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Abstract

Protein expression patterns of matrix metalloproteinases(MMPs) were examined in mouse

reproductive organs during estrous cycle. Estrous cycle was classified into diestrus,

proestrus, estrus or metestus and MMP expression was analyzed by zymography using

gelatin as a substrate. Uterine fluid(UF) obtained both at diestrus and proestrus exhibited

4 major MMPs including 106kDa, 64kDa, 62kDa and 59kDa gelatinases. However, in

UF at estrus, the gelatinolytic activity of 64kDa MMP disappeared and that of 106kDa

and 62kDa MMPs dramatically decreased. At metestrus, 64kDa MMP activity reappeared

and 106kDa and 62kDa MMP exhibited increased activities such that the band intensity

of 106kDa was comparable to that in UF at diestrus. Gelatinolytic activity of 59kDa

MMP was not changed throughout the cycle. Both ovarian and oviductal tissue

homogenate revealed 4 MMPs which corresponded to the 4 MMPs of UF. However,

unlike UF MMPs, gelatinolytic activity of these MMPs did not show distinct changes

throughout the cycle. Either an inhibitor of MMP, 1,10-phenanthroline, or a metal

chelator, EDTA, abolished the appearance of the above MMP activities in gelatinated

gel whereas a serine proteinase inhibitor, phenylmethylsulfonyl fluoride failed to inhibit

the appearance of MMP activities, proving that gelatinolytic activity of the above

reproductive tissues were due to the enzymatic activity of MMP. When gelatinolytic

activity of mouse serum was examined, it revealed 5 MMPs(131kDa, 106kDa, 89kDa,

64kDa and 62kDa bands) and one gelatinase(84kDa) band.

From these results, it is concluded that the protein expression of MMPs of mouse

reproductive organs, particularly uterus, is temporally regulated during estrous cycle and

uterine 106kDa, 64kDa and 62kDa MMPs are suggested to play an important role in

cyclic tissue remodeling of mouse uterus.

본 연구는 1997년도 보건의료기술 연구개발사업의 지원(HMP-97-M-1-0006)과 1996년

도 교육부 기초과학육성연구비(BSRI-96-4437)의 보조로 이루어졌음 .
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서 론

성숙한 포유류 암컷의 난소 내 난포는 난자(oocyte)와 난포세포(granulosa cell) 및 난

포액으로 이루어져 있으며 각각의 난포는 기저막(basement membrane)을 경계로 하

여 thecal cell 등이 포함된 결합조직으로 둘러싸여 있다 . 그러나 난포와 결합조직간

의 3차원적 구조는 호르몬에 의해 조절되는 생식주기에 따라 변화를 일으킨다 . 즉

FSH 및 LH 호르몬의 자극을 받은 난포 내 난자의 배란 시에 기저막(basement

membrane)을 포함한 결합조직의 일부가 용해되어 그 틈으로 난자와 일부 난포세포

가 배란되고 또한 배란 후의 난포는 난포액으로 채워져 있던 공간이 사라지고 대신

에 난포세포들이 치밀한 형태로 재배열한 구조인 황체가 되었다가 결국에는 난포세

포의 섬유화에 따른 백체 구조로 탈바꿈하게 된다(Greenwald & Roy, 1994). 한편 수

란관과 자궁은 내부공간을 구성하는 한 층의 내막상피세포가 기저막을 경계로 하여

다층의 결합조직인 stroma 층과 연접해 있는데 자궁의 내막 및 결합조직은 생식주

기와 임신에 따라 스테로이드 호르몬에 의해 탈락과 재생, 분화를 반복하는 등 현

저한 구조변화를 일으키며 이는 사람의 경우 매우 잘 알려져 있다(Tabibzadeh,

1996). 또한 수란관의 내막상피세포도 생식주기 및 임신기간에 따라 세포의 종류와

형태에서 변화가 일어나는 것으로 알려져 있다(Murray, 1996: Shirley & Reeder,

1996).

생체 내 대부분의 결합조직은 세포외기질(extracellular matrix, ECM), 혈관, 림프관,

fibroblast, macrophage 등으로 구성되어 있으며 이 중 ECM은 결합조직의 종류에 따

라 다양한 형태의 collagen, elastin과 같은 섬유성 단백질과 fibronectin, laminin과 같

은 당단백질 그리고 proteoglycan 등으로 이루어져 있다 . ECM은 결합조직의 주요 구

성물로써 기관과 세포의 3차원적 구조를 결정할 뿐만 아니라 생체내의 각종 growth

factor들의 신호전달에도 관여함으로써 세포의 증식, 분화, 자연세포사(apoptosis) 등

여러 대사과정에서 중요한 역할을 한다(Adams & Watt, 1993; Hay, 1993).

