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1)

서 론

가와사키병은 어린 소아에서 전신성 혈관염을 일으키는 가장

흔한 원인이다
1, 2)
. 미국에서는 5세 미만에서 연간 10만명 당 10

명, 일본에서는 5세 미만에서만 10만명 당 80-90명의 유병률을
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보인다
3)
. 자연 치유 질환이나 치료를 안한 경우에는 20%에서

관상동맥합병증이 발생한다
3)
. 또한 7세 이상에서 발병하거나 재

발한 경우 거대 관상동맥류가 생길 위험도가 높아지며 이런 거

대 관상동맥류가 발생한 환자의 50%에서 관상동맥류 파열, 심

근염, 관상동맥류 내 혈전, 심근 경색 등의 합병증이 발생한다
2, 3)
.

가와사키병에서 관상동맥질환이 생기는 기전은 여러 논문에서

연구되어 보고되고 있는데, Suzuki 등
4)
은 가와사키병이 발병한

경우 여러 혈관 성장인자들의 분비가 촉진되어 내막세포의 성장,

분화, 이동이 일어나면서 혈관이 생성되고 평활근 세포들이 내막

층에서 증식, 이동되어 이로 인해 관상동맥이 재구성된다고 주장
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정맥용 면역글로불린과 메틸프레드니솔론의 효과

가톨릭대학교 의과대학 소아과학교실

최현아·하경화·윤종서·이 윤·이준성·한지환

Inhibition of Vascular Endothelial Growth Factor-induced

Endothelial Cell Differentiation by

Intravenous Immunoglobulin and Methylprednisolone

Hyoun Ah Choi, M.D., Kyung Hwa Ha, M.D., Jong Seo Yoon, M.D., Yoon Lee, M.S.

Joon Sung Lee, M.D. and Ji Whan Han, M.D.

Department of Pediatrics, College of Medicine, The Catholic University of Korea, Seoul, Korea

Purpose : Kawasaki disease is the most common cause of systemic vasculitis in children less than

5 years of age. Recent immunohistochemistry findings suggest that many vascular growth factors

play a role in the formation of the coronary artery lesions. Active remodeling of the coronary artery

lesions in Kawasaki disease continues in the form of intimal proliferation and neoangiogenesis for

several years after the onset of the disease. Intravenous immunoglobulin(IVIG) and corticosteroid

have been used in the treatment of Kawasaki disease but the exact mechanism is not clear. We

have investigated that IVIG and corticosteroid inhibited vascular endothelial growth factor(VEGF)-

induced tube formation of endothelial cells in vitro on Matrigel assay.

Methods : Human umbilical vein endothelial cells(HUVECs) were cultured and seeded on Matrigel

coated 24 well plates in medium with or without the following agents : VEGF, VEGF plus IVIG,

VEGF plus VEGF antibody, VEGF plus methylprednisolone, VEGF, IVIG plus methylprednisolone for

18 hours. The total length of tube structures in each photograph was quantified.

Results : IVIG significantly inhibited the proliferation of HUVECs. The inhibitory effect of IVIG was

also reversible. In the meantime, VEGF induced the differentiation of HUVECs into capillary like

structures on Matrigel, which was inhibited by VEGF antibody in a dose-dependent manner. Inter-

estingly, IVIG and methylprednisolone inhibited VEGF-induced tube formation of HUVECs. IVIG was

more effective in inhibition than methylprednisolone alone.

