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――― Abstract ――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――

Background : Human 92-kD type IV collagenase(gelatinase B), a family of matrix metalloproteinases(MMP), is involved 

in the remodeling of connective tissue as well as in disease states associated with acute and chronic inflammation or 

tumoral metastatic processes.

Methods : To investigate the pharmacological and enzymatic characteristics of  human neutrophil type IV collagenase, 

the enzyme was  extracted from human neutrophils and purified by a combination of Ultrogel AcA 54 gel filtration 

and Bio-Rex 70 ion exchange chromatographies.

Results : The Purified enzyme showed a single band of molecular weight: 92-kD on the sodium dodecyl 

sulfate-polyacryl amide gel electrophoresis(SDS-PAGE). Human neutrophil type IV collagenase degraded gelatin at the 

specific cleavage site, but did not affect intact type I collagen. Human 92-kD type IV collagenase was activated by 

aminophenylmercuric acetate and molecular conformation was changed at the disulfide bond finger site.

Conclusion : Human 92-kD type IV collagenase was inhibited by tetracycline, de-dimethylaminotetracycline and 

pepstatin A, an inhibitor of aspartic proteinase,

E-64, an inhibitor of cysteine proteinase and leupeptin,  an inhibitor of cystein and serine proteinase had no inhibitory 

effect on human 92-kD type IV collagenase activity.

―――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――
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서  론

  

  사람의 성장, 상처의 치유, 종양 세포의 침습 그리고 다

양한 질병과 동반되는 세포외기질의 분해와 재구성에 

matrix metalloproteinases (MMPs)라고 하는 일군의 효소

가 관여한다.
1) 
이들의 효소 특이성은 각각 다르지만 이 

효소들은 집합적으로 기질을 구성하는 대분자들을 분해

하는 능력이 있다. 또한 MMPs는 그들의 분자량이 다르

지만 모두 cystein-switch와 zinc-binding 영역을 가지고 있

다.
2-6)

 그들은 전효소 형태로 분비되어 세포외에서 활성

화 과정을 거치며
6)
 tissue inhibitors MMPs에 의하여 억제

된다.
7)
 

  사람의 MMP들은 그들의 기질 특이성에 따른 유사성

과 polypeptide chain의 구성에 따라 크게 4개의 범주로 

구분되며  interstitial collagenase, gelatinase 또는 type IV 

collagenase, stromelysin과 putative metalloproteinase(PUMP) 

등이 그 예이다.
8)

  첫번째 범주에 속하는 효소들로서는 fibroblast type
9,10)

과 neutrophil type의 interstitial collagenases로서 type I, II, 

III collagens를 가수분해 한다. 

  두번째 범주에 속하는 효소들로서는 gelatinase 또는 

type IV collagenase로서 섬유아세포와 종양세포들
11,12)

에 
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의 해서 생산되는 72-kD type IV collagenase가 있고 중성

구,
13)
 대식세포

14)
와 일부 형질 전환 세포들

15,16)
에 의해서 

생산되는 독특한 92-kD type IV collagenase가 있다. 

  세번째 범주에 속하는 것으로서 섬유아세포는 

proteoglycans, type IV, IX collagens, laminin, fibronectin 

그리고 다른 기질들을 분해하는 stromelysin이라는 효소

를 생산한다.
16)
 

  끝으로 putative metalloproteinase(matrilysin)는  proteoglycans, 

fibronectin, laminin, gelatin 그리고 다른 기질들을 분해한

다.
17)

  사람의 matrix metalloproteinases들 중 92-kD type IV 

collagenase는 interstitial collagenase가 동정되는 곳에서는 

빈번히  발견되었고
18,19)

 interstitial collagen을 분해하는데 

있어서 interstitial collagenase와 상승적으로 작용한다는 

것이 밝혀졌다.
20)
 특히 배아기의 기관의 정상적인 발달

중에는 92-kD type IV collagenase는 기저막의 분해가 주

된 역할이 아니라 interstitial collagenase에 의해 발생되는 

변성된 collagen조각(gelatin)들의 제거를 위한 gelatinase

로서의 역할이 더 중요하다는 것이다.
21)

