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서      론

  신이식 후 발생하는 만성 이식신 신증(chronic allograft 

nephropathy)의 주요병리소견은 혈관경화증(transplant vascular 

sclerosis), 섬유화, 사구체경화증(glomerulosclerosis) 등으로 

구분될 수 있다. 이러한 병리소견은 혈관 평활근세포의 증

식과 사구체 혈관간세포(glomerular mesangial cell)의 증식으

로 초래되는 것으로 알려져 있다.(1) 사구체 혈관간세포와 

세포외기질(extracellular matrix)은 신사구체 총맥(glomerular 

capillary tuft)의 기능을 유지하는 데 중요한 역할을 하는 구

조로서, 사구체경화증을 일으키는 질환에서 사구체 혈관 

inhibitory effect. In a linear regression analysis, the RPM 
was supposed to suppress the mesangial proliferation in a 
dose-dependent manner (P＜0.05). The pattern of inhibition 
for the MPA and RPM combination was very similar to that 
of either the MPA or the RPM alone. Both the MPA and 
RPM were shown to independently suppress the mesangial 
proliferation from a multiple regression analysis (R2=0.415, 
P＜0.001).
Conclusion: We demonstrated that MPA and RPM signifi-
cantly inhibited the proliferation of glomerular mesangial 
cells, and that these effects were well maintained when used 
in combination. Our data indicate that both MPA and RPM 
have unique potentials in preventing the development of 
transplant mesangial proliferation in renal transplant recip-
ients. (J Korean Surg Soc 2003;64:372-376)
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Purpose: Excess proliferation of mesenchymal cells such as 
vascular smooth muscle cells and glomerular mesangial 
cells, cause transplant vascular sclerosis and glomerulo-
sclerosis, which are typical pathological lesions of chronic 
allograft dysfunction. Mycophenoic acid (MPA) and rapa-
mycin (RPM) were recently reported to have strong anti- 
proliferative potentials toward vascular smooth muscle cells. 
However, the potential effects of these drugs, either alone 
or in combination, on glomerular mesangial cells, remain to 
be reported.
Methods: Primary cultured mesangial cells, from Sprague- 
Dawley rats, were isolated, and stimulated with 10ng/ml of 
PDGF. The test drugs MPA and RPM were administered 
at various concentrations, either alone or in combination, 15 
minutes before the addition of the PDGF. The cell pro-
liferation was assessed by [3H]-thymidine incorporation.
Results: The PDGF effectively stimulated the proliferation of 
the mesangial cells. The MPA inhibited the proliferation in 
a dose-dependent manner. In comparison to the stimulated 
control, the MPA (above 500 nM) showed a significant 
inhibitory effect. The IC50 of the MPA, against PDGF- 
stimulated mesangial cell proliferation, was between 500 nM 
and 1μM. The RPM, at 10 nM, showed a significant
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간세포의 증식과 세포외기질의 침착은 공통적인 병리소견

이다.(2)

  만성 이식신 신증에 관련된 혈관경화증과 사구체경화증

을 효과적으로 제어하는 방법은 매우 제한적으로 여러 약

제를 사용하여 다양한 cytokine과 성장인자의 생성과 발현

을 억제하려는 시도가 있어 왔으나 임상에서 그 효과가 확

연하게 밝혀진 제제는 아직까지는 없다.(3-5) 그러나 최근

에 면역억제제인 mycophenolic acid (MPA)와  rapamycin 

(RPM)이 거부반응의 주요표적세포인 림프구뿐만 아니라 

혈관 평활근세포와 혈관간세포의 증식도 효과적으로 억제

함이 보고되고 있으며,(6-8) 일반적으로 진행성인 신질환인 

경우 혈관이나 신실질의 변화는 사구체의 변화와 동시에 

발생하며 따라서 각 부분의 변화과정들이 어느 정도 공유

된다고 할 수 있음으로,(9) 연구자들은 신사구체 혈관간세

포를 대상으로 하여, 상이한 작용기전을 가진 MPA와 RPM 

제제를, 단독 또는 병합투여 하여, 이들 제제가 사구체 혈관 

간세포의 증식억제에 미치는 효과를 확인하고자 연구를 시

행하였다.