Conclusion :We revealed that VEGF induced the differentiation of HUVECs and this effect was

inhibited by IVIG and methylprednisolone. (Korean J Pediatr 2005;48:886-893)

Key Words : Endothelial cell, Vascular endothelial growth factor(VEGF), Intravenous immunoglobu-

lin(IVIG), Methylprednisolone
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하였다. 또한 이런 재구성 과정은 가와사키병 발병 후 수년에

걸쳐 내막층의 증식과 신생 혈관 생성 작용이 진행되면서 일어

난다
5)
. 혈관 성장인자로는 transforming growth factor β1

(TGF-β1), platelet-derived growth factor-A(PDGF-A), ba-

sic fibroblast growth factor(bFGF), vascular endothelial

growth factor(VEGF) 등이 있으며 가와사키병에서 두꺼워진 내

막에 영양 공급을 위한 신생 혈관 생성에 VEGF가 혈관 생성인

자로 작용하고 특히 관상동맥합병증이 생긴 가와사키병의 아급성

기에 증가되는 경향을 보인다는 보고가 있다
1, 4)
. VEGF는 내막

세포의 분화와 맥관 형성, 미세혈관투과성을 유도하고
1, 3, 4, 6-10)

,

이런 가와사키병의 관상동맥의 재구성뿐 아니라
1, 3, 4)

종양의 성

장이나
1, 9, 10)

류마티스 관절염에서 활액 조직내의 신생혈관생성
1, 11-13)

, 당뇨에서 혈관기능이상
14)
, 허혈성 심질환에서 관상동맥의

동맥경화
15, 16)
와 같은 혈관연관성 질환의 병인론에서 중요한 역

할을 한다.

수년간 가와사키병의 치료제로 intravenous immunoglobulin

(IVIG)이 사용되었으나 그 치료 기전이 명확히 밝혀진 바는 없

다3). 그러나 가와사키병에서 IVIG 치료 후 관상동맥 합병증의

발생이 15-25%에서 5%로 감소하였다는 보고가 있으며
17)
, 가와

사키 발병 후 첫 10일 이내에 IVIG를 사용할 경우 심혈관계 합

병증이 감소한다는 보고도 있다
18)
. Shinorhara 등

19)
은 코르티코

스테로이드를 IVIG와 같이 치료에 사용한 경우가 치료효과가

높아진다고 보고하였으며, Dale 등
20)
은 8명의 임상 증례를 고찰

하여 심각한 합병증이 동반된 가와사키병에서 스테로이드와 아

스피린 병합 치료시 효과가 좋았다는 보고를 하였다. 이런 IVIG

와 코르티코스테로이드가 가와사키병의 관상동맥합병증을 감소

시키는데 어떠한 기전으로 작용하는지 알아보고자 본 연구에서

는 Matrigel을 이용하여 in vitro에서 VEGF에 의해 유도된 내

막세포 분화에 대한 IVIG와 methylprednisolone의 효과를 알아

보고자 하였다.

대상 및 방법

1. Gelatin이 도포된 배양접시 준비

2차 증류수로 1% gelatin(Sigma Chemical Co., St. Louis,

USA) 용액을 만든 뒤 121℃에서 20분간 멸균시켰다. 이를 배양

접시에 3-5 mL 넣어준 뒤 4℃에 보관하였다.

2. Human umbilical vein endothelial cells
(HUVECs)의 분리

정상적으로 분만된 건강한 신생아로부터 제대정맥 혈관을 얻

었다. 세포배양액(M199, Life Technologies GIBCO BRL,

Grand Island, USA)으로 희석시킨 0.2% collagenase(Life

Technologies GIBCO BRL, Grand Island, USA)를 혈관 안으

로 주입시킨 후 37℃ 배양기에 15분간 두어 혈관내피세포를 분

리하였다. 분리된 세포를 50 mL tube로 옮겨 4℃, 1,500 rpm에

서 5분간 원심분리하였다. 상층액은 제거하고 세포배양액[20%

우태혈청, 30 µg/mL, endothelial growth supplements(Sigma

Chemical Co., St. Louis, USA), 90 µg/mL heparin(Sigma

Chemical Co., St. Louis, USA), 25 mM Hepes, 2.2 g/L so-

dium bicarbonate, 2 mM L-glutamine] 5 mL을 넣어 잘 혼합

한 뒤 1% gelatin이 도포된 30 mm 배양접시에 넣고 37℃, 5%

CO2 배양기에 배양하였다.

