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Pseudomonas aerug;nosa로부터 FPLC를 이용한 
protease IV으| 분리와 그것의 사람구강편평상피암종 

세포에 미치는 세포독성효과 
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I. 서 론 

약 100년 전에 압을 가진 사람이 나 동물이 미 

생물 병원균에 감염되었을 때 암이 줄어들었다 

는 보고가 있었다1) 연이은 연구에 의하면 병원 
균들은 저산소상태의 암 조직에서 복제하고 숙 

주의 면역계를 자극하여 암의 진행을 억제하는 
것으로 알려졌다2-4) 오랜 시간 동안 이런 사실 

은 간과되어 오다가 최근에 암치료에 있어서 박 

테리아가 새롭게 각광을 받고 있다. 그래서 많은 

박테리아들이 암의 성장률의 낮추거나 암의 크 

기를 줄이기 위해 사용되고 있다. 방광암과 다른 

형태의 암에 사용되고 있는 Mycobacterium 
bovis BCG가 가장 두드러진 예가 될 것이다2) 

그러나 입상에서 안전하게 사용되기 위해서는 

아직도 극복해야 할 많은 어려움이 남아 있다. 

왜냐하면 살아있는 박테리아는 심각한 독성물질 

을 생성하고 부작용을 일으키기 때문에 사람의 
암 치료에 사용됨에 있어서는 한계가 있다5， 6) 

구강편평상피암은 구강에서 발생하는 악성 종 

양의 대부분을 차지하고 있다. 대부분의 구강편 

평상피암은 수술에 의한 절제와 방사선 치료에 

의해 치료하고 있지만 5년 이내의 생존율에서는 

가장 낮은 것으로 알려져 있다. 방사선 치료는 
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점막염， 체중감소 그리고 연조직의 괴사와 같은 

현상에 제한적이다. 그리고 말기의 구강편평상 

피암은 암 치료제들이 유도하는 세포자멸사에 
대해서도 저항성을 가진다7， 8) 

최근의 연구들에 의하면 면역요법， 화학요법 

그리고 방사선요법과 같은 암치료를 위한 많은 

치료물질들은 암세포에서 세포자멸사를 유도시 

킴으로써 그들의 효과를 나타내고 있음을 설명 
하였다9， 10) 세포자멸사는 조절된 세포죽음으로 

서 세포표면에 있는 수용체를 통해 전달된 다양 

한 자극이 신호가 되어 단계적으로 세포내 분자 

들을 자극하여 세포를 죽음에 이르게 한다]]) 
박테리아는 단백질 합성저해제， 막에 구멍을 

형성하는 단백질 그리고 내인성 세포죽음 기작 

을 활성화시키는 물질들을 분비함으로써 세포멸 

사를 일으킬 수 있다12) 나의 연구팀은 Pseu

domonas aeruginosa의 세 포밖분비 물 CExtra 
cellular Products of Pseudomonas aeruginosa; 

EPPA)이 사람의 뼈육종암 세포들보다 사람구강 

편평상피암종에서 더욱 더 선택적인 세포독성을 

보였고， 그 세포죽음은 세포자멸사에 의한 죽음 

임을 발견하였다. 이 러 한 사실은 EPPA에 구강 

편평상피암 세포에 대한 효과적인 항암물질이 

포함되어 있음을 암시한다. 

Pseudomonas aeruginosa는 그람 읍성 균으로 

서 면역이 약화된 환자나 낭포성 섬유증 환자에 
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서 심각한 감염을 일으킨다13) Pseudomonas 

aerugínosa는 exotoxin A, exoenzyme S, elas

tase, protease IV 그리 고 alkaline protease와 같 

은 독성물질을 세포밖으로 생산한다. 이러한 유 

독성 인자들이 호흡상피세포와 내피세포 그리고 

대식세포에서 세포자멸사를 일으킨다고 보고되 
고 있다써6) 

Protease IV (PIV)는 약 26 kDa 분자량을 가 

지 는 serine protease이 며 , fibrinogen, plasmin 

그리고 plasminogen을 분해시키며， 토끼와 생쥐 

의 각막에서 심각한 손상을 일으킨다는 보고가 

있다17) 본 연구는 EPPA에서 PIV를 FPLC를 이 
용하여 추출하고 그것이 YD-9 구강편평상피 암 
세포주에 세포자멸사 효과를 가지는 가를 알아 

보고자 시행하였다. 