  원래는 gelatins에 대한 강력한 가수분해 작용 때문에 

명명된 gelatinases는 오히려 기저막에서 발견되는 type  

IV collagen을 분해하는 이 효소의 독특한 능력 때문에 연

구자들에게 더욱 주목받게 되었다. 또한 이 기저막은 통

과해서 이동하려는 세포들에게는 장벽으로 작용하게 되

므로 연구자들은 gelatinases가 종양의 칩습, 전이 그리고 

혈관신생을 용이하게 한다고 보고하였다.
22-24) 

  72-kDa gelatinase는 증식중인 피부의 섬유아세포, 

H-ras가 형질전환된 기관지 상피세포(H-ras transformed 

bronchial epithelial cells) 그리고 SV-40가 형질전환된 페

의 섬유아세포(SV40- transformed lung fibroblasts)가 분

비한다. 그리고 SV-40가 형질전환된 페의 섬유아세포가 

분비하는 92-kDa gelatinase는 72-kDa gelatinase보다 54개

의 proline이 풍부한 영역(54-residue proline-rich domaine)

을 가지고 있다. 

  macrophage, U937 단구성 백혈병세포(U937 monocytic 

leukemia cells), HT1080 섬유육종세포(HT1080 

fibrosarcoma cells) 그리고 배양한 사람의 각질세포

(human keratinocytes는 모두 92-kDa gelatinase를 분비한

다. 

  결합 조직에서 전체적인 통합성의 상실은 류마티스양 

관절염, 골관절염 등의 많은 질병과정에서 나타난다.
25,26)

 

이런 질병들이 선진국에서 많은 발병율을 나타내지만 이

때 발생하는 조직 손상을 예방할 수 있는 치료법은 없다. 

여러 증거들은 결합조직 내의 metalloproteinase의 활성이 

적당히 조절되지 못해서 이러한 조직손상이 유발되며 결

과적으로 이러한 효소를 억제하는 것이 조직손상을 예방

하는 치료적 개입의 목적이 되고있다.
27)
 

 본 연구에서는 human 92-kD type IV collagenase에 대해 

tetracycline, de-dimethylaminotetracycline 및 proteinase 

inhibitor들에 의한 효소 활성도 억제 실험을 함으로서 이 

효소의 약리학적 특성의 일부를 밝히고자 한다.

재료 및 방법

1. 재료

 Ultrogel AcA 54는 LKB사(Uppsala, Sweden), Bio-Rex 70

은 BioRad사(Hercules, Calif. USA), sodium acetate, 

aminophenylmercuric acetate(APMA), bovine serum 

albumine, ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA), ethylene 

glycol-bis(β-amino ethyl ether) N,N,N�,N�-tetraacetic 

acid(EGTA), tetracycline, Brij 35, 

n-succinyl -a l a-al a-ala-p-ni t roani l ide(SANA), 

n-succinyl-ala-ala-pro-phe-p-nitroanilide(SAPNA), Tris 

base그리고 calcium chloride는 Sigma사(St. Louis, Mo. 

USA), HMW and LMW electrophoresis calibration kits는 

Pharmacia사(Brussels, Belgium), SDS-PAGE용 시약은 

BioRad사 제품을 사용하였고 그외 모든 시약은 특급을 

사용하였다. 그리고 투석용 막(Spectrapor dialysis 

membane)은 Spectramedical사(Houston, Tx. USA) 제품을 

초 여과막(PM 10 concentration membrane)은 Amicon사

(Beverly, MA. USA) 제품을 사용하였다. 혈액은 고신 의

료원 혈액 은행에 저장된 전혈을 사용하였다.

2. 방법

1) Human 92-kD type IV collagenase의 분리 

  human 92-kD type IV collagenase는 Lee
28)
 등이 기술한 

방법을 따랐으며 요약하면 다음과 같다. 

  a. Leukocyte extract

  전혈을 22℃에서 200 g 속도로 30분간 원심 분리하여 

백혈구층을 얻었다. 여기서 분리된 백혈구를 1.5 M NaCl

과 50 mM CaCl2및 50 mM Tris-HCl을 포함하고 pH 7.3으

로 조절된 용액 내에서 세포 분쇄기(Polytron ; 