3. HUVECs의 계대배양

HUVECs을 3-4일 배양하여 배양 접시 표면의 80-90% 정도

자라면 pH 7.4 인산완충용액으로 2번 세척 후, trypsin-EDTA

(Life Technologies GIBCO BRL, Grand Island, USA)를 처리

하여 단일세포로 분리하였다. 20% 우태혈청이 들어있는 세포배

양액 10 mL로 한차례 세척하였다. 상층액은 제거하고 세포배양

액 8 mL에 잘 용해시킨 뒤 1% gelatin이 도포된 100 mm 배

양접시에 넣어 37℃, 5% CO2 배양기에 계대배양 하였다. 실험

에는 이러한 과정을 3-4번 정도 반복한 계대배양 세포를 사용하

였다.

4. IVIG의 HUVECs 증식 억제 효과

1% gelatin이 도포된 24 well plate에 HUVECs를 2×10
4
/

well로 넣고 37℃, 5% CO2 배양기에서 16시간 배양하였다.

IVIG(Green Cross, Seoul, Korea)를 well당 1, 10, 25, 40 mg/

mL의 농도로 넣어 준 다음 24시간, 48시간 동안 37℃, 5% CO2

배양기에 배양하였다. 24시간 및 48시간 후 trypan blue로 염색

하여 살아있는 세포의 수를 세었다.

5. IVIG가 처리되었던 HUVECs의 가역성 여부

1% gelatin이 도포된 24 well plate에 HUVECs를 2×10
4
/

well로 넣고 37℃, 5% CO2 배양기에서 16시간 배양한 후, IVIG

를 40 mg/mL의 농도로 넣어 준 다음 24시간 37℃, 5% CO2

배양기에 배양하였다. 24시간이 되었을 때 IVIG를 제거하고 20

% fetal bovine serum(FBS)이 첨가된 M199 배양액을 새로 넣

어주고 이때부터 24시간, 48시간 배양 후 trypan blue로 염색하

여 살아있는 세포의 수를 세었다.

6. Matrigel에서 튜브(tube) 형성

80-90% 자란 HUVECs을 trypsin/EDTA 처리하여 단일세포

로 만든 뒤, Matrigel이 코팅된 24 well plates(Beckton Dick-

inson, San Jose, USA)에 4×10
4
개의 세포와 ① purified hu-

man recombinant VEGF 20 ng/mL(Sigma Chemical Co., St.

Louis, USA), ② VEGF 20 ng/mL와 IVIG 40 mg/mL, ③

VEGF 20 ng/mL와 monoclonal VEGF antibody(2 µg/mL or

20 µg/mL; Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,

USA), ④ VEGF 20 ng/mL와 methylprednisolone(10
－12
M,

10
－9
M or 10

－6
M; Sigma Chemical Co., St. Louis, USA),

⑤ VEGF 20 ng/mL, IVIG 40 mg/mL와 methylprednisolone
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(10
－12
M, 10

－9
M or 10

－6
M; Sigma Chemical Co., St. Lou-

is, USA)을 각각 넣고, 18시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에

배양하였다. 18시간 후 튜브 형성 여부를 현미경으로 관찰하고,

×100의 배율로 사진을 찍어, 튜브의 총 길이를 측정하였다.

7. 세포 부착성 검사

1% gelatin이 도포된 24 well plate에 2×10
4
/well의

HUVECs과 40 mg/mL의 IVIG를 넣어 주고 37℃, 5% CO2 배

양기에서 6시간 배양하였다. 6시간 후 배양액을 제거하여 흡착된

세포만을 trypan blue로 염색하여 살아있는 세포수를 세었다.

8. 통 계

통계 분석은 SPSS for windows Version 10.0 프로그램

을 IVIG와 methyl-prednisolone의 처리 유·무 등에 대한

ANOVA(Bonferroni Post hoc Test)를 이용하여 시행하였고,

각 실험군에 대한 비교는 Mann-Whitney U-test를 이용하였다.

