여러질환에서조직파괴와

조직 재구성에 관여하는 중요한 단백질분해효

소로 간주되고 있으며, 치주질환과 관련된

M M P군들은 다형핵백혈구, 섬유아세포, 대식

세포, 상피세포등에서유래된다1 , 3 ). MMP, tis-

sue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)

및 조절분자와 관련된 유전물질들은 치주질환

의 병적인진행정도를평가할수있고잠재적인

진단표시자로이용할수 있음이보고되었다7 -

9 ). Meikle등1 0 - 1 2 )은면역조직학적연구에의해

만성염증성 치주질환을 갖는 환자의 치은에서

MMP-1, -2, -3, 와T I M P을확인하였다. 

치주질환은 치태세균의 면역조직학적 반응

및 염증반응의결과로진행되는감염성질환이

다. 치태세균에서분비된내독소와같은독성물
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테트라사이클린계 약물이 치은섬유아세포내 M M P - 3의

활성도에 미치는 영향
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질은숙주내의임파구나단핵세포및 대식세포

를 자극하여 interleukin-1(IL-1), tumor

necrosis factor-α와 같은 c y t o k i n e들과
transforming growth factor-α와같은성장인
자의생성에크게영향을미친다8 , 9 , 1 3 ). 

I L - 1은 세균침투에대한신체반응의중요한

조절기능을하며, 염증성병리과정과관련된조

직파괴의잠재적인국소매개체이다1 4 - 1 7 ). IL-

1은 유전자 구조에 따라 막결합형인 I L - 1α와
분비형인 I L - 1β로 분류되며, 골흡수의활성화
에있어 I L - 1β는 I L - 1α보다1 5배 강력하다고
밝혀졌다1 8 - 2 0 ). IL-1β는 치주염 환자의 치은
조직과치은열구액에서많이 검출되며, 교원질

분해효소의생성과 p r o s t a g l a n d i n의 합성을증

가시켜 염증진행을 촉진시킴으로써 교원질 합

성능을저해한다1 0 ). 

화학적요법을이용한치주처치에대한 이론

적 근거는치주질환의주원인이세균이라는데

있고, 치주영역에서의 화학적요법은치주염치

료에단독으로적용되거나기계적인치료에부

가적인처치로적용되어왔다. 치주질환을일으

키는 주요 세균에 대해 다양한 항생제들의 항

균작용에대한연구가이루어져왔으며, 최근에

는 국소약물송달법에 의한 약물의 투여효과에

관한 연구가보고되었다. 이중 테트라사이클린

계 항생제는치주병인균에대해낮은농도로도

다른항생제와비슷한정도의억제효과를발휘

하기 때문에 치주질환에 더 효과적인 것으로

알려졌다2 5 - 2 7 ). 

T e t r a c y c l i n e - H C l은 여러 치주병인균을 포

함하여수많은그람 양성 및 음성 세균에대한

항균작용2 8 , 2 9 )이외에, 치주질환에 이환된 조직

에서 항교원질분해효소작용3 0 ), 항염증작용, 골

흡수의억제, 치근면에대한섬유아세포의부착

증진등의효능3 1 )을나타낸다.

D o x y c y c l i n e - H C l은 t e t r a c y c l i n e - H C l에

비해 흡수율이 높아 장내 세균총에 대한 영향

이 적어 소화기관내 부작용이적고, 소량의 약

제로 긴 반감기를 지녀 약효가 장기간 지속된

다. 또한 치은 열구액내 농도가 혈중농도보다

높아 치주질환과 관련된 치은연하 치태세균에

효과가 크기 때문에 치주염 치료를 위한 항생

제로추천되고있다1 5 ).

M i n o c y c l i n e - H C l은 치주질환의원인균주에

대한 감수성이 높고, 내성균 발현율이 낮으며
2 5 , 3 2 ), 조직 친화성이 크고 특히 치면의칼슘과

흡착되는작용이있어지속적인항균작용을나

타낸다. 또한 지방용해성이크고 혈장반감기가

길며 뇨배출이 적고 치은열구액내에는 혈장보

다 5배나 높은 농도를 보이면서치주병인균에

대해 강한 항균효과를 보이는 것으로 알려져

있다2 6 , 3 2 ). 