Kinematica CH-6010, Kriens-Luzern, Brikmann사)를 이용

하여 최대 속도에서 15 초 동안 3 회 분쇄한 후, 30,000 
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g 속도로 60 분간 원심 침전시켜서 상층액을 취하여 백

혈구 추출물로 사용하였다. 

  b. Ultrogel AcA 54 gel filtration column chromatography  

  백혈구 추출물을 Tris-HCl 용액(50 mM Tris-HCl, 150 

mM NaCl, 5 mM CaCl2 , 0.1% Brij 35, pH 7.3)으로 평형

된 2.5 x 100 cm 길이의 Ultrogel  AcA 54 column을 사용

하여  chromatography를 시행하였다. 이때 실험 온도는 

4℃로 유지하였다. 유속은 8 ml/15 min.이었고 8 ml을 1 

분획으로 하였으며 각 분획에 gelatin을 넣어 37℃에서 4 

시간 동안 incubation시켜서 gelatin을 분해시킨 후 반응 산

물을 SDS-PAGE를 하여 젤라틴 분해능이 있는 분획을 확

인하였으며, 젤라틴 분해능이 있는 분획만 모아서 같은 

부피의 50 mM sodium acetate 용액(50 mM sodium acetate, 

50 mM Tris-HCl pH 7.4, 2 mM CaCl2, 0.1% Brij 35)으로 

1:1로  희석시킨후 다음 정제 과정에 사용하였다. 

  c. Bio-Rex 70 ion exchange chromatography

  Bio-Rex 70 이온 교환 수지로 충진된 column(3.0 x 27 

cm)을 50 mM sodium acetate 용액(50 mM sodium acetate, 

50 mM Tris-HCl pH 7.4, 2 mM CaCl2 , 0.1% Brij 35)으로 

평형시킨 다음 Ultrogel  AcA 54 column chromatography

에서 분리한 시료를 column에 통과시켜 수지에 부착시킨 

다음 부착되지 않은 단백질이 완전히 column을 빠져 나

간 후 sodium acetate 농도를 0.05 M에서 0.7 M까지 선형 

농도 구배(linear gradient)로 chromatography를 시행하였

다. 유속은 7 ml/5 min으로 하였으며 한 시험관당 7 ml씩 

모은 각각의 분획에 대한 gelatinolytic activity를 

SDS-PAGE로 확인해서 효소 활성도를 나타내는 분획들

을  모아서 PM 10 membrane으로 농축시킨 후 50 mM 

sodium acetate 용액(50 mM sodium acetate, 50 mM 

Tris-HCl pH 7.4, 2 mM CaCl2 , 0.1% Brij 35) 내에서 하룻

밤 동안 투석시킨 후 다음 실험에 사용될 때까지 -20℃에 

보관 하였다. 

 

2) Gel electrophoresis

  SDS-PAGE는 Laemmli
29)
의 방법으로 시행하였으며  대

부분의 실험에서 10% running gel과 4% stacking gel을 사

용하였다. SDS-PAGE 후의 gel은 Coommassie 염색 용액

(0.1% Coommassie brilliant blue R-250, 25% methanol, 

10% acetic acid) 내에서 23℃에서 하룻밤 동안 염색시킨 

후 탈색 용액(25% methanol, 10% acetic acid)에서 탈색시

켜 band를 확인하였다. 

3) 효소 활성화및 활성도 억제 시험

  2.5 ㎍의 human 92-kD type IV collagenase에 

aminophenylmercuric acetate(APMA)의 최종 농도가 3 

mM이 되도록 넣은 후 37 ℃에서 1 시간 동안 방치하여 

활성화시킨다. 

  이 활성화된 효소에 최종`농도가 2mM되도록 

tetracycline, de-dimethylaminotetracycline(tetracycline의 

�A�ring의 C4 위치에서 dimethylamino 기가 제거된것), 

N-acetyl-L-cysteine, E-64(trans-epoxysuccinyl-L-leucylamino 

(4-guanidino) -butane), leupeptin (acetyl-leu- leu-arg-al), 

pepstatin A (isovaleryl-val-val-sta- ala-sta)을 각각 넣고 37℃

에서 30 분간 정치시킨 다음 gelatin과 17시간 동안 37℃에

서 반응시킨 후 SDS-PAGE로  기질의 분해 정도와 반응 산

물을 control과 비교해서 효소 활성도를 평가하였다. 

