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요 약

본 논문에서는 혈관내피세포에서 활성화된 단백질 C(Activated Protein C, APC)의 항염증 작용에서 수용성 EPCR

(Soluble Endothelial Protein C Receptor, sEPCR)의 효과를 관찰하였다. sEPCR은 APC가 매개하는 항염증 작용에 있

어 내피세포막의 보호효과를 저해하고, 혈관내피세포에 대한 백혈구의 부착저해 효과를 억제하며, 혈관내피세포를 관

통하는 백혈구의 이동을 저해하는 효과를 억제한다. 그리고 흥미롭게도 sEPCR은 내피세포에서 TNF-alpha에 의한 세

포부착단백질의 발현을 억제하는 APC의 기전을 저해함으로써 APC가 가지는 항염증 효과를 억제한다. 이것은 APC

의 Gla 도메인이 내피세포의 수용체인 EPCR에 결합할 수 있는 부위에 sEPCR이 상호작용함으로써 더 이상 APC이

세포막에 존재하는 EPCR과 결합을 못함으로써 APC의 항염증 작용은 억제되는 것을 의미한다. 이 결과는 향후 중증

패혈증 및 염증질환을 효과적으로 치료할 수 있는 신약개발에 중요한 단서를 제공할 것이고 내피세포에서 아직 명확

하게 밝혀지지 않은 APC의 항염증 작용의 기전을 밝히는 데 좋은 정보를 제공할 것이다.

Abstract – In this study, we evaluated the effect of soluble EPCR(Soluble Endothelial Protein C Receptor, sEPCR) on

the anti-inflammatory activities by activated protein C(APC) in endothelium. We demonstrated that sEPCR inhibited the

barrier protective activity, the inhibition of neutrophils adhesion toward endothelial cells and the inhibition of transen-

dothelial migration by APC in endothelial cells. Interestingly, sEPCR also blocked the mechanism by which APC inhib-

ited the expression of cell adhesion molecules(CAM) by TNF-alpha in endothelial cells. These results suggested that the

anti-inflammatory activities of APC was inhibited by sEPCR which blocked the binding motifs of Gla domain of APC

to membrane bound EPCR. This finding will provide the important evidence in the development of new medicine for

the treatment of severe sepsis and inflammatory diseases and good clue for understanding unknown mechanisms by

which APC showed the anti-inflammatory activities in endothelium.
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1. 서 론

혈액응고반응과정을 통해 생성된 트롬빈은 피브린을 생성할 뿐만

아니라 많은 세포를 자극하기도 한다[1]. 트롬빈은 내피세포막에 존

재하는 트롬보모듈린 (thrombomodulin, TM)을 통해 결합할 수 있

다. 트롬보모듈린에 결합한 트롬빈은 불활성 상태인 단백질 C

(Protein C, PC)를 활성화된 단백질 C(Activated Protein C, APC)로

활성화시킨다[2]. 이때, PC 혹은 APC는 내피세포막에 있는 수용체

인 EPCR(Endothelial Protein C Receptor)에 결합되어 있다. APC는

비타민 K 의존성 항응고 단백질로 응고인자 V와 VIII를 가수분해

함으로써 응고 작용을 방해한다[1,2]. 두 개의 응고인자를 불활성화

시키는 APC의 항응고 작용은 단백질 S(Protein S, PS)에 의해 촉진

된다[3,4]. APC는 트롬빈 형성을 조절하는 역할뿐만 아니라 최근의

여러 논문에서 항염증 작용과 세포사멸억제기능을 보여주고 있다

[5-11]. 이런 결과로 APC는 패혈증 치료제로서 미국연방 식품의약

청(FDA)에서 유일하게 승인되었다[12]. APC의 세포보호 작용(항염

증작용 및 세포사멸억제작용)은 내피세포막에 존재하는 PC의 수용
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체인 EPCR과 GPCR(G Protein-Coupled Receptor)의 한 종류인