지금까지 치주치료 영역에서의 화학요법에

관한연구들은많이있었으나, 주로치주질환을

일으키는주요세균에대해항생제들의항균작

용에 대한 연구가 이루어져 왔으며, 항생제가

치주조직내 단백질분해효소에 미치는 영향에

관한연구는극히미미하였다. 이에치은섬유아

세포에 I L - 1β를 농도별로 적용함으로써
M M P - 3를 활성화시킬수 있는적정농도를설

정한후, 테트라사이클린계약물의농도별적용

이 I L - 1β에의해유도된MMP-3 활성도에미
치는영향을규명하고자본연구를시행하였다.

II. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

(1) 치은섬유아세포

건 강 한 치 은 조 직 을 채 취 하 여

HBSS(Hanke's buffered salt solution,

GIBCO/BRL, USA) 5ml을 포함한용기에 4℃

로 냉장보관하였다. 채취후 6 - 8시간 이내에

H B S S로 3회세정한다음1 x 1 x 1 m m의 크기로

세절하였다. 10-15개의 조직절편을 세포배양

접시(NUNC, Netherland)에 담아 20% fetal

bovine serum(FBS, Gibco, USA)과 1 0

u n i t / m l의 penicillin, 100㎍/ m l의 s t r e p t o-
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m y c i n이 포 함된 DMEM (Dulbecco's

Modified Eagle's Medium)을 넣고, 37℃,

100% 습도, 5% CO2 공기혼합배양기( S a n y o ,

J a p a n )에서 배양하였다. 섬유아세포가 조직절

편으로부터 증식되어 배양접시에 밀생상태

( c o n f l u e n t )가 되었을때, 세포배양접시

(NUNC, Netherland)로옮겨5 - 6일 간격으로

계대배양한후 5 - 1 0세대를사용하였다. 

(2) IL-1β및 t e t r a c y c l i n e계 약물의 준비

I L - 1β(R & D Systems, Minneapolis, MN)
는 dimethyl sulfoxide(Sigma, USA)에 용해

하여 - 2 0℃ 저온 냉동고에 보관한 후 실험시

실온에서 녹여 사용하였다. Tetracycline-

HCl(Sigma, USA), doxycyline-HCl(Sigma,

USA), minocycline-HCl(Sigma, USA)은 3

차 증류수에용해한후 - 2 0℃에보관하였다가

실험시실온에서녹여사용하였다. 

2. 방법

(1) IL-1β기준농도설정

6 well 조직배양판에서 배양된 세포가 밀생

상태에이르면 I L - 1β처리2 4시간전에항생제
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Figure 1. A Schematic illustration of the experimental procedure
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를 배제한0.1% FBS가함유된D M E M으로교

체하여배양하였다. 24시간 배양 후 조직 배양

액을 모두 제거하고 I L - 1β를 첨가하지 않은
군을 대조군으로 하고 5, 10, 25, 50,

100ng/ml 농도의 I L - 1β 1 m l와 0.1% FBS가
함유된 DMEM 1ml를 함께 적용하여 2 4시간

배양한 다음 E L I S A를 이용하여각 농도에 따

른 M M P - 3의 활성도를 평가함으로써 본실험

에서 M M P - 3를 활성화시키기위한 I L - 1β의
기준농도로설정하였다.

(2) ELISA를 이용한 M M P - 3의 활성도 검사

(Figure 1)

배양된 multiwell culture plate로부터 상층

액을 채취하여 proMMP-3 ELISA kit(The

Binding site, San Diego. CA)의96 well plate

의 각 w e l l에 적절히 t r i p l i c a t e하여 나눠 넣고

6 0분간 실온에 방치한 후 각 w e l l에 w a s h

b u f f e r로 3회 세척한 다음, 100μl의 b i o t i n y-

lated antibody를 각 w e l l에 적용하고 6 0분간

실온에 반응시킨 후 wash buffer로 다시 3회

세척하였다. Streptavidin peroxidase를 각

w e l l에 1 0 0㎕씩분주하고실온에서 3 0분간반

응시킨 후 wash buffer로 3회 세척하였다. 각

w e l l에 3,3', 5,5'-tetramethylbenzidine 기질

1 0 0㎕씩을분주한다음실온에서 1 0분간방치

한 후 1 0 0㎕의 stopping solution을분주하였

다. 청색에서 황색으로 변화되는 s t o p p i n g

r e a c t i o n을 확인한 후 3 0분내에 m i c r o w e l l

plate reader (Bio-Tek instrument, USA)에

서 4 5 0 n m로 각 w e l l의 흡광도(optical densi-

t y )를 측정하였고, 대조군에대한각 농도군흡

광도의백분율을구하여M M P - 3의 상대적활

성도(relative activity)로평가하였다.