11. 실험재료 및 방법 

1. Cell culture 

YD-g 세포는 Dulbecco's modified Eagles 

meclium : Nutrient Mixture F12 (DMEM!F12, 3 

: 1)의 혼합배지에 10% 소 태아 혈청， 1% gluta 

mme 그리 고 100 μg/mR penicillin!streptomycin 

을 첨가하고 5% CQz가 제공되는 습윤상태의 37 

℃ 배양기에서 배양되었다. 

2. Bacteria의 순수 분리 

고체 배지 (Luria-Bertani agar)에 mucoid를 

형성하며， microscope상에서 운동성이 있는 특 

이 한 냄새 를 갖는 bacteria의 colony를 선 택 하여 

액체 LB 배지에 접종하여 순수 분리하였다. 이 

박테 리 아의 동정 을 위 해 total bacterial DNA를 

추출하고， 이 로부터 박테 리 아의 16S rRNA의 염 

기 서 열을 분석 하기 위 해 gene amp system 

(PCR machine; corbet Research, Australia)를 
사용하여 forward primer (5' - AACTGGAGG 

AAGGTGGGGAT -3’ )와 reverse primer (5’ -
AGGAGGTGATCCAACCGCA-3’)를 사용하여 

PCR (polymerase chain reaction)로 증폭하고 

증폭된 PCR product를 1% agarose gel에서 전 
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기영동하고 순수 분리하여 pGEM - T vector 

(Promega)에 삽입한 것을 E. coli에서 형질전환 

시켜서 증가된 plasmid를 분리하여 PCR pro 

duct의 sequence를 확인하고 균주를 통정했다. 

3. Bacteria의 분비 단백질의 전기영동 분석 

Bacteria를 LB (Luria-Bertani meclia; tryptone 

10 g, yeast extract 5 g, NaCl 10 g per liter) 액 체 

배지에 접종하여 37'C에서 48시간 동안 shaking 

incubation하였다. bacteria가 포함된 배 양액 을 취 

하여 4'C에서 10분간 14,000 rpm으로 원심분리 

하였다. 그 상층액을 새 튜브에 옮겨 담고 pore

size 0.22 μm membrane으로 filtration하여 통과한 

여과액을 사용하였다. Trichloroacetic acid를 이 

용하여 침전 농축하였다. 표준 단백질로씨 BSA 

(Bovine Serum Albumin)를 표준으로 사용하여 

Brad-Ford법으로 정량하였고 SDS-polyacD뻐

mide gel electrophoresis하고 commassie blue로 

염색하여 밴드를 확인하였다. 

4. 생산된 분비 단백질의 분리 및 정저! 

분리 농축된 Pseudomonas aeruginosa의 분비 
단백 질 이 포함된 배지 를 Superdex 75 HR 10/30 

(Amersham Biosciences, Code No. 17- 1047- 01) 

column이 부착된 AKT A FPLC system (Amer 

sham Biosciences)에 흘려 보냈다. 각각의 peak 

를 수집 하여 동정 하였고， PIV와 일치 하는 peak를 

여러번 수집 농축하는 방법으로 정제하였다. 

5 선택된 peak의 사람 구강편평암세포의 독성 
Test 

96 plate에 sub-culture된 사람구강면평상피암 

세 포에 분리 농축된 PIV, exotoxin과 Las B 

elastase를 처 리 하여 MTT assay법 으로 세 포 생 

존율을 측정하였다. 

6. Hoechst 33258 staining 

분리된 PIV가 유도하는 세포자멸사의 형태학 
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적인 관찰을 위해 Hoechst 33258 염색을 시행했 

다. 세 포는 4% formaldehyde로 10분간 고정 하고 

10 μg/따 농도의 Hoechst 33258를 1 시 간 통안 

처리한 후에 형광현미경에서 관찰하였다. 

7 , 단백질의 동정 

분리 농축되어진 peak collection 단백질의 N

말단 아미노산서열을 알아내기 위해 (주)프로테 

옴텍에 의뢰하였다， sample의 준비는 FPLC를 

통과한 배 양액 중 나옹 peak의 collection tube를 

모아서 농축하여 SDS-PAGE 전기 영 동으로 얻 

어진 acrylamide gel을 앓게 잘라 의뢰 하였다. 