실험은 각각 다른 HUVECs를 이용하여 3회 시행하였으며, 실험

결과는 평균±표준편차로 표시하였다. 통계학적 유의수준은 P<

0.05로 하였다.

결 과

1. IVIG의 농도와 투여시간에 따른 HUVECs 증식 억제
효과

IVIG를 각각 1, 10, 25, 40 mg/mL 농도로 투여한 후 24시간

또는 48시간 HUVECs을 배양한 뒤 IVIG 농도와 세포 배양 시

간의 차이에 따른 세포증식 억제 정도를 관찰하였다.

IVIG의 농도를 1 mg/mL, 10 mg/mL로 하였을 때에는 24시

간, 48시간 동안 배양 모두 대조군에 비해 세포수의 유의한 감

소가 없었다(Table 1). 그러나 25 mg/mL, 그리고 40 mg/mL로

증량하였을 경우에는 IVIG를 투여하지 않은 대조군에 비하여

통계학적으로 각각 유의한 세포수 감소 효과를 관찰할 수 있었

으며(P<0.001)(Table 1), 25 mg/mL와 40 mg/mL 두 농도간에

도 40 mg/mL를 처리한 경우가 25 mg/mL를 처리한 경우보다

세포수 감소 효과가 더 뚜렷하였다(P<0.05)(Table 1).

세포 배양 시간에 따른 억제 효과는 25 mg/mL과 40 mg/

mL에서 배양 후 24시간과 48시간 모두에서 대조군과 비교하여

통계학적으로 유의한 효과를 보였다(P<0.001)(Fig. 1, Table 1).

2. IVIG에 의한 HUVECs 증식 억제 효과의 가역성

IVIG 40 mg/mL을 24시간 동안 처리해 주어 HUVECs의 증

식 억제를 본 후, IVIG를 제거해 주면 IVIG를 처리해 주지 않

았던 대조군과 비교하여 세포의 증식이 잘 일어날 수 있는지를

살펴보았다.

IVIG를 제거하고 48시간 후, 세포의 증식은 대조군과 유사한

비율로 증식됨이 관찰되었으나, IVIG 제거 후 24시간 때는 세포

의 증식 비율이 대조군에 비해 떨어짐이 관찰되었다(Fig. 2).

Table 1. Inhibitory Effect of Intravenous Immunoglobulin on
Human Umbilical Vein Endothelial Cells Proliferation

Control
IVIG

1 mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL 40 mg/mL

0 hr

24 hr

48 hr

23

47±3

85±2

23

48±3

82±5

23

41±3

77±1

23

27±3
*

51±2
*

23

23±4
*, †

41±4
*, †

Data are given as mean±SD(Cell number×103).
*
P<0.001 vs. control; †P<0.05 IVIG 25 mg/mL vs. 40 mg/mL
Abbreviation : IVIG, intravenous immunoglobulin
This study was repeated 3 times

Fig. 1. Inhibitory effect of IVIG on HUVECs proliferation. As
assessed by trypan blue exclusion, the number of live cells
was significantly reduced by IVIG in a dose-dependent man-
ner(

*
P<0.001 vs. control). Nevertheless, 25 mg/mL of IVIG

had less effect than 40 mg/mL of IVIG(†P<0.05).

Fig. 2. Effect of IVIG washout on HUVECs proliferation.
Cells were treated with (□) or without (●) IVIG 40 mg/ml.
IVIG-treated medium was changed to a IVIG-free medium on
days 2, 3, and 4 as indicated by the arrow. The restoration of
growth was delayed by 24 hrs. Cells were counted by the
trypan blue exclusion method.
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3. VEGF에 의해 유도된 HUVECs의 튜브형성

Matrigel을 이용하여, VEGF(1, 10, 20 ng/mL)가 HUVECs

의 분화를 유도하여 튜브를 형성하는지를 보았다. VEGF를 처리

해주지 않은 대조군과 비교하여 튜브길이를 백분율화 했을 때

(대조군 100%) VEGF 1, 10, 20 ng/mL 처리해 주었을 때 튜

브형성이 VEGF의 농도에 비례하여 116±8%, 231±15%, 390

±85%로 일어났고, 특히 20 ng/mL의 VEGF 처리군(390±

85%)은 대조군에 비해 통계적으로 유의한 차이를 나타내었다

(P<0.05)(Fig. 3A).