(3) Tetracycline계 약물의 투여
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Figure 2.The difference of the optical density(O.D) of MMP-3 according to the concentrations of

Table 1. The activity of MMP-3 according to the concentrations of IL-1β

C o n c e n t r a t i o n ( n g / m l ) N u m b e r Optical density(Mean±S . D ) Relative activity(Mean(%)±

S . D )

0 ( c o n t r o l ) 6 0 . 3 0±0 . 2 6 1 0 0 . 0 0

5 6 1 . 1 7±0 . 6 0 3 9 5 . 0 5±2 0 2 . 8 7

1 0 6 0 . 9 9±0 . 5 2 3 3 6 . 0 6±1 7 4 . 5 0

2 5 6 2 . 0 1±0 . 8 3 * 6 8 0 . 9 4±2 8 0 . 8 9 *

5 0 6 1 . 9 6±0 . 7 3 * 6 6 4 . 0 0±2 4 7 . 4 8 *



약물을 전혀 투여하지 않은 대조군으로부터

10, 25, 50, 100, 200㎍/ml 농도의 t e t r a c y-

cline-HCl, doxycycline-HCl 및 m i n o c y-

cline-HCl 각 1 m l를 0.1% FBS를 함유한

D M E M배양액 1 m l와 함께 첨가하여 치은섬유

아세포를 배양하였다. 1시간 후 2 5 n g / m l의

I L - 1β를 배양액과 함께 첨가한 후 2 4시간 배

양한 다음 proMMP-3 ELISA kit를 이용하여

동일한 방법으로 M M P - 3의 상대적 활성도를

평가하였다.

(4) 통계학적 분석

흡광도와 M M P - 3의 상대적 활성도에 대한

I L - 1β의 농도에 따른 차이 및 t e t r a c y c l i n e계
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Figure 3. The difference of the relative activity of MMP-3 according to the concentrations of IL-1β

Table 2. The activity of MMP-3 according to the concentrations of tetracycline-HCl

C o n c e n t r a t i o n ( n g / m l ) N u m b e r Optical density(Mean±S . D ) Relative activity(Mean(%)±

S . D )

0 ( c o n t r o l ) 6 1 . 1 1±0 . 0 9 1 0 0 . 0 0

1 0 6 0 . 5 6±0 . 1 2 5 1 . 1 8±1 3 . 4 8

2 5 6 0 . 7 3±0 . 2 5 6 7 . 4 8±2 6 . 5 0

5 0 6 1 . 0 0±0 . 4 0 9 2 . 3 1±4 1 . 1 8

1 0 0 6 1 . 3 7±0 . 3 4 1 2 5 . 4 0±3 7 . 4 6

Figure 4. The difference of the optical density(O.D) of MMP-3 according to the concentrations of



약물의 각 농도에 따른 차이를 일원 분산분석

법(one-way ANOVA)으로 분석하였고

Turkey test로사후검증을하였다. 통계처리는

S P S S / P C +를 이용하였고, p<0.05수준에서통

계학적유의성을검증하였다.