III. 실험결과 

1, Pseudomonas aeruglnosa 균주 확인 

토양으로부터 순수 분리 한 박테 리 아의 16S 

rRNA의 염기서열을 밝히기 위해 시행한 PCR의 

결과 371 bp의 증폭된 DNA를 확인할 수 있었다 

(그림 1A) , pGEM-T vector에 삽입 하여 restnc

tion enzyme digestion reaction으로 삽입 여 부를 

확인하였으며(그림 1B), elastase와 protease를 

동시 에 생산해 내며 , mucoid coloiw를 형성 하는 
pseudomonas aeruginosa임 을 Gene Bank 

(NCBD의 BLAST search로 동정할 수 있었다 
(그림 2) , 

2 , EPPA의 단백질 분석 결과 

EPPA를 전기 영 몽하여 26 kDa에 해당하는 뚜 

렷한 밴드를 확인했고， 이 단백질의 동정을 의뢰 

한 결과 PIV임을 알 수 있었다(그림 3), 

3 생산된 분비 단백질의 분리 및 정제 

Pseudomonas aeruginosa의 여 러 가지 분비 

단백질 중에서 원하는 PIV 단백질만을 순수정제 

하기 위하여 gel chromatography를 적용하였다 

(그림 4A), AKTA FPLC system (Amersham 

Biosciences)을 이용하였고， column은 Superdex 
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75 HR 10/30 (Amersham Biosciences, Code No , 

17-1047-01)를 사용하였다， Column의 equili

bration은 최 대 압력 1.8 MPa 이 하를 유지 하면 

서 , flow rate 0,5 ml/min의 속도를 유지하여 ， 2배 

볼륨인 50 ml의 PBS (140 mM NaCl, 2,7 mM 

KCl, 10 mM NailiP04, 1.8 mM KlliP04)를 흘려 

보냈다. 시 료의 준비 는 Pseudomonas aeru

gznosa 배양액을 4'C에서 10분간 14,000 rpm으 
로 원심 분리 하고 0.22 μm membrane으로 filtra

tion한 것 을 준비 하였다， Column에 loading할 시 

료량을 때 때로 하여 sample loop에 주입했다. 

Buffer는 phosphate buffer (pH 7，0)를 사용하여 

flow rate 0,5 ml/min으로 흘려 보냈다， Collection 

volume은 0,5 ml로 하고， 19 ml을 흘려 보내고 난 

후인 collector의 B5 fraction에 해 당하는 peak를 

여 러 번 수집하고 농축하였다， 500 때의 시료에 

포함된 PIV의 농도는 대 략 1 μg./ml정도로 측정 

되었다， Peak를 모아 10배 농축되어진 PIV 10 

따를 6 X loading buffer 3 따와 혼합하여 100 'C 
에서 3분 끓인 후 12% SDS-PAGE로 26 kDa 정 

도의 밴드를 확인하였다(그림 4B) , 

4 , YD-9 세포에 대한 세포독성효괴 및 Heo

chst 염색 

FPLC애 의 해 추출된 PIV는 OSC 세포에 대해 

세포 독성 효과를 나타내었지 만， EPPA에 포함 

된 다른 독성 단백질에 비해서는 떨어지는 경향 

을 보였다(그림 5A) , 그리고 Hoechst 염색에 의 

해 PIV가 처리된 세포에서 핵의 응축과 분절을 

관찰할 수 있었다(그림 5Bl, 

IV. 총괄및고안 

최근 종양에 대한 진단과 치료의 많은 발전에 

도 불구하고 두경부 영역 악성종양의 예후는 큰 

변화가 없으며 특히 잘 발달된 혈관분포를 가지 

는 설암에서는 그 치료 및 예후가 매우 불량하 

다. 최소한의 침윤양상을 보이는 편평상피암일 

지라도 구강에 존재할 경우 대부분 근치적 절제 

술로 치료를 하지만 국소적인 재발 혹은 원격전 

이 등으로 생명에 위협을 초래할 수 있다. 따라 
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서 생물학적으로 침윤양상의 종양을 가진 환자 

를 구분하고 효과적인 치료전략에 중요한 요소 

로 작용할 수 있는 물질개발에 대한 연구가 계속 

적으로 진행되고 있다. 