결  과

1. human 92-kD type IV collagenase의 분자량 측정

정제한 효소를 SDS-PAGE한 결과 Fig. 1의 lane 2에서와 

같이 92-kD의 단일 band를 확인할 수 있었으며 이로서 

분자량 92,000의 비활성 상태의 human 92-kD type IV 

collagenase가 순수하게 분리되었음을 확인할 수 있었다. 

lane G는 73.8 ㎍ 의 변성시킨 type I collagen으로서 분자

량 124,000과 112,000의 두 band를 확인할 수 있었다. 

Fig. 1 SDS-PAGE of purified enzyme. Lane G: denatured 

type I collagen (α1, α2 chains of collagen molecule); lane 

2: 200 ㎍ of purified enzyme ; Lane S: standard molecular 

markers (Pharmacia, LMW), 94 kD, 67 kD, 43 kD. 
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2. APMA에 의해 활성화된 human 92-kD type IV 

collagenase의 분자 구조의 변화

정제된 human 92-kD type IV collagenase를 1.1 ㎎/㎖과  

7.6 ㎎/㎖ 농도로 농축하였으며 불활성 상태의 7.6 ㎎/㎖ 

농도의 human 92-kD type IV collagenase에 APMA를 넣

어 최종 농도가 2 mM되도록 하여 37℃에서 2 시간 동안 

활성화시켜 human 92-kD type IV collagenase의 분자 구

조 를 Raman spectroscopy로 검사한 결과는 Fig. 2.와 같

다. 

Fig. 2  Molecular conformational change of activated human 

92-kD type IV collagenase by APMA. I: 22 ㎍ of latent 

human 92-kD type IV collagenase, II: 152 ㎍ of latent human 

92-kD type IV collagenase, III : 152 ㎍ of activated human 

92-kD type IV collagenase by APMA.

  농도가 1.1 ㎎/㎖ 인 I과 ,  농도가 7.6 ㎎/㎖인 II의 불활

성 상태의 human 92-kD type IV collagenase는 파수 1,330 

cm-1에서 각각 4, 000과 6,000 cps의 강도를 보이는데 비

해서 III의 농도가 7.6 ㎎/㎖이고 APMA로 활성화시킨 후

의 human 92-kD type IV collagenase는 파수 1,330 cm-1에

서 강도가 1,500 cps로 감소되었고 파수 800 cm-1에서 새

로운 peak가 형성되었음을 알 수 있다. 이로서 활성 상태

의 human 92-kD type IV collagenase는 불활성 상태의 

human 92-kD type IV collagenase에 비해 현저히 다르게  

분자 구조가 변화되었음을 확인할 수 있었다. 

3. 효소 활성화 및 활성도 억제 효과

1) Tetracycline, de-dimethylaminotetracycline, NAC에 의

한 92-kD type IV collagenase의 활성도 억제 Fig. 3의 lane 

2에서 보는 바와 같이 정제한 효소를 denatured type I 

collagen(gelatin)과 반응시킨 반응 산물을 SDS-PAGE로 

분석한 결과 분자량 124,000, 112,000의 gelatin이 분해되

어 분자량 94,000, 92, 000, 67,000, 60,000, 43,000, 40,000, 

30,000의 분해 산물이 나타났으며 lane 2의 조건에 최종 

농도가 2 mM이 되도록 tetracycline을 넣은 lane 3에서는 

분자량 94,000, 67,000, 60,000, 43,000의 분해 산물만 보

였고 lane 2의 조건에 최종 농도가 2 mM이 되도록 

de-dimethylaminotetracycline을 넣은 lane 4에는 분자량 

92,000, 67, 000, 60,000, 43,000, 30,000의 분해 산물만 보

였다.  lane 2의 조건에 최종 농도가 2 mM이 되도록 NAC

를 넣은 lane 5에서는 분자량 94,000, 92,000, 67,000, 

60,000, 43,000, 40,000, 30,000의 분해 산물이 나타났다. 