방      법

    1) 흰쥐 사구체 분리 및 혈관간세포의 일차 배양

  체중 100 gram 정도의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 마

취 후 단두하고 양측 신장을 적출한 후 신피질부를 가위로 

잘게 썰어 표준화된 체 거름법(10)을 변형하여 사구체를 분

리하고 혈관간세포를 배양하였다. 75μm 소공의 체에 걸린 

사구체를 취하고 collagenase와 trypsin으로 처리한 후 2,000 

rpm에서 원심 분리하여 얻은 사구체를 우태아 혈청(fetal 

bovine serum: FBS 20%: GIBCO BRL, Grand Island, NY, 

USA), penicillin (100 U/ml: Sigma Chemical Co.)과 strepto-

mycin (100μg/ml: Sigma Chemical Co.)을 함유한 Dulbecco's 

modified Eagles Medium (DMEM: GIBCO BRL)에서 배양하

였다. 2∼3일마다 배양액을 새로 공급하고 7∼10일마다 

trypsin/EDTA (0.25%/0.5%: GIBCO BRL)를 이용하여 계대 

배양하고, 5회 계대 배양한 이후의 세포를 본 실험에 사용

하였다.

  역상 현미경으로 혈관간세포의 형태를 확인하고, 항vimen-

tin 항체 (DAKO Japan Co., Kyoto, Japan)와 항cytokeratin 항

체 (DAKO Japan Co., Kyoto, Japan)를 이용한 면역조직화학 

염색을 시행하여 사구체 혈관간세포임을 확인하였다.

    2) 세포 증식의 평가: [3H]thymidine incorporation을 이

용한 DNA 합성능 측정

  배양기에서 충분히 자란 세포를 trypsin/EDTA (0.25%/ 

0.5%)로 처리한 후 96 well 배양용기(Corning, Corning, NY, 

USA)에 각 well당 1×10
4개의 세포가 되도록 분주하여 

confluence를 이루게 하였다. 이 세포들을 20% 우태아혈청

이 함유된 DMEM 으로 72시간 배양한 후 혈청배제 DMEM

으로 48시간 동안 배양하여 증식을 억제하였다. 이후 약제

를 실험농도로 투여한 후에 PDGF-BB (Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA)를 well내의 농도가 10 ng/ml으로 되도

록 첨가하여 24시간 동안 증식을 유발시킨 후 [3H]thymidine 

(Du Pont Co., Wilmington, DE, USA)을 각 well에 1μCi/ml의 

농도로 첨가하고, 6시간 후 배양세포를 cell harvester 

(Titertek Cell Harvester 550, Flow Laboratories, Irvine, 

Scotland, UK)를 이용하여 cell harvester filter (Flow Labora-

tories, Irvine, Scotland, UK)에 흡착시켜 실온에서 약 6시간

동안 건조시킨 다음 3 ml scintillation cocktail에 넣고 β- 

counter (TL 5000s, Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, 

USA)로 총 방사능을 측정하였다.

    3) 실험약제의 투여

  혈관간세포로 배양용기가 찼을 때 혈청배제 DMEM 으로 

교환하여 48시간 배양하여 세포 성장을 동일화하였다. 새

로운 혈청배제 DMEM으로 교환하면서 10 ng/ml의 PDGF- 

BB를 투여하였다. MPA과 RPM를 각 well에 투여하고 15분 

경과 후에 PDGF-BB를 투여하였다. 약제농도에 따른 MPA 

와 RPM의 단독 및 병합투여 실험군은 아래와 같다.

 1) PDGF (10 ng/ml) 투여군(증식대조군)

 2) MPA 단독투여 실험군: MPA (100 nM), MPA (500 nM), 

MPA (1μM), MPA (10μM)

 3) RPM 단독투여 실험군: RPM (0.1 nM), RPM (1 nM), 

RPM (10 nM)

 4) MPA와 RPM 병합투여 실험군

    MPA (100 nM) + RPM (0.1 nM), or + RPM(1 nM),

       or + RPM(10 nM)

    MPA (500 nM) + RPM (0.1 nM), or + RPM (1 nM), 

       or + RPM (10 nM)

    MPA (1μM) + RPM (0.1 nM), or + RPM (1 nM), 

       or + RPM (10 nM)

    MPA (10μM) + RPM (0.1 nM), or + RPM (1 nM), 

       or + RPM (10 nM)

    4) 통계처리방법

  1회의 측정치는 triplicate방법으로 측정된 [H
3]thymidine 

incorporation의 측정치의 평균값으로 대표하였으며, 각 실

험 측정치는 6회의 측정치에 대한 평균±표준편차(Standard 

deviation)로 표시하였다. 두 군 간의 통계학적인 비교는 

Student t-test를, 3군 이상의 통계학적인 비교는 ANOVA 

with Bonferroni's multiple comparison을 이용하여 P값이 0.05 

미만인 경우에 유의성이 있는 것으로 판정하였다. 약제가 

단독으로 사구체 혈관간세포 증식에 미치는 영향은 단순회
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귀분석(simple linear regression)으로, 2개 약제의 병합투여 시 

증식에 미치는 영향은 다중회귀분석(multiple regression 

analysis, enter method)을 사용하여, 유의수준 0.05 미만으로 

유의성을 판정하였다.