III. 실험성적

1. IL-1β의 농도에 따른 M M P - 3의 활성도

치은섬유아세포에 5, 10, 25, 50, 100ng/ml
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Table 3. The activity of MMP-3 according to the concentrations of doxycyline-HCl

C o n c e n t r a t i o n (㎍/ m l ) N u m b e r Optical density(Mean±S . D ) Relative activity(Mean(%)±

S . D )

0 ( c o n t r o l ) 6 1 . 2 6±0 . 1 2 1 0 0 . 0 0

1 0 6 0 . 5 2±0 . 0 3 * 4 1 . 7 7±3 . 6 0 *

2 5 6 0 . 6 7±0 . 0 6 * 5 3 . 0 6±2 . 2 5 *

5 0 6 0 . 7 3±0 . 0 9 * 5 8 . 0 9±3 . 7 0 *

1 0 0 6 1 . 0 0±0 . 0 5 * 8 0 . 0 3±1 0 . 3 4 *

Figure 5. The difference of the optical density(O.D) of MMP-3 according to the concentrations of

Table 4. The activity of MMP-3 according to the concentrations of minocycline-HCI

C o n c e n t r a t i o n (㎍/ m l ) N u m b e r Optical density(Mean±S . D ) Relative activity(Mean(%)±

S . D )

0 ( c o n t r o l ) 6 2 . 6 9±0 . 1 2 1 0 0 . 0 0

1 0 6 0 . 8 9±0 . 1 8 * 3 3 . 0 5±6 . 5 3 *

2 5 6 1 . 0 6±0 . 2 2 * 3 9 . 0 0±7 . 9 3 *

5 0 6 1 . 6 4±0 . 3 0 * 6 0 . 7 1±1 0 . 9 8 *

1 0 0 6 1 . 8 9±0 . 2 7 * 6 9 . 9 8±1 0 . 3 6 *
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Figure 6. The difference of the optical density(O.D) of MMP-3 according to the concentrations of

Figure 7. The difference of the optical density of MMP-3 according to the concentrations of 3

Figure 8. The difference of the relative activity of MMP-3 according to the concentrations of 3



농도의 I L - 1β를 투여하여 2 4시간 배양한 후
I L - 1β를 가하지않은대조군과M M P - 3의 활
성도를비교한결과 대조군에 비해 2 5 n g / m l이

상의 농도에서통계학적으로 유의성있게 높은

M M P - 3의 활성도가 발현되었다( p < 0 . 0 5 ,

Table 1, Figure 2, Figure 3). 이에본 실험에

서 M M P - 3의 활성화를위한 I L - 1β의 기준농
도를2 5 n g / m l로설정하였다.

2. Tetracycline-HCl의 농도에 따른
M M P - 3의 활성도

Tetracycline-HCl 투여가 M M P - 3의 활성

도에 미치는 영향을 분석한 결과 t e t r a c y-

c l i n e - H C l을 투여하지 않은 대조군에 비해 통

계학적 유의성은 없었으나, 저농도인 1 0㎍/ m l

의 tetracycline-HCl 투여군에서 가장 낮은

M M P - 3의 활성도를보였으며, 200㎍/ml 농도

의 t e t r a c y c l i n e - H C l을 투여한 군에서는

M M P - 3의 활성도가 유의성있게 높았다

(p<0.05, Table 2, Figure 4).

3. Doxycycline-HCl의농도에 따른
M M P - 3의 활성도

D o x y c y c l i n e - H C l을 적용하지 않은 대조군

에 비해 10, 25, 50, 100㎍/ml 농도의 d o x y-

c y c l i n e - H C l을 투여한 군에서는 M M P - 3의

활성도가유의성있게낮았고, 반면에2 0 0㎍/ m l

농도 투여군에서는 M M P - 3의 활성도가 유의

성있게 높게 나타났다(p<0.05, Table 3,

Figure 5).

4. Minocycline-HCl의 농도별 M M P - 3
의 활성도

M i n o c y c l i n e - H C l을 투여하지 않은 대조군

에 비해 1 0㎍/ m l의 저농도를 투여한군으로부

터 2 0 0㎍/ m l의 고농도를 투여한 군까지 모두

M M P - 3의 활성도가유의성있게낮게나타났

다(p<0.05, Table 4, Figure 6).

5. Tetracycline계 약물이 MMP-3 활성도
에 미치는 영향

3종의 t e t r a c y c l i n e계 약물 모두 고농도보다

는 저농도로 투여되었을 때 약물을 투여하지

않은대조군에 비해M M P - 3의 활성이억제되

는경향이관찰되었다(Figure 7, Figure 8).