따라서 각각의 lane을 lane 2와 비교하여 보면 lane 3, 4의 

효소 활성이 현저히 억제되었음을 알 수 있었으며 lane 5

에서는 효소 활성의 억제가 없었음을 알 수 있었다. 

Fig. 3  Inhibition of 92-kD type IV collagenase by 

tetracycline, de-dimethylaminotetracycline and NAC. Lane G: 

16.5 ㎍ of denatured type I collagen, lane 2~5: 16.5 ㎍ of 

denatured type I collagen (α1, α2 chains of collagen 

molecule) were incubated with 2.5 ㎍ of purified enzyme in 

the presence of 2 mM tetracycline(lane 3), 2 mM 

de-dimethylaminotetracycline (lane 4) and 2 mM  N- 

acetyl-L- cysteine(lane 5) respectively, for 17 h at 37℃. 

Reaction products were separated on 10%  polyacrylamide gel. 

Molecular mass makers (Pharmacia, LMW) were run on a 

separate tract of the same gel and are indicated by the arrow 

( 94kD, 67 kD, 43 kD, 30 kD, 20.1 kD and 14.4 kD).

2) pepstatin A, E-64, leupeptin에 의한 92-kD type IV 

collagenase의 활성도 억제 

Fig. 4의 lane 2에서 보는 바와 같이 정제한 효소를 

denatured type I collagen(gelatin)과 반응시킨 반응 산물

을 SDS-PAGE로 분석한 결과 분자량 124,000, 112,000의 

gelatin이 분해되어 분자량 94,000, 92, 000, 67,000, 

60,000, 43,000, 40,000, 30,000의 분해 산물이 나타났으며 

lane 2의 조건에 최종 농도가 2 mM이 되도록 pepstatin A

를 넣은 lane 3에서는 분자량 94,000, 92,000, 67,000, 

60,000의 분해 산물만 보였고 lane 2의 조건에 최종 농도
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Fig. 4 Inhibition of 92-kD type IV collagenase by 

pepstatin A, E-64, and leupeptin.

Lane G:16.5 ㎍ of denatured type I collagen, lane 2~5: 

16.5 ㎍ of denatured type I collagen (α1, α2 chains of 

collagen molecule) were incubated with 2.5 ㎍ of purified 

enzyme in the presence of 2 mM pepstatin A(lane 3), 2 

mM  E-64(lane 4) and 2 mM leupeptin(lane 5) 

respectively, for 17 h at 37℃. Reaction products were 

separated on 10%  polyacrylamide gel. Molecular mass 

makers (Pharmacia, LMW) were run on a separate tract of 

the same gel and are indicated by the arrow( 94kD, 67 kD, 

43 kD, 30 kD, 20.1 kD and 14.4 kD).

가 2 mM이 되도록 E-64를 넣은 lane 4와 lane 2의 조건에 

최종 농도가 2 mM이 되도록 leupeptin을 넣은 lane 5에서

는 분자량 94,000, 92,000, 67,000, 60,000, 43,000, 40,000, 

30,000의 분해 산물이 나타났다. 따라서 각각의 lane을 

lane 2와 비교하여 보면 lane 3의 효소 활성이 현저히 억

제되었음을 알 수 있었으며 lane 4와 5에서는 효소 활성

의 억제가 없었음을 알 수 있었다. 

고  찰

  본 연구에서는  human 92-kD type IV collagenase의 활

성도 억제 물질에 대한 성질을 보다 심도있게 규명하기 

위하여 임상 치료 약물 농도에 가까운 2 mM 농도에서 

tetracycline, de-dimethylaminotetracycline, N-acetyl-L- 

cysteine(NAC), E-64, leupeptin 그리고 pepstatin A에 의해 

92-kD type IV collagenase의 활성이 억제되는 정도를 비교

해 보았다. 먼저  tetracycline과 de-dimethylaminotetracycline

에 의해서는  92-kD type IV collagenase의 활성이 거의 동

등한 정도로 억제되었으며 이것은 1989년 Zucker
30)
 등이 

보고한 tetracycline과 de-dimethylaminotetracycline에 의한 

소세포 폐암 세포의 human 72-kD type IV 

collagenase(gelatinase A)의 억제 연구에서 보고된 결과와 

비교해 볼만하다. De-dimethylaminotetracycline
31,32)