PAR-1(Protease Activated Receptor-1)과의 상호작용을 통해 매개된

다고 알려져 있다[13]. 특히, APC-EPCR-PAR-1 complex를 통해서

매개되는 세포보호작용은 (1) 항염증 및 세포사멸과 관련된 유전자

발현의 변화 (2) 항염증 작용 (3) 세포사멸 보호작용 (4) 내피세포막

의 보호작용 등을 포함한다[13]. 이와 같은 APC의 각각의 작용들은

잠재적으로 서로 연관이 되어 있을지 모르지만, 각각의 작용은 완

전히 구별이 되고 APC가 작용하는 특정 세포의 종류, 위치 및 조

건 등에 따라서 같은 기전을 가지고 혹은 다른 기전을 통해서 작용

한다[13]. 조직에서 EPCR과 PAR-1의 분포는 명확한데, 이들의 발

현은 특히 혈관의 표면에서 그 발현은 상당히 높다[13,14]. 그리고

최근에 EPCR과 PAR-1이 혈관내피세포막의 지질뗏목에 분포한다

는 것과 기능적으로 EPCR과 PAR-1이 상호작용하고 물리적으로 서

로 결합되어 있다는 사실이 밝혀졌다[15]. 

EPCR은 제1종의 막통과단백질(Transmembrane Protein)으로서

PC 또는 APC의 Gla 도메인과 상호작용함으로써 높은 결합력(Kd=

30 nM)을 가진다[11,16,17]. 수용성 EPCR(sEPCR)은 인체의 혈장

에서 처음 발견되었으며, 세포막에 박혀있는 EPCR과 거의 동일한

결합력으로 PC 또는 APC와 상호작용한다[18]. 건강한 인체에서

sEPCR은 약 2.5 nM 정도의 농도로 순환하고 있으며 패혈증 환자

에서는 그 농도가 5배까지 증가한다[19]. 내피세포막에 박혀있는

EPCR과는 달리 sEPCR은 PC의 활성화를 저해한다[20]. 이것은 아

마 내피세포막의 EPCR과 sEPCR이 서로 경쟁적으로 작용하여 단

백질 C의 활성화를 방해한다고 생각되고 있지만 그 정확한 기전은

잘 모르고 있다. 뿐만 아니라 sEPCR이 APC가 가지는 항염증 작용

에서 어떤 작용을 하는지 아직 알려진 바가 없다. 그래서 이 논문에

서는 sEPCR이 APC가 가지는 항염증 작용 즉, (1) 내피세포막 보

호작용 (2) 백혈구의 내피세포에 대한 부착력을 저해하는 기능 (3)

백혈구가 내피세포막의 통과를 저해하는 기능 (4) 세포부착을 유도

하는 단백질의 발현을 저해하는 기능에서 어떤 역할을 하는지를 연

구하고자 한다. 

2. 실험재료 및 방법

2-1. 실험재료

APC, PC, PC의 활성부위 세린잔기(Ser)를 알라닌잔기(Ala)로 전

화시켜 불활성화시킨 PC-S195A의 발현 및 분리의 방법은 이전의

방법에 따라 수행하였다[15]. 트롬빈은 Sigma(St. Louis, MO, USA)에서

TNF-alpha(Tumor Necrosis Factor alpha)는 R&D System(Minneapolis,

MN, USA)에서 구입하여 사용하였다. 

2-2. 실험방법

2-2-1. 세포배양

Ea.hy926 세포(혈관내피세포주, Dr. C. Edgell부터 얻음, University

of North Carolina, Chapel Hill, NC, USA)는 37 배양기에서 DMEM,

10% FBS(Fetal Bovine Serum)와 항생제(penicillin G와 streptomycin)

를 넣어 배양하였다. 건강한 지원자로부터 얻은 백혈구와 단핵구 세

포주인 THP-1 세포의 배양은 이전에 방법대로 배양하였다[21]. 

2-2-2. 투과성실험

세포의 투과성실험은 두 개의 chamber(transwell)를 이용하여 단

층으로 된 Ea.hy926 세포를 투과하는 BSA(bovine serum albumin)

에 결합한 에반스 블루 염색약의 정도를 측정함으로써 수행하였다.

먼저 5,000개의 Ea.hy926 세포를 4일 배양해서 조밀한 단층의 세포

군을 만들고, 시험할 단백질을 3시간 배양한다. 세포를 PBS(pH 7.4)

로 씻은 후 5 nM의 트롬빈과 10분 동안 배양한다. 안쪽 chamber를

다시 PBS로 씻고 0.4% BSA와 0.67 mg/ml 에반스 블루(Sigma, St.