IV. 총괄 및 고안

치주염의일차적인원인은치태세균이며, 이

세균으로부터 분비된 내독소와같은 독성물질

은 대식세포를 활성화시켜 다양한 c y t o k i n e들

을 분비함으로써 다형핵백혈구, 치은섬유아세

포, 대식세포 및 상피세포등의 숙주세포를 자

극하여 M M P를 방출하고 활성화시킨다8 , 9 , 3 3 -

3 5 ). MMP는치아맹출과같은 생리적인과정과

치주질환과같은병적인과정에작용하며, 치주

염에서세포외기질에대한병리적파괴는활성

화된 M M P와 이에 대한 억제제인 T I M P의 불

균형에의해야기된다1 , 1 2 , 1 4 , 3 6 - 3 9 ). 

성인형치주염에서는다형핵백혈구에서유래

된 interstitial collagenase(MMP-8)가 주로

관련된 반면4 0 , 4 1 ), 국소 유년형 치주염에서는

섬유아세포, 대식세포, 상피세포에서 유래된

interstitial collagenase (MMP-1)가 주로 관

련된다1 ). 치은열구액과 타액에서 검출된 단백

질분해효소와 억제물질은 치주조직의 건강을

반영하는것으로간주되고있는데, 성인형치주

염에서는 M M P - 8이 높게 나타난 반면, 국소

유년형 치주염에서는 M M P - 1이 높게 나타난

다4 , 4 2 , 4 3 ). 최근 치은, 치은열구액과 타액에서

MMP-8, MMP-9는 d o x y c y c l i n e과 c h e m i-

cally modified non-antimicrobial tetracy-

c l i n e s ( C M T s )에 의해 억제될수있다고보고되

었다4 3 , 4 4 ).

치주질환에서나타나는 M M P중에서M M P -
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3 ( s t r o m e l y s i n - 1 )은 gelatin, proteoglycans,

laminin, fibronectin과 type IV 와 IX collagen

을 포함한다양한세포외기질의분해를담당한

다4 5 - 4 7 ). 또한 M M P - 3는 류마티스관절염과

골관절염을포함한다양한염증성질환과관련

된 결합조직의 파괴에 중요한 역할을 하며,

M M P - 1의 활성을 조절하여 병인과정이 시작

되는결정적인요소를제공할것이라고보고되

었다4 8 , 4 9 ).

인체 치은섬유아세포는 5 , 0 0 0 - 1 5 , 0 0 0개의

IL-1 수용체를 지니며2 0 ), proinflammatory

c y t o k i n e에 대응하여 M M P를 생산하는데,

M M P - 3의 활성은 I L - 1β의 매개에의해 조절
되어지고, 치주질환과 관련된결합조직의 파괴

에서 I L - 1β와 M M P - 3가 중요한역할을한다
4 9 ).

본 연구는선학들의연구결과를 토대로질환

의 활성을 매개하기 위한 수단으로 인체 치은

섬유아세포에 I L - 1β를 첨가하여 M M P - 3를
활성화할수있음을확인한다음, 화학요법제중

t e t r a c y c l i n e계 약물이M M P - 3의 활성도에미

치는 영향을 규명하고자 t e t r a c y c l i n e - H C l ,

doxycycline-HCl, minocycline-HCl의

t e t r a c y c l i n e계 약물을배양중인인체치은섬유

아세포에 설정된 농도로 각각 투여하고 1시간

후 I L - 1β를 적용한 후 2 4시간 동안 배양하여
M M P - 3의 활성도를비교분석하였다. 

M M P의 활성화는 MMP 유전자 전사단계의

조절, 전구물질의활성화, 기질특이성의차별화

및 MMP inhibitor의 작용억제 등으로 이루어

지는데1 , 5 0 - 5 3 ), IL-1β는 유전자전사단계에작
용하여 M M P - 3의 활성을 유도한다. MMP-3

의 활성을확인하는방법으로는 c h r o m a t o g r a-

phy, reverse transcription-polymerase

chain reaction(RT-PCR). immunocyto-

chemistry, ELISA 등이 이용되고 있는데, 본

연구에서는실험실적으로쉽게이용할수있고,

객관적이며 재현성이 높은 장점들을 갖는

proMMP-3 ELISA kit(The Binding site,

San Diego. CA)를 이용하였고 흡광도를측정

한후M M P - 3의 상대적활성도를구하여비교

분석하였다. 