결      과

    1) PDGF에 의한 사구체 혈관간세포의 증식유발효과 

  대조군의 [H
3
]thymidine incorporation 은 102.3±27.8 cpm

이었으며 PDGF 10 ng/ml 사용군은 1,723.0±528.0 cpm이었

다. PDGF에 의한 증식효과는 대조군의 16.7±0.82배로 통

계학적으로 유의한 증식유발효과를 보였다(P=0.001).

    2) MPA와 RPM의 증식억제효과: 단독투여효과

  MPA 단독투여군의 [H
3]thymidine incorporation은 100 nM

에서는 2,057.8±424.6 cpm, 500 nM에서는 606.3±164.1 

cpm, 1μM에서는 360.3±134.9 cpm, 10μM에서는 179.8±

59.8 cpm으로 사구체 혈관간세포의 증식은 농도 의존적으

로 억제되었다. 특히 MPA 500 nM 이상에서는 증식대조군

(stimulated control)에 비하여 통계학적으로 유의한 차이를 

보였으며(P=0.003), MPA의 유효억제농도(IC50, inhibition 

concentration 50%)는 500 nM과 1μM 사이이었다(Fig. 1).

  RPM 0.1 nM, 1 nM 및 10 nM 단독투여군의 [H
3]thymidine 

incorporation은 각각 2.040.5±384.8, 1,765±479.0 및 1,314.3

± 282.1 cpm 으로 RPM 10 nM에서만 통계학적으로 유의한 

증식억제효과를 보였다(P=0.018). 그러나 RPM의 농도가 증

가 할수록 증가억제효과가 증가하는 유의한 선형관계를 보

여(P=0.003), RPM의 IC50는 10 nM 이상임을 추정할 수 있었

다(Fig. 1).

    3) MPA와 RPM의 증식억제효과: 병합투여효과

  RPM을 각각 0.1, 1, 10 nM의 농도로 고정한 상태에서 

MPA의 농도에 따른 증식정도를 살펴보면, MPA의 단독투

여와 마찬가지로 MPA 500 nM 이상의 농도에서 증식대조

군에 비하여 유의한 증식억제효과를 보였다. 즉 RPM 농도

에 관계없이 MPA의 농도가 500 nM 이상인 경우 증식대조

군에 비하여 유의한 증식억제효과를 보였으며, RPM의 농

도에 따른 차이는 없었다(Fig. 2).

  반대로 MPA를 각각 100 nM, 500 nM, 1μM, 10μM로 고정

한 상태에서 RPM의 농도에 따른 증식정도를 살펴보면 

Fig. 1. In vitro effect of mycophenolic acid (MPA) or rapamycin 

(RPM) on the proliferation of mesangial cell *means 

P-value＜0.05  versus stimulated control by Bonferroni's 

multiple comparisons

Fig. 2. In vitro effects of mycophenoic acid (MPA) on the 

proliferation of mesangial cell by the co-administered 

concentrations of rapamycin (RPM), *means P-value＜

0.05 versus stimulated control by Bonferroni's multiple 

comparisons.

Fig. 3. In vitro effects of rapamycin (RPM) on the proliferation 

of mesangial cell by the co-administered concentrations of 

mycophenoic acid (MPA), *means P-value＜0.05 versus 

stimulated control by Bonferroni's multiple comparisons
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MPA가 100 nM인 군에서만 RPM의 농도에 따른 유의한 증

식억제효과를 확인할 수 있었다. MPA의 농도가 500 nM 이

상인 경우에는 RPM의 농도에 따른 증식억제정도는 통계학

적으로 유의한 차이가 없이 일정하였다(Fig. 3). 그러나 다

중회귀분석을 시행한 결과에서는 사구체 혈관간세포의 증

식억제정도는 MPA와 RPM 농도 모두와 음의 상관관계를 

가지는 것으로 확인되었으며 비록 결정계수 R
2는 낮으나 

사구체 간세포의 증식정도는 다음의 회귀방정식으로 표현

할 수 있다(R2=0.415, P＜0.001).