이렇게 나타난 결과가 VEGF 특이적으로 일어났는지를 확인

하기 위해 항 VEGF 항체를 처리한 후 관찰하였는데, VEGF

항체의 농도가 2 µg/mL에서 20 µg/mL로 증가함에 따라 형성

된 튜브의 총 길이가 항체 농도에 비례하여 239±27%에서 117

±8%로 유의하게 감소하였으며(P<0.05), 특히 20 µg/mL로 처

리해 주었을 때 튜브형성은 VEGF를 처리해주지 않은 대조군과

각각 117±8%, 100±18%로 유사한 결과를 보였다(Fig. 3B).

4. IVIG와 methylprednisolone의 HUVECs의 튜브

형성 억제 효과

Matrigel을 이용한 실험에서 VEGF에 의해 유도되는 튜브

형성이 IVIG와 methylprednisolone에 의해 억제되는지를 살펴

보았다.

VEGF 20 ng/mL를 처리하였을 때 대조군과 비교하여 튜브

형성이 356±25%로 관찰되었다. VEGF 20 ng/mL를 처리한 군

에 IVIG 40 mg/mL 또는 여러 농도의 methylprednisolone

(10
－12
M, 10

－9
M or 10

－6
M)을 처치해 주었을 때 튜브 형성

이 유의하게 억제되었으며(P<0.05), methylprednisolone의 경우

그 억제 정도가 농도에 비례하여 일어났으나 IVIG 투여시 보다

는 억제 효과가 약하였다(Fig. 4, Table 2). 한편, IVIG와 meth-

ylprednisolone을 병합투여한 경우는 methylprednisolone 농도

에 상관없이 모두 튜브 형성을 잘 억제하였으나(P<0.001), IVIG

만 단독 투여한 것과 통계적 차이는 없었다(Fig. 4A, Table 2).

5. HUVECs의 부착에 미치는 IVIG의 영향

in vitro 상에서 튜브형성을 억제한 IVIG가 HUVECs의 부착

에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위해 1% gelatin을 이용하

여 알아보았다.

40 mg/mL의 IVIG를 처리해 준 것과 그렇지 않은 대조군의

부착된 세포수를 비교한 결과 IVIG는 세포의 부착에는 영향을

미치지 않음이 관찰되었다(Fig. 5).

고 찰

Matrigel을 이용한 본 연구에서, 18시간 동안 VEGF를 처리

해 준 결과, 내막세포가 튜브로 유도되었으며, VEGF 항체의 농

도가 2 µg/mL에서 20 µg/mL로 증가함에 따라 형성된 튜브의

총 길이가 항체 농도에 비례하여 239±27%에서 117±8%로 유

의하게 억제되었다(P<0.05). 이런 결과는 VEGF가 in vitro 상

에서 특이적으로 내막세포의 분화에 작용한다는 것을 보여주며

Ferrara 등
21)
도 VEGF의 비슷한 효과를 보고한 바 있다.

In vitro 상에서 IVIG 농도와 세포 배양 시간의 차이에 따른

세포 증식 억제 정도를 관찰한 연구에서는 IVIG는 그 용량에

비례하여 HUVECs의 증식을 통계학적으로 유의하게 억제하였

고, 또한 이러한 IVIG의 억제 효과는 가역적으로 나타났다.

이는 IVIG에 의한 세포 증식 억제 효과가 비록 그 기전은 정

확하지는 않으나, 단지 세포의 치사율과 관련이 있는 것이 아니

라 일시적으로 내막세포의 증식에 영향을 주는 인자들을 억제하

는 기전으로 작용함을 시사해준다.