본 실험에서 M M P - 3의 활성화를 유도하기

위한 I L - 1β의 적정농도를설정하기위해먼저
I L - 1β를 5, 10, 25, 50, 100ng/ml의 농도로
구분하여 실험한 결과 2 5 n g / m l이상의 농도에

서 M M P - 3의 활성도가 유의성있게 상승됨을

확인하였고, 이에 본 실험을 위한 기준농도로

2 5 n g / m l를 설정하였다. Stashenko등5 4 )은 성

인형 치주염을 갖는 환자들을 대상으로 한 연

구결과 I L - 1β의 농도가 건강한 부위에서는
6 . 2±4.6ng/ml, 활성화되지않은질환부위에서

는 1 2 . 6±2.5ng/ml, 활성화된 질환부위에서는

2 8 . 4±7.2ng/ml 정도였다고보고하였는데, 본

실험에서 적용된 2 5 n g / m l의 I L - 1β 농도는활
성화된치주질환에상응하는농도로간주할수

있다.

T e t r a c y c l i n e계 약물은 I L - 1β에 의한
M M P - 3의 유도단계를 차단하거나 활성화된

M M P들의 Z n2 +와 결합함으로써 활성이 상실

되도록 작용하는데3 0 , 4 4 ), tetracycline-HCl의

경우치주병인균의효과적인농도가4 - 8㎍/ m l

이며, 치주질환과관련된대부분의병원균을제

거하기 위해서는 대략 3 0㎍/ m l이 필요하다고

한 G o r d o n등5 5 )의 보고, doxycycline-HCl의

경우전신적으로투약한지 4 8시간후치은열구

액내 농도가 3 - 1 0㎍/ m l정도 된다고 한

P a s c a l e등1 5 )의 보고, minocycline-HCI의 경

우 치주병원성세균에대한항세균활성농도를

4㎍/ m l라고한 C i a n c i o등2 6 , 3 2 )의보고들을토대

로 본 연구에서 t e t r a c y c l i n e계 약물의 농도를

10, 25, 50, 100, 200㎍/ m l로 설정하여농도에

따른M M P - 3의 활성도차이를비교하고자하

였다.

본 연구결과에서 대조군에 비해 t e t r a c y-

c l i n e - H C l을 2 5㎍/ml 이하의저농도로투여한

실험군에서는 통계학적 유의성은 없었으나

M M P - 3의 활성도가억제되는 경향을보였고,
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2 0 0㎍/ m l의 고농도에서는 MMP-3 의 활성도

가 오히려 유의성있게 상승되었는데( p < 0 . 0 5 ) ,

이러한 결과는 질환별에 따른 t e t r a c y c l i n e -

H C l의 투여효과에 관한 실험에서 성인형치주

염과 관계깊은다형핵백혈구로부터 유래된 교

원질분해효소에 대해서는 억제효과가 있었으

나, 섬유아세포로부터 유래된 교원질분해효소

에 대한 억제효과는 적었다고 보고한 I n g m a n

등1 4 , 3 8 )의 연구 결과와 맥락을 같이 한다고 볼

수있다.