은 인

체에서 이 약제의 반복 사용에 따른 항균제 내성의 증가

를 피할 수 있으므로 염증의 진행에 있어서 조직의 파괴

를 예방할 수 있는 치료제로서 사용될 수 있을 것이며 장차 

이러한 임상적 시도를 위해서 de-dimethylaminotetracycline

에 대한 보다 광범위한 특성 연구가 있어야 하겠다. 1995

년 Albini
33)
 등은 Boyden-chamber assay와 nude mouse를 

사용한 in vivo 실험에서 N-acetyl-L-cysteine(NAC)이 악

성 종양세포의 전이와 관련된 특성 즉 세포 이동, 침습 

그리고 gelatinase 생산 등에 현저한 억제 작용을 가지며 

이는 N-acetyl-L-cysteine(NAC)에 있는 sulfhydryl 기에 

의한 type IV collagenase의 활성 억제가 악성 종양의 진행

을 억제하는 주된 기전인 것 같다고 밝히고 있으나 본 실

험에 의한 결과는 이들의 보고와는 다르게 92-kD type 

IV collagenase의 활성 억제에 영향을 미치지 못했다. 이

는 이들이 발표한 논문에서 밝히고 있듯이 혈류에서 순

환하던 종양 세포가 혈관 밖으로 빠져 나올 때 종양 세포

에서 방출되는 superoxide anion이 기저막의 파괴에 중요

한 역할을 하고 N-acetyl-L-cysteine(NAC)에 있는 

sulfhydryl 기가 이들 발생기 산소의 효과적인 억제제로 

작용함으로서 악성 종양 세포의 작용을 억제할 수 있다

고 생각되며 Boyden-chamber assay를 사용한 저자들의 

보고에서도 사람의 흑색종에서 기원한 세포인 A2058 

melanoma에서는 침습활성이 억제되었으나 Lewis lung 

tumors 세포를 사용한 실험에서는 NAC가 영향을 미치지 

못한다고 보고한 바
33)
와 본 실험결과가 일치하는 것으로 

보아서는 NAC가 type IV collagenase의 활성을 직접적으

로 억제하는 proteinase inhibitor로서 작용하는 것은 아니

라고 생각된다. 92-kD type IV collagenase의 또 다른 

proteinase 특성을 알아 보기 위하여 cysteine proteinase 억

제제인 E-64, cysteine과 serine proteinase 억제제인 

leupeptin에 의한 92-kD type IV collagenase의 활성 억제 

정도를 측정해보았으나 이 약제들에 의한 92-kD type IV 

collagenase의 활성 억제 효과는 관찰되지 않았다. 끝으로 

aspartic proteinase 억제제인 pepstatin A를 pepsin, 

cathepsin D, renin의 활성을 억제하기에 충분한 농도인 2 

mM 농도에서  92-kD type IV collagenase의 활성 억제 정

도를 측정한 결과  pepstatin A에 의한 이 효소의 활성 억

제가 현저한 것으로 밝혀졌는데 이는 92-kD type IV 

collagenase의 활성 부위에 carboxyl 기에 의한 단백질 가
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수 분해 활성이 있을 수 있다는 가능성을 시사하고 있으

며 장차 이에 대한 보다 철저한 규명을 해 볼 필요가 있

다.

결  론

1. Tetracycline의 치료적 약물 농도인 2 mM 농도에서 

tetracycline, de-dimethylaminotetracycline, N-acetyl-L-cysteine, 

E-64, leupeptin 그리고 pepstatin A에 의한 92-kD type IV 

collagenase의 활성 억제 시험을 한 결과 tetracycline, 

de-dimethylaminotetracycline, 그리고 pepstatin A에 의해 

효소 활성이 억제되었는데, 이중 tetracycline에 의한 활성 

억제가 가장 강력했다. 

2. 2 mM 농도의 pepstatin A에 의해서 92-kD type IV 

collagenase의 활성이 현저히 억제되는 것으로 보아 

92-kD type IV collagenase의 단백질 가수 분해 작용 기전

에는 간접적으로 aspartic proteinase 활성과 상관성이 있

을 것으로 추정된다. 
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