오래전 미생물 병원균에 감염된 암 환자에서 

암의 크기가 현격히 줄어들었다는 보고가 있은 

이후， 암치료에 이용될 수 있는 박테리아를 발견 

하거나 유전자 조작에 의하여 개발하고 또는 박 

테리아의 추출물을 찾아내는 많은 노력이 지금 

까지 이루어지고 있다~-lì) 화학요법에 적합한 물 

질을 분비하는 혐기성 박테리아를 생쥐의 피하 

종양에 처리했을 때 종양의 크기가 현저하게 줄 

어들었다고 보고되었으며 이를 combination 

bacteriolytic therapy라고 불리고 있다5) 비록 다 
양한 종류의 박테리아가 종양 조직의 혐기성 상 

태에서 증식하면서 종양을 줄어들게 하는 것이 

라 믿어지고 있지만， 그러한 병원균에 의한 암 

억제에 대한 기전에 대해서는 아직까지 잘 밝혀 

지고 있지 않다. 특히 빅테리아가 분비하는 특정 

인자들에 의한 암세포의 사멸 기작에 대해서는 

거의 알려진 바가 없다. 

Pseudomonas aeruginosa는 병 윈 에 서 감염 되 

는 가장 일반적인 그람-음성 빅테리아로서 많은 

독성물질과 변성능력을 가지는 효소들을 분비하 
며 이들이 발병 에 중요한 기능을 하고 있다13-](ì) 

나의 실험실에서는 EPPA가 MG63과 HOS와 같 

은 뼈육종세포에 비해 구강편평성피암종에 훨씬 

더 많은 세포사멸을 일으키는 것을 발견하고 이 

러한 현상을 유도하는 물질을 찾기 위해 다양한 

방법을 통해서 물질 추출과 그 물질이 구강편평 

상피암에 미치는 효과를 연구하고 있다. EPPA 

를 FPLC에서 단백질들의 peak를 관찰하였을 

때， 많은 종류의 peak들을 볼 수 있었으며， 그 중 

에 몇몇 peak들은 다른 것과는 구별되게 선명한 

peak를 나타내었다. 그러한 pe없들에 대한 단백 

질 동정을 의뢰해서 확인하였고， 유전자 클로닝 

에 의한 방법 대신 직접적으로 FPLC를 통해서 

분리할 수가 있었다. 여러 종류의 명획-한 peak 

중에서 저자는 약 26 kDa 분자량을 가지는 PIV 

를 분리해 내고자 본 실힘을 시행하였다 

PIV는 숙주의 면역계를 무력화시킬 뿐만 아니 

라 직접적으로 망막 조직에 손상을 줄 수 있는 
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활성 부위를 가지고 있는 serine protease이다19. 
2이. 성숙한 PIV는 단백질 분해능을 가지고 
Pseudomonas aeruginosa의 세 포밖 배 양액 에 서 
발견된다21) 나노그램의 PIV를 토끼의 각막에 

주입했을 때 각막염에서 나타나는 것과 같이 각 

막상피세포가 파괴 되었다고 보고되었다17) 하지 

만 PIV의 다른 기능에 대해서는 아직까지 연구 

가 되고 있지 않아서 PIV를 분리하는 본 실험은 

앞으로 많은 PIV 기능을 밝히는데 있어서 중요 

한 첫 과정이 될 것이다. 