D o x y c y c l i n e - H C l을 투여한 본 연구에서

1 0 0㎍/ml 이하의 농도군에서는 M M P - 3의 활

성도가억제되었으나(p<0.05), 200㎍/ml 농도

군에서는 활성도 상승이 관찰되었는데

(p<0.05), 토끼의각막으로부터정제된교원질

분해효소에대한 t e t r a c y c l i n e계 약물의 I C5 0은

d o x y c y c l i n e ( 1 5μM )이 m i n o c y c l i n e ( 1 9 0μ

M )이나 t e t r a c y c l i n e ( 3 5 0μM )에 비해 효소의

활성과 관련있는 Z n2 +에 대한 결합력이 가장

강함을확인한 B u r n s등5 6 )의 연구를고려할때

d o x y c y c l i n e - H C l은 저농도에서 M M P - 3와

쉽게 결합하기 때문에 결과적으로 M M P - 3의

활성도를억제하는효과를발휘하는것으로사

료된다. 또한 2 0 m g의 저용량 doxycycline 제

제를성인형치주염환자에게복용시켰을때 항

생제 투여후예견되는 가장 큰 부작용중의 하

나인저항균주의발현없이치주낭깊이, 부착수

준, 치은열구액내교원질분해효소 활성도에유

의한 개선을 보였음을 보고한 G o l u b등3 0 , 4 4 )의

연구결과는 낮은 용량의 d o x y c y c l i n e이 항균

작용과는 무관한 기전으로 치주조직의 상태를

개선시킬수있으며, 장기적인 저용량복용요법

이 기계적인 치주치료의 유용한 보조치료법이

될수있음을시사하였다.

M i n o c y c l i n e - H C l이 치은섬유아세포에대한

직접적인 영향을 관찰한 실험에서 S o m e r m a n

등5 7 )은전신투여시 용량이 5 0㎍/ m l일 때 치주

낭의세균총을감소시키며부작용이가장적었

고, 고농도의m i n o c y c l i n e - H C l은 세포의확산

을 방해하여 치근면에 대한 결합조직 세포의

부착을 방해하며 2 4시간 이상 1 0 0㎍/ m l의 농

도에세포를노출시키는경우세포부착을방해

하여 결국 세포의 활동성 상실을 초래한다고

보고하였다. 또한 윤등5 8 )은 m i n o c y c l i n e - H C l

이 치은섬유아세포와 치주인대세포의 활성에

미치는영향을조사한결과저농도인 2㎍/ m l에

서 세포활성도가 가장 높았으며, 50㎍/ m l이상

의 농도에서는세포활성이감소되는경향을보

였고, 100㎍/ m l이상의농도에서는세포의부착

이 감소되는 경향을 보인다고 보고하였다. 본

연구에서도 m i n o c y c l i n e - H C l을 투여한 경우

1 0 - 2 0 0㎍/ m l의 모든 농도군에서 M M P - 3의

활성도가 억제되었으나(p<0.05), 약물의 농도

가 높을수록 M M P - 3의 활성도억제효과가떨

어지는 경향이 관찰되었는데, 이러한 결과는

minocycline-HCl 역시 저농도로 투여하는것

이바람직함을제시하고있다. 

이상과같은본연구결과를종합해보면치은

섬유아세포에 t e t r a c y c l i n e계 약물을 저농도로

적용하였을 때 I L - 1β에 의해 유도된M M P - 3
의 활성도가 억제될수 있음을시사하였고, 고

농도로적용하였을때는 I L - 1β에 의한 M M P -
3의활성도억제효과가감소됨을보였는데, 이

는 약물의항균작용과는무관한기전으로고농

도의약물이오히려세포활성도를감소시키고

세포 손상을 야기함으로써 M M P - 3의 활성도

가상승되어나타난결과로추정된다. 

치은결합조직의대부분을이루는세포외기질

을 생산하는 주된세포가치은섬유아세포이고,

섬유아세포에는 I L - 1β에 대한 수용기가 많이
존재하는 것으로 알려져 있기 때문에 본 연구

에서는 치은섬유아세포를 대상으로 하여

M M P - 3의 활성도를평가하였는데, 향후 인체

치주인대세포에 대한 t e t r a c y c l i n e계 약물투여

시 M M P - 3의 활성도에미치는영향을비롯하

여 각 약물의농도를보다 세분하여 최적의투

여농도를 규명할 수 있는 추가적인 연구가 필

요하다하겠다. 또한성인형치주염에는다형핵
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백혈구에서 유래된 M M P - 8이 치은섬유아세

포에서 유래된 M M P - 1이나 M M P - 3보다 더

많이 관여하는 것으로 알려져 있으며, 이들의

활성도를 억제하는데는 d o x y c y c l i n e이 더 효

과적이라고 알려져 있는 바 다형핵백혈구에서

유래된M M P - 8의 활성도에 대한항생제의영

향을 평가하는 연구가 이루어져야 될 것으로

사료된다.