Louis, MO, USA) 혼합물을 세포배양액과 함께 넣어준다. 10분 후,

바깥쪽 chamber로 스며 나오는 염색시약을 650 nm에서 흡광도를

측정한다[11-15]. 

2-2-3. 세포-세포간 부착력 실험

백혈구가 내피세포에 부착하는 실험은 백혈구 형광물질을 코팅시

켜 진행하였다. 건강한 지원자로부터 얻은 백혈구를 5 µM Vybrand

DiD(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)으로 37 배양기에서 20분간 배

양한다. 조밀한 단층의 Ea.hy926 세포는 시험할 단백질과 미리 반

응시키고, 10 ng/ml TNF-alpha와 4시간 반응시킨다. PBS로 씻은 후

1,500,000개의 백혈구를 조밀한 단층의 Ea.hy926 세포에 넣어준다.

이 때, 부착력의 전체신호를 흡광도를 측정하여 얻는다. 1시간 후

접착하지 않은 백혈구는 씻어주고, 접착한 백혈구의 접착력을 같은

방법으로 측정한다. 부착력(%)=(접착신호/전체신호)×100 식으로 계

산한다[11-15].

2-2-4. 내피세포를 통과하는 백혈구의 이동률(TEM)

백혈구의 이동실험은 두 개의 chamber(transwell)를 이용하여 단

층으로 된 Ea.hy926 세포를 통과하는 백혈구의 수를 측정함으로써

수행하였다[11]. 먼저 60,000개의 Ea.hy926 세포를 3일 배양해서 조

밀한 단층의 세포군을 만들고, Ea.hy926 세포는 시험할 단백질과 미

리 반응시키고, 10 ng/ml TNF-alpha와 4시간 반응시킨다. PBS로 씻

은 후 1,500,000개의 백혈구를 조밀한 단층의 Ea.hy926 세포에 넣

어준다. 2시간 후 안쪽 chamber의 이동하지 않은 백혈구를 제거하

고 chamber의 아래로 이동한 백혈구를 8% glutaraldehyde로 고정하

고 0.25% crystal violet으로 염색한다. 고배율의 현미경으로 관찰하

여 이동한 백혈구의 수를 계산한다(Migration Index). 

2-2-5. 세포부착단백질의 발현

VCAM(Vascular Cell Adhesion Molecule), ICAM(InterCellular

Adhesion Molecule)와 E-Selectin의 발현은 ELISA를 통해 측정하였

다[11]. 조밀한 단층의 Ea.hy926 세포에 시험할 단백질을 24시간 처

리한 후 10 ng/ml TNF-alpha를 4시간 처리한다. 세포를 PBS로 씻

은 후 1% paraformaldehyde로 15분간 고정시킨다. 각각에 대한 1

차항체(1:50)를 넣어주고 1시간 배양하고 2차항체를 1시간 배양한

다. 그 후 o-phenylenediamine 기질을 넣은 후 흡광도(490 nm)를 측

정한다. 

2-2-6. 통계처리

각 실험은 최소 3번 이상 검정하였고, 실험 결과는 평균 ± 표준

오차로 표시하였고 non-paired Student’s t test로 검정하여 P값이 5%

미만일 때 통계적으로 유의하다고 간주하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. sEPCR의 세포투과성 효과

APC는 세포막의 붕괴를 초래하는 외부의 자극으로부터 보호한

다는 것은 이미 여러 차례 보고되었다[10,11,13,15,21]. APC에 의한

내피세포막의 보호효과에서 sEPCR의 효과를 관찰하였다(Fig. 1A).

결과에서 볼 수 있듯이 APC는 5 nM부터 100 nM의 범위에서 트
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롬빈에 의한 세포막 갈라짐 반응에서 세포막 보호작용은 관찰되었