추출된 PIV는 Pseudomonαs aerug!11osa가 분 

비 하는 exotoxin←A니 Las B elastase에 비 해서 

는 세포독성효과가 떨어지지만 Hoechst 염색에 

의한 결과로 봐서 세포자멸사에 의한 기작으로 

세포기- 죽음에 이른다는 것을 알 수 있었다. 다 

행스럽 게 FPLC에서 나타난 PIV의 pcak는 다른 

단백질과는 선명하게 구별되는 양상을 보였기 

때문에 유전자 클로닝을 하지 않고 FPLC에서 

직접 추출할 수 있는 편리함이 있었다. 그리고 

추출된 PIV를 전기영동으로 확인했을 때， 다른 

밴드들을 거의 볼 수 없는 것으로 보아 순도 역 

시 매우 높은 것으로 생각된다. 하지만 EPPA가 

보여 준 구강면평상피암세포에 대한 높은 세포 

독성효과와 비교해 볼 때， PIV의 구강편평상피 

암세포에 대한 세포독성효과가 낮은 것으로 보 

아 PIV는 우리가 기대하는 EPPA의 핵심적인 

단백질은 아닌 것으로 생각된다 그럼에도 불구 

하고 PIV의 효과에 대한 연구가 미진하기에 

PIV 추출은 그 기능을 밝힘에 있어서 중요한 의 
미를 가진다고 할 수 있다 

V. 결 르르 
‘-

구강편평성피암은 구강에서 발생하는 악성 종 

양의 대부분을 차지하며， 대부분의 구강편평상 

피암은 수술에 의한 절제와 방사선 치료에 의해 

치료하고 있지만 5년 이내의 생존율에서는 가장 

낮은 것으로 알려져 있다. 오래전 미생물 병원균 

에 감염된 암 환자에서 암의 크기가 현격히 줄어 

틀었다는 보고가 있은 이후， 암치료에 이용될 수 

있는 박테리아를 발견하거나 유전지- 조작에 의 

하여 개발하고 또는 빅테리아의 추출물을 찾아 
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내는 많은 노력이 지금까지 이루어지고 있다. 

Pseudomonas aeruginosa는 exotoxin A , 
exoenzyme S , elastase, protease IV 그리 고 

alkaline protease와 같은 독성물질을 세포밖으 

로 생산한다. 이러한 유독성 인자들이 호흡상피 

세포와 내피세포 그리고 대식세포에서 세포자멸 

사를 일으키는 것으로 알려져 있다. 본 연구실에 

서 는 Pseudomonas aeruginosa의 세 포밖분비 불 

(EPPA)이 MG63과 HOS와 같은 골육종세포에 

비해 구강편평상피암종에 훨씬 더 많은 세포사 

멸을 일으키는 것을 발견하고 이러한 현상을 유 

도하는 물질을 찾기 위해 다양한 방법을 통해서 

불질 추출과 그 물질이 구강편평상피암에 미치 

는 효과를 연구하고 있다， EPPA를 FPLC에서 

단백질들의 peak를 관찰하였을 때， 많은 종류의 

peak들을 볼 수 있었으며， 그 중에서 저자는 약 

26 kDa 분자량을 가지는 PIV를 분리해 내고자 

본 실험을 시행하였다 

FPLC에서 나타난 PIV의 peak는 다른 단백질 

과는 선명하게 구별되는 양상을 보였기 때문에 

유전자 클로닝을 하지 않고 FPLC에서 직접 추 

출할 수 있는 편리 함 있었다， 추출된 PIV를 전기 

영통으로 확인했을 때， 다른 밴드들을 거의 볼 

수 없는 것으로 보아 순도 역시 매우 높은 것으 

로 생각된다. 추출된 PIV는 Pseudomonas 

aerugmosa가 분비 하는 exotoxin-A Y- Las B 
elastase에 비해서는 세포독성효과가 떨어지지 

만 Hoechst 염색에 의한 결과로 봐서 세포자멸 

사에 의한 기작으로 세포를 죽음에 이르게 한다 

는 것을 알 수 있었다. 
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Explanation of Figures 
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Figure 1 ‘ PCR produot of Pseudomonas aerug!nosa 168 rRNA (A) and oonfirmation of 16s RNA inserted into pGEM-T 
olonlng veotor (8). Lane 1: pGEM-T-PCR produot construoted plasmid DNA. Lane 2: Dlgestion reaction by 
Pstll Apal restriction enzyme from pGEM-T -PCR product ligation plasmld. 

Figure 2. 8equenclng analysis of Pseudomonas aerug!nosa 168 rRNA 
Figure 3. Western analysis of Pseudomonas aerug!nosa extraoellular produots and oonfirmatlon of PVI through proteln 

classifioation 

Figure 4 . Purlfloation of PIV on Histrap HP column ‘ (A) chromatogram of each step PIV was purifled by binding. wa
shing and elution steps. (B) The purifled histidine tagging PIV on 8D8-PAGE. 