치주질환의 치료에서 화학적 요법은 세균에

대한항균작용과질환의활성과정들에대한억

제작용을위해이용된다. 항생제의투여방법도

전신적인 투여와 국소약물송달법5 9 )이 있는데,

본 연구결과에근거할때단백질분해효소의억

제에필요한약물의적정농도를규정하고, 약물

투여방법에 따라 치은열구내에서 적정농도로

작용시간을 지속시킬 수 있는 방안 모색을 위

한연구가필요할것으로사료된다.

V. 결론

T e t r a c y c l i n e계 약물이M M P - 3의 활성도에

미치는 영향을 평가하는데 목적을 두고 인체

치은섬유아세포에서 M M P - 3의 활성을 유발

할수 있는 I L - 1β의 기준농도를 설정한 후,
tetracycline-HCl, doxycycline-HCl,

m i n o c y c l i n e - H C l을 농도별(10, 25, 50, 100,

2 0 0㎍/ m l )로 적용하고, 1시간후에 2 5 n g / m l의

I L - 1β를 적용한 다음 2 4시간 배양한 후
E L I S A에 의해흡광도를측정하고상대적활성

도를 구하여 대조군과 통계학적으로 비교분석

함으로써다음과같은결과를얻었다.

1 . T e t r a c y c l i n e - H C l의 경우 2 5㎍/ m l이하

의 농도군에서는 M M P - 3의 활성도가억

제되는 경향을 보였으나, 200㎍/ m l의 농

도에서는 M M P - 3의 활성도가 유의성있

게상승되었다( p < 0 . 0 5 ) .

2 . D o x y c y c l i n e - H C l의 경우 1 0 0㎍/ml 이

하의 농도군에서는 M M P - 3의 활성도가

억제되었으나(p<0.05), 200㎍/ml 농도에

서는 M M P - 3의 활성도가 상승되었다

( p < 0 . 0 5 ) .

3 . M i n o c y c l i n e - H C l의 경우 1 0 - 2 0 0㎍/ m l

의 모든농도군에서 M M P - 3의 활성도가

억제되었다( p < 0 . 0 5 ) .

이상과 같은 결과는 t e t r a c y c l i n e계 약물을

저농도로 적용하였을 때 인체 치은섬유아세포

에서 I L - 1β에 의해 유도된M M P - 3의 활성도
가억제될수있음을시사하였다.
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Extracellular matrix component is

degraded by enzymes of thematrix metal-

loproteinases(MMPs). MMPs are produced

by both hemopoietic and structural cells.

Increased activity of MMP-3 in periodon-

tium is strongly associated with inflamma-

tory periodontal disease.

The purpose of the present study was to

determine the effect of tetracycline ana-

logues on the activity of MMP-3.

Tetracycline-HCl, doxycycline-HCl, and

minocycline-HCl were applied to huamn

gingival fibroblasts at various concentra-

tions of 10, 25, 50, 100, 200㎍/ml, and 1

hour later IL-1β of 25ng/ml was added.
After incubation for 24 hours the cells were

reacted by enzyme-linked immunosorbent

assay using proMMP-3 ELISA kit. The

optical density was measured by microwell

plate reader at 450nm. The relative activity

of MMP-3 was calculated as the percent-

age of the optical density of each experi-

mental group to that of the control. The

difference of the optical density and the

relative activity of MMP-3 between the

experimental groups and the control

wasstatistically analyzed by one way

A N O V A .

The results were as follows:

1 . Tetracycline-HCl showed the ten-

dency to inhibit the activity of MMP-3

at the concentration lower than 25㎍

/ml, but increased significantly the

activity of MMP-3 at the concentra-

tion of 200㎍/ m l ( p < 0 . 0 5 ) .

2 . Doxycycline-HCl inhibited signifi-

cantly the activity of MMP-3 at the

concentration lower than 100㎍/ml, but

increased significantly the activity of

MMP-3 at the concentration of 200㎍

/ m l ( p < 0 . 0 5 ) .

3 . Minocycline-HCl inhibited the activity

of MMP-3 at the concentration in the

range of 10 to 200㎍/ m l .

Within the limit of the present study, the

above results suggested that the low con-

centration of tetracycline analogues could

inhibit the activity of MMP-3 induced by

I L - 1β in human gingival fibroblasts. 

Key words ; tetracycline analogues,

I n t e r l e u k i n - 1β, matrix metalloproteinase-3
human gingival fibroblasts.
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