고, 반면에 500 nM sEPCR과 미리 반응한 APC의 세포막 보호작용

은 모든 범위에서 사라진 것으로 관찰할 수 있었다. PC의 활성부위

인 세린(Ser)을 알라닌(Ala)으로 치환시킨 PC-S195A가 내피세포의

EPCR에 결합시키면 내피세포에서 트롬빈에 의한 염증자극반응을

항염증자극반응으로 바꾸어 준다는 사실도 보고되었다[10,21]. 이와

같은 반응에서 sEPCR이 트롬빈과 PC-S195A에 의한 세포막 보호

효과에서 어떤 효과가 있는지를 관찰하였다(Fig. 1B). 결과에서 볼

수 있듯이 500 nM sEPCR는 APC 또는 트롬빈과 PC-S195A에 의

한 세포막 보호효과를 억제하였다. 이러한 결과는 PC-S195A 혹은

APC가 그들의 기능적인 수용체인 내피세포막의 EPCR에 결합할 수

있는 부위가 이미 sEPCR과 반응 및 결합함으로써 더 이상 내피세

포막의 EPCR에 결합할 수 없기 때문이다. 즉 EPCR 의존적인 APC

또는 트롬빈과 PC-S195A에 의한 세포막 보호효과는 sEPCR에 의

해 더 이상 내피세포막의 EPCR에 결합할 수 없기 때문에 그 효과

는 사라진 것으로 보인다.

3-2. sEPCR의 세포부착성 효과

염증반응에서 중요한 한 가진 반응은 염증반응의 신호를 받은 백

혈구 세포가 혈관 내피세포에 부착하는 것이다[10-13]. APC 혹은

트롬빈과 PC-S195A는 염증반응 조건에서 백혈구가 혈관내피세포

에 부착하는 것을 저해함으로써 항염증 효과가 있다는 것은 이미

보고되었다[10,11]. 본 실험에서는 이와 같은 APC 혹은 트롬빈과

PC-S195A에 의한 백혈구의 내피세포에 대한 부착성 저해효과에 있

어 sEPCR의 효과를 보기 위해 500 nM sEPCR을 APC 혹은 PC-S195A

와 미리 반응한 후 세포부착력을 실험하였다. 결과에서 볼 수 있듯

이 인체의 혈액에서 분리한 백혈구(Fig. 2A) 혹은 백혈구 세포주

(THP-1 cells, Fig. 2B)에서 TNF-alpha에 의한 염증반응조건에서

sEPCR은 APC 혹은 트롬빈과 PC-S195A에 의한 백혈구의 내피세

포에 대한 부착성 저해효과를 억제하였다. 

3-3. sEPCR의 세포이동성 효과

염증반응에 있어 또 다른 중요한 반응은 염증반응신호를 받은 백

혈구가 일단 혈관내피세포에 부착한 다음 염증반응부위로 이동하기

위해 혈관내피세포간의 결합을 뚫고 이동하는 transendothelial migra-

tion(TEM)이다[11]. APC 혹은 트롬빈과 PC-S195A는 염증반응 조

건에서 백혈구의 TEM 효과를 저해한다는 것은 이미 보고되었다[11].

본 실험에서는 이와 같은 APC 혹은 트롬빈과 PC-S195A에 의한 백

혈구의 내피세포에 대한 TEM 저해효과에 있어 sEPCR의 효과를

보기 위해 500 nM sEPCR을 APC 혹은 PC-S195A와 미리 반응한

후 TEM 실험하였다. 결과에서 볼 수 있듯이 TNF-alpha에 의한 염

증반응조건에서 인체의 혈액에서 분리한 백혈구(Fig. 3A) 혹은 백

혈구 세포주(THP-1 cells, Fig. 3B)에서 sEPCR은 APC 혹은 트롬빈

과 PC-S195A에 의한 백혈구의 내피세포에 대한 TEM 저해효과를

억제하였다.

이러한 결과는 sEPCR이 PC-S195A 혹은 APC가 내피세포의

EPCR에 결합할 수 있는 부위에 결합함으로써 더 이상 기능적인 내

Fig. 1. Effect of sEPCR on the barrier protective activities of

APC and Th with PC-S195A. (A) Confluent monolayers

of Ea.hy926 cells were treated with indicated concentra-

tions of APC in either absence (○) or presence (●) of a
saturating concentration of sEPCR (500 nM) for 3 hours

followed by cleavage of monolayer by 5 nM thrombin for
10 min as described under materials and methods. (B)

Ea.hy926 cells were incubated with 80 nM PC, 20 nM

APC, 2 nM thrombin + 80 nM PC-S195A with in the
absence or presence of 500 nM sEPCR for 3 hours before

inducing permeability with 5 nM thrombin for 10 min. *P

<0.05.