증식정도(cpm) = 1,344.372-113.365×MPA농도(μM)

-22.142×RPM농도(nM)

고      찰

  본 연구자들은 이미 MPA, RPM 및 carvedilol 등이 혈관 

평활근세포의 증식을 효과적으로 억제함을 보고한 바가 있

다.(11,12) 따라서 본 연구는 혈관 평활근세포에 대하여 증

식억제능력이 확인된 MPA와 RPM가 사구체 경화에 중요

한 역할을 하는 사구체 혈관간세포의 증식에 미치는 효과

를 약제의 단독 및 병합투여를 통해 검색하였다.

  MPA가 혈관 평활근세포의 증식을 억제함은 많은 보고에

서 확인된 바가 있으며,(6,7,13) 이 제제는 임상적으로도 급

성거부반응과 무관하게 만성 이식신 신증의 빈도를 낮을 

수 있다고 보고된 바 있다.(14) 또한 MPA가 사구체 혈관간

세포의 증식을 억제함이 보고되고 있어,(15,16) 이를 근거로 

MPA는 임상에서 증식성 사구체 신증의 치료에 사용되기도 

한다.(17) 저자들은 MPA를 100 nM부터 10μM까지의 농도

를 본 실험에 적용하였는데 이는 효과적인 면역억제능력을 

보이는 MPA의 사용농도를 감안하여 설정한 것으로,(18) 

500 nM 이상의 MPA는 사구체 혈관간세포의 증식을 효과

적으로 억제하였다. 이는 임상적으로 사용가능한 MPA의 

적정농도 내에서 사구체 혈관간세포의 증식이 충분히 억제

될 수 있음을 의미하며, 이러한 농도는 MPA가 혈관 평활근

세포의 증식을 억제하는 농도와도 비슷한 수준이었다.

  RPM은 본 실험 최고농도인 10 nM에서만 유의한 증식억

제효과를 보였으나, RPM의 농도가 증가함에 따른 농도의

존적인 증식억제효과를 관찰할 수 있었다. 혈관 평활근세

포에 대한 증식억제 실험에서 1 nM 이상의 RPM에서 충분

한 세포증식이 억제되었음(11)을 감안한다면 사구체 혈관

간세포의 증식억제효과는 혈관 평활근세포보다 고농도의 

RPM이 필요함을 알 수 있으며 10 nM 이상의 RPM에서 비

로소 50% 이상의 증식억제효과가 기대된다. 현재까지 알려

진 바로는 RPM의 농도가 15 ng/ml (16.4 nM) 이상인 경우 

골수독성과 지질장애가 심해진다고 보고되고 있으나,(19) 

흰쥐를 이용한 동물실험에서는 27 ng/ml (29.5 nM)에서도 

신장의 병적 소견이 없는 것으로 보고되고 있다.(20) 일반

적으로 인정되는 RPM의 유효농도가 10∼60 ng/ml (10.9∼

65.6 nM)라는 사실(21)을 고려한다면 10 nM 이상 농도의 

RPM는 임상적으로 충분히 사용이 가능한 농도라 할 수 있

다. 실제로 10 nM 이상의 RPM에서 사구체 혈관간세포의 

증식이 50% 이상 억제됨이 최근 보고되기도 하였다.(22) 

  초기 임상적용에서 RPM은 cyclosporine이나 tacrolimus와 

같은 calcineurine 억제제와 병합 투여하였으나, 이는 RPM

의 약역동학적인 변화를 초래하였다.(22,23) 따라서 최근에

는 RPM을 사용함에 있어서 calcineurine 억제제를 배제한 

새로운 면역억제제 조합이 많이 시도되고 있으며, MPA와 

RPM의 병합투여는 새로운 면역억제제제 조합으로 많이 시

도되고 있다.(24,25) 본 연구에서는 비록 RPM의 실험농도

가 충분치 않아 50% 이상의 증식억제효과를 확인할 수는 

없었으며 병합투여 시 RPM보다는 MPA의 농도에 따라서 

세포의 증식이 억제되는 소견을 보였다. 그러나 MPA와 

RPM의 농도와 증식정도를 다중회귀분석 한 결과 각각의 

약제가 일정하고 독립적인 증식억제능력을 보이고 있음을 

관찰할 수 있었다. 즉 병합투여는 부가적이거나 부정적인 

상호작용이 없었으며, 각각 약제가 독립적으로 증식억제효

과를 보임을 알 수 있었다.

  결론적으로 MPA와 RPM은 단독 또는 병합투여 시 독립

적으로 사구체 혈관간세포의 증식을 억제하며, 이러한 혈

관간세포 증식억제효과는 혈관 평활근세포의 증식억제와 

더불어 신장이식 후 발생하는 만성 이식신 신증의 예방과 

치료에 MPA와 RPM의 사용이 유용하다는 실험적인 근거

를 제시하고 있다.
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