Figure 5. Cytotoxici effects of 1 μgl떼 PIV. Las B elastase and exotoxin-A on YD-9 oells (A) and apoptosis induced 
by 1 μgl찌 PIV (8) 
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Fig , 1. 

1 AGGAGGTGAT CCAACCGCAG GTTCCCCTAC GGCTACCTTG TTACGACTTC ACCCCAGTCA 

TCCTCCACTA GGTTGGCGTC CAAGGGGATG CCGATGGAAC AATGCTGAAG TGGGGTCAGT 

61 TGAATCACTC CGTGGTAACC GTCCCCCTTG CGGTTAGACT AGCTACTTCT GGAGCAACCC 

ACTTAGTGAG GCACCATTGG CAGGGGGAAC GCCAATCTGA TCGATGAAGA CCTCGTTGGG 

121 ACTCCCATGG TGTGACGGGC GGTGTGTACA AGGCCCGGGA ACGTATTCAC CGTGACATTC 

TGAGGGTACC ACACTGCCCG CCACACATGT TCCGGGCCCT TGCATAAGTG GCACTGTAAG 

181 TGATTCACGA TTACTAGCGA TTCCGACTTC ACGCAGTCGA GTTGCAGACT GCGATCCGGA 

ACTAAGTGCT AATGATCGCT AAGGCTGAAG TGCGTCAGCT CAACGTCTGA CGCTAGGCCT 

241 CTACGATCGG TTTTATGGGA TTAGCTCCAC CTCGCGGCTT GGCAACCCTT TGTACCGACC 

GATGCTAGCC AAAATACCCT AATCGAGGTG GAGCGCCGAA CCGI’TGGGAA ACATGGCTGG 

301 AT’rGTAGCAC GTGTGTAGCC CTGGCCGTAA GGGCCATGAT GACTTGACGT CATCCCCACC 

TAACATCGTG CACACATCGG GACCGGCATT CCCGGTACTA CTGAACTGCA GTAGGGGTGG 

361 TTCCTCCAGT T 

AAGGAGGTCA A 
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Fig , 2 
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- ABSTRACT-

Extraction of protease IV from Pseudomonas aeruginosa 
by FPLC and its Cytotoxic effect on oral squamous carcinoma cells 

Byung-Chan Koo. Mu-Hyung Lee. Hyun-Ho Kwak. Bong-Soo Park. Gyoo-Cheon Kim 

Department o.f Oral Anato.my. Schoo.l of Dentistry. PU뼈1 Natio.nal University 

Oral squamous carcinoma (OSC) cell is responsib1e for the majority of malignancies in the oral cavity. The majority of oral OSC 
could be treated by a wide surgic외 resection and/or radiation therapy but showed the lowest 5- year survival rate among the major 

'- cancers. After reports on regression of cancer in humans and animals infected with microbial pathogens date back more than 100 
years. much effort has been spent over the years in developing wild-type or attenuated bacterial and purified bacterial proteins 
for the treatment of cancer. 

Pseudomonas aeruginosa has extracell띠ar virulence factors such as exotoxin A. exoenzyme S. elastase. protease IV (PIV) and 
alkaline protease. Pseudomonas aerugino.sa has 아en repoπ.ed to induce apoptosis in epithelial cells. endothelial ceJ1s and 
macrophage. My laboratory found that the extraceJ1uar products of Pseudo.monas aerugino.있 (EPPA) have a preferential cytotoxic 
effect on human or외 squamous carcinoma cells compared with human osteosarcoma cells such as HOS and MG63. In order to 

find the key agent which has such a effect. 1 and collaborators have extracted many kinds of proteins by various methods and 
studied its cytotoxic effect on OSC cells, 1 obseπed many peaks of proteins from EPPA through FPLC 때d performed to extract 
26 kDa PIV from them 

Because the pattern of PIV peak was distinct from other peaks. it was convenient to extract PIV through FPLC without using 
the gene c10lÙng ‘ When 1 perform protein e1ectrophoresis with extracted PIV. no other bands found except 26 kDa PIV band. 
suggesting that extracted PIV was high1y pure‘ AJthough the cytotoxic effect of extracted PIV was lower than exotoxin-A and 
Las B elastase from Pseudo.mo.nas aerulIino.sa. PIV 1ed OSC cells to apoptosis bv m않ns of Hoechst stain 
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