Matrigel은 재구성된 기저막 단백 기질로 내막세포의 튜브 형

Fig. 3. The effect of VEGF and anti-VEGF Antibody on differentiation of HUVECs. (A) VEGF en-
hances tube formation in a dose-dependent manner(

*
P<0.05 vs. control). (B) Total length of tubes were

significantly reduced by a monoclonal VEGF antibody in a dose-dependent manner(
*
P<0.05 vs. VEGF

20 ng/mL; †P<0.001 vs. VEGF 20 ng/mL; ☨VEGF 20 ng/mL; bars, ±S.D). Experiments were repeated
3 times. Abbreviation : Ab, antibody.
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성을 유도하는 실험에 사용된다
22)
. 또한 혈관생성과 관련된 여러

생화학적 분자학적 작용 등과 내막세포들의 상호작용과 기저막의

특성을 연구할 수 있는 유용한 모델로 많이 이용되고 있다
22)
.

Matrigel을 이용한 본 실험에서 IVIG와 methylprednisolone

은 VEGF에 의해 유도되는 내막세포의 튜브 형성을 유의하게

억제하였는데, 이는 닭의 융모요막 모델, 토끼의 각막모델, 쥐의

종양 등에 코르티손, 하이드로코르티손과 코르티손의 합성유도체

를 헤파린과 같이 투여했을 때 새로운 모세혈관 생성을 억제했

다고 보고한 바 있는 Folkman 등
23)
의 연구결과와 유사하다 할

수 있다. 특히 본 연구에서는 IVIG가 methylprednisolone 단독

투여시 보다 더 효과가 있었으며 또한, IVIG와 methylpredni-

solone을 병합 투여했을 때 IVIG 단독 투여시 때와 통계적으로

유의한 차는 없었다(Fig. 4A, Table 2). 이는 VEGF에 의한 혈

관생성의 억제 효과는 methylprednisolone보다 IVIG가 더 강력

하다는 것을 의미한다.

한편, 본 연구에 IVIG의 튜브 형성 억제가 세포의 부착 단계

에서부터 억제하는 지를 살펴 본 결과, IVIG를 처치한 세포와

처치하지 않은 세포 사이에 1% 젤라틴의 부착성은 통계학적으

Fig. 4. The effect of IVIG and/or methylprednisolone on differentiation of HUVECs. (A) VEGF at 20 ng/mL
enhances tube formation, whereas IVIG and methylprednisolone(MP) reverses this effect in a dose-dependent
manner. Experiments were repeated 3 times(

*
P<0.001 vs. control; †P<0.05 vs. VEGF 20 ng/mL; ☨P<0.001 vs.

VEGF 20 ng/ml; bars, ±S.D). (B) IVIG and methylprednisolone effectively inhibited the length of endothelial
tube induced by VEGF in a dose dependent manner. Six examples of the HUVECs-tube formation assay on
Matrigel matrix. Photographs were taken under phase-contrast microscopy(×100). Abbreviation : MP, methy-
lprednisolone.

Control VEGF 20 ng/mL IVIG 40 mg/mL

plus VEGF 20 ng/mL

MP 10－12 M MP 10－9 M MP 10－6 M

plus VEGF 20 ng/mL plus VEGF 20 ng/mL plus VEGF 20 ng/mL
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로 유의한 차이를 보이지 않음에 따라, IVIG는 세포의 부착에는

영향을 미치지 않음이 관찰되었다. 즉 IVIG는 세포의 튜브형성

과정 자체에 영향을 미친다는 것을 알 수 있다.

내막세포는 가와사키병, Wegener's granulomatosis와 같은

염증성 혈관성 질환의 면역성 병인론에서 중요한 역할을 하는

세포이며
18, 24)

VEGF는 이러한 내막세포의 이동과 증식의 유도,

맥관 구조 형성 등의 여러 내막세포의 기능을 조절하는 기능을

한다고 보고되고 있다
21, 25)
.