Fig. 2. Effect of sEPCR on the inhibition of neutrophil adhesion to
endothelial cells by APC and Th with PC-S195A. (A) TNF-

alpha mediated adherence of primary neutrophil to Ea.hy926

cells was analyzed after treating monolayers with 80 nM
PC, 20 nM APC, 2 nM thrombin + 80 nM PC-S195A with

in the absence or presence of 500 nM sEPCR as described

under materials and methods. (B) the same as (A) except
that cell type is THP-1 cells. *P<0.05.

Fig. 3. Effect of sEPCR on the inhibition of transendothelial migra-
tion by APC and Th with PC-S195A. (A) TNF-alpha medi-

ated migration of primary neutrophil through Ea.hy926

cells was analyzed after treating monolayers with 80 nM
PC, 20 nM APC, 2 nM thrombin + 80 nM PC-S195A with

in the absence or presence of 500 nM sEPCR as described

under materials and methods. (B) the same as (A) except

that cell type is THP-1 cells. *P < 0.05.
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피세포막의 EPCR에 결합할 수 있는 부위는 없기 때문이다. APC-

EPCR-PAR1으로 이어지는 항염증 작용의 기전에서 실질적인 수용

체인 PAR-1이 작동되기 위해서 APC가 EPCR에 결합되어야 하는

데 이 단계에서 APC가 EPCR에 결합할 수 없기 때문에 APC의 항

염증 작용은 더 이상 기능을 발휘하지 못하게 된다.

3-3. sEPCR의 세포부착단백질 발현 효과

염증반응에서 백혈구의 혈관내피세포에 대한 부착력 증가와 TEM의

증가는 TNF-alpha에 의해 VCAM(Vascular Cell Adhesion Molecule),

ICAM(Intercellular Adhesion Molecule) 그리고 E-Selectin 같은 세

포부착단백질(Cell Adhesion Molecule, CAM)의 증가에 기인한다

[11,21]. APC 혹은 트롬빈과 PC-S195A는 염증반응 조건에서 CAM

의 발현을 저해한다는 것은 이미 보고되었다[11,21]. 본 실험에서는

이와 같은 APC 혹은 트롬빈과 PC-S195A에 의한 CAM 발현의 저

해효과에 있어 sEPCR의 효과를 보기 위해 500 nM sEPCR을 APC

혹은 PC-S195A와 미리 반응한 후 CAM 발현을 ELISA를 통해 연

구하였다. 결과에서 볼 수 있듯이 TNF-alpha에 의한 염증반응조건

에서 sEPCR은 APC 혹은 트롬빈과 PC-S195A에 의한 CAM 발현의

저해효과를 억제하였다. 이러한 결과는 PC 혹은 APC가 내피세포

막에 존재하는 기능적인 수용체인 EPCR에 결합한 후 PAR-1에 의

한 항염증 작용에 있어서 sEPCR은 그 첫 단계인 PC 혹은 APC가

EPCR에 결합하는 것을 저해함으로써 APC 혹은 트롬빈과 PC-

S195A의 항염증 작용을 억제하는 것으로 생각된다. 

4. 결 론

본 논문에서는 APC 혹은 트롬빈과 PC-S195A의 조합이 가지는

항염증 작용에 있어서 sEPCR의 역할을 규명하고자 연구를 기술하

였다. sEPCR은 APC의 항염증 작용 즉, (1) 내피세포막 보호작용

(2) 혈관내피세포에 대한 백혈구의 부착력 저해작용 (3) 혈관내피세

포를 관통하는 백혈구의 이동성 저해작용 (4) 세포부착단백질의 발

현을 억제하는 작용 등을 모두 저해한다. 이것은 APC 또는 PC-

S195A이 내피세포막에 있는 그들의 수용체인 EPCR에 결합할 수

있는 부분과 미리 반응하기 때문에 더 이상 내피세포막의 EPCR에

결합할 수 없기 때문이다. 이로 인해 APC-EPCR-PAR1 복합체로 작

용하는 APC의 항염증 작용에 있어 중요한 EPCR이 가용하지 않기

때문에 더 이상 PAR-1을 사용할 수 없게 되기 때문이다. 따라서 이

연구는 APC-EPCR-PAR1 복합체로 이뤄지는 APC의 기전연구와 혈

액 내에 존재하는 수용성 EPCR(sEPCR)을 조절함으로써 패혈증을

포함하는 염증질환을 효과적으로 치료할 수 있는 방법에 있어 많은

방향성을 제시할 것으로 기대한다. 
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