가와사키병의 병태생리학적 연구 논문들에서는 VEGF 등과

같은 여러 혈관 성장인자들이 촉진되어 내막층이 증식함으로써

이로 인해 관상동맥이 재구성된다고 보고하였다
1, 4)
. 이러한 관상

동맥의 재구성은 가와사키병의 관상동맥 합병증에 중요한 병리

기전으로 작용하며 세포외 기질이 합성되고 이런 기질들에서 세

포들의 이동, 증식, 맥관 형성 등이 이루어지고 마지막으로 중간

층에서 평활근 세포들이 증식되고 이동하여 혈관 내막이 두꺼워

지고 영양공급을 위해 맥관 형성을 이루면서 관상동맥이 재구성

(remodeling)된다
4)
.

Inmaculada 등
26)
은 맥관 형성이 이루어지는 기전으로 VEGF

에 의해 유도되는 내막세포의 분화는 세포의 아포토시스(apo-

ptosis)가 일어나는 과정이 필요하며, 내막세포의 아포토시스에

의해 맥관 세포들이 재배열되면서 신생혈관이 생성된다는 보고

Fig. 5. The effect of IVIG to attachment of HUVECs on 1% gelatin. (A) Attachment
of HUVECs on 1% gelatin was not affected in the presence of IVIG. Cells were
counted by the trypan blue exclusion method. (B) HUVECs attaches on 1% gelatin with
or without IVIG. Attachment of HUVECs on 1% gelatin were not affected in the pres-
ence of IVIG. Photographs were taken under phase-contrast microscopy at 6 hrs of in-
cubation(×200).

IVIG 40 mg/mL Control

Table 2. The Effect of Intravenous Immunoglobulin and/or
Methylprednisolone on Differentiation of Human Umbilical
Vein Endothelial Cells

Agents Mean±SD(%)

Control

VEGF
*

VEGF
*
plus IVIG†

VEGF
*
, IVIG† plus MP(10－12 M)

VEGF
*
, IVIG† plus MP(10－9 M)

VEGF
*
, IVIG† plus MP(10－6 M)

VEGF
*
plus MP(10－12 M)

VEGF
*
plus MP(10－9 M )

VEGF
*
plus MP(10－6 M)

100±18

356±25

60±33

73±2

63±4

31±5

192±58

142±73

113±42

Data are given as mean±SD(total length of tubes as % of
control)
*
VEGF 20 ng/mL; †IVIG 40 mg/mL
Abbreviations : MP, methylprednisolone; IVIG, intravenous im-
munoglobulin; VEGF, vascular endothelial growth factor
This study was repeated 3 times
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를 한 바 있으며, Trautman 등
27)
은 IVIG와 고용량의 덱사메타

손이 각질세포의 항아포토시스(anti-apoptosis)를 보인다고 보고

한 바 있다. 이러한 보고에서 본 논문의 IVIG나 스테로이드가

맥관 형성을 저해하는 작용이 항아포토시스 작용과 연관이 있을

수 있음을 알 수 있다.

또한 Abe 등
28)
은 IVIG가 여러 자가면역질환이나 감염성 질

환에서 치료제로 사용되는 경우 사이토카인을 중화시킬 자가 항

체가 포함되어 염증 작용에서 사이토카인의 작용을 막는다는 보

고가 있었다.

이렇게 IVIG의 항아포토시스 작용이나 항염증작용을 보고한

논문은 있으나 정확히 IVIG나 스테로이드를 투여하였을 때 내

막세포들이 튜브를 형성하는 것을 저해하는 효과를 보여준 연구

는 없다.

본 연구에서는 in vitro에서 VEGF가 HUVECs의 분화를 유

도하고 이 내막세포의 맥관 형성이 IVIG와 methylprednisolone

에 의해 저해된다는 것을 보여주었다. 이는 가와사키병의 관상동

맥합병증이 생기는 기전 중 VEGF와 내막세포의 분화로 인해

일어나는 관상동맥의 재구성을 IVIG와 methylprednisolone이

억제한다는 것을 시사하며 치료 기전 중 하나로 제시될 수 있다.

그러나 이 억제 작용이 어떠한 분자 생물학적 방법으로 이루어

지는지, in vivo에서도 같은 효과를 보이는지에 대해서는 아직

연구가 부족하다. 또한 내막세포의 분화 과정에 영향을 미치는지

VEGF의 내막세포에 대한 작용에 영향을 미치는지 더 연구할

필요가 있다. 앞으로 in vivo와 in vitro 상에서 IVIG와 meth-

ylprednisolone의 역할에 대한 연구가 좀 더 필요하며 이러한

연구는 가와사키병을 포함한 혈관염의 치료에 유용할 것이라 사

료된다.

요 약

목 적:가와사키병은 어린 소아에서 전신성 혈관염을 일으키

는 가장 흔한 원인이다. 가와사키병이 발병한 경우 여러 혈관

성장인자들의 분비가 촉진되어 내막층의 증식과 신생 혈관 생성

작용이 진행되면서 관상동맥이 재구성된다. 수년간 가와사키병의

치료제로 IVIG와 코르티코스테로이드가 사용되었으나 그 치료

기전이 명확히 밝혀진 바는 없다. 이런 IVIG와 코르티코스테로

이드가 가와사키병의 관상동맥합병증을 감소시키는데 어떠한 기

전으로 작용하는지 알아보고자 본 연구에서는 Matrigel을 이용

하여 in vitro에서 VEGF에 의해 유도된 내막세포 분화에 대한

IVIG와 methylprednisolone의 효과를 보고자 하였다.

방 법:Matrigel을 이용하여 in vitro에서 VEGF에 의해 유

도된 내막세포 분화에 대한 IVIG와 methylprednisolone의 효과

를 보고자 VEGF, VEGF와 IVIG, VEGF와 VEGF antibody,

VEGF와 methylprednisolone, VEGF, IVIG와 methylpredniso-

lone을 각각 넣어주고, HUVECs를 18시간 동안 배양 후 튜브의

총 길이를 측정하였다.

결 과:

1) IVIG의 농도를 25 mg/mL, 그리고 40 mg/mL로 증량하

였을 경우 IVIG를 투여하지 않은 대조군에 비하여 통계학적으

로 각각 유의한 세포수(HUVECs) 감소 효과를 관찰할 수 있었

으며(P<0.001), 40 mg/mL를 처리한 경우가 25 mg/mL를 처리

한 경우보다 세포수 감소 효과가 더 뚜렷하였다(P<0.05). 세포

배양 시간에 따른 억제 효과는 25 mg/mL과 40 mg/mL에서 배

양 후 24시간과 48시간 모두에서 대조군과 비교하여 통계학적으

로 유의한 효과를 보였다(P<0.001).

2) VEGF 20 ng/mL를 처리한 군에 IVIG 40 mg/mL 또는

여러 농도의 methylprednisolone(10
－12
M, 10

－9
M or 10

－6
M)

을 처치해 주었을 때 튜브 형성이 유의하게 억제되었으며(P<

0.05), methylprednisolone의 경우 그 억제 정도가 농도에 비례

하여 일어났으나 IVIG 투여시 보다는 억제 효과가 약하였다. 한

편, IVIG와 methylprednisolone와 병합투여한 경우는 meth-

ylprednisolone 농도에 상관없이 모두 튜브 형성을 잘 억제하였

으며(P<0.001), IVIG만 단독 투여한 것과 통계적 차이는 없었

다.

결 론:본 연구에서는 in vitro에서 VEGF가 HUVECs의 분

화를 유도하고 분화된 내막세포의 맥관 형성이 IVIG와 methyl-

prednisolone에 의해 저해된다는 것을 보여주었다. 이는 가와사

키병의 관상동맥합병증이 생기는 기전 중 VEGF와 내막세포의

분화로 인해 일어나는 관상동맥의 재구성을 IVIG와 methyl-

prednisolone이 억제한다는 것을 시사하며 치료 기전 중 하나로

제시될 수 있다.
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