한편 ECM은 주로 matrix metalloproteinase(MMP), plasmin 및 polymorphonuclear

leukocyte serine proteinase 등에 의해 분해되며 때로는 phagocytic reaction에 의해서도

분해된다(Birkedal-Hansen et al., 1993). 이 중 MMP에는 현재까지 13종의 분비성

MMP와 4종의 membrane-type MMP(MT-MMP)가 있는 것으로 알려져 있는데 이들은

기본적으로 pre, pro, catalytic, hinge, haemopexin 등의 domain으로 이루어지며 종류에
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따라 furin, fibronectin-like, collagen-like, transmembrane domain 등이 결합되어 있는,

서로간의 구조가 매우 유사한 family이다 . 분비성 MMP는 기질 특이성에 따라

matrilysin, collagenase, metalloelastase, stromelysin 그리고 gelatinase 등으로 구분되나

대부분이 하나 이상의 다양한 물질을 기질로 삼는다 . MMP는 세포내에서 불활성의

proenzyme이나 zymogen 형태로 합성되지만 세포 밖으로 분비된 후 스스로 혹은 조

직내의 trypsin이나 plasmin과 같은 효소에 의해서 active form이 된다 . 또한 중성 pH

에서 아연과 칼슘이온에 의해 활성을 나타내고 체내에서는 여러 종류의 TIMP(tissue

inhibitor of metalloproteinase) 등에 의해 활성이 조절되는 것으로 알려져 있다 . 또한

체외에서는 organomercurial 등에 의해서도 active form으로 전환되며 EDTA 등의 2가

이온 chelator에 의해 활성이 억제된다(Stricklin et al., 1983; Emonard & Grimaud,

1990).

MMP는 사람을 비롯한 여러 포유동물의 다양한 조직세포에서 발견이 되며 근래에

는 자궁, 난소, 유선 등 생식과 관련한 조직세포를 대상으로 하여 이들 조직세포의

발생, 분화, 자연사(apoptosis) 등과 관련된 생리학적 기능 연구에 많은 관심이 기울

여지고 있다(Hulboy et al., 1997). 그러나 포유동물의 생식과 관련한 MMP 연구의

대부분은 각각의 조직세포에서의 MMP 유전자 발현 양상을 조사한 것들로써 이들

유전자들이 궁극적으로 단백질 효소의 형태로 발현이 되는 지의 여부는 거의 밝혀

지지 않고 있다 . 따라서 본 연구에서는 포유동물 생식기관의 생식주기에 따른

remodeling과 관련한 MMP의 생리적 기능을 알아보기 위하여 gelatin을 기질로 하는

zymography방법과 생쥐의 자궁내액과 난소 및 수란관 조직추출액을 재료로 하여 생

쥐의 생식주기에 따른 생식기관에서의 MMP 단백질의 발현 양상을 조사하였다 .
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재 료 및 방 법

생 쥐의 생식주기

본 실험에 사용한 실험동물은 서울대학교 실험동물 사육실에서 사육된 ICR 계통의

암컷 생쥐로 생후 8주 이상 된 생식 능력이 있는 것들을 사용하였다. 생쥐의 생식

주기는 vaginal smear방법을 이용해 Rugh(1990)의 방법에 따라 diestrus, proestrus,

estrus, metestrus 4시기로 구분하였다(Fig. 1).

생 쥐의 자궁내액과 난 소 및 수란관의 조직추 출액의 준비

생후 8주 이상 된 생쥐 암컷의 발정주기를 vaginal smear로 확인한 후 경추파열로

도살하고 자궁, 난소 및 수란관을 각각 꺼내어 Ca2+ -free phosphate buffered

saline(PBS, Gibco)으로 깨끗이 씻었다 . 그런 후 자궁내액은 다음과 같이 준비하였다 .

먼저 멸균된 여과지로 자궁조직의 혈액을 제거하고 생쥐 한 마리 당 25μl의 PBS를

첨가하여 플라스틱 배양접시(# 3002, Falcon)에 drop을 만든 후 forcep으로 자궁을 짜

서 자궁내액과 내벽상피세포가 흘러나오게 했다 . 이때 흘러나온 내용물들을 10,000g

에서 30분 동안 원심분리한 후 상등액을 취하여 이를 자궁내액으로 사용하였다 . 난

소 및 수란관의 조직추출액은 조직 한 개당 12.5μl의 PBS를 첨가해 homogenization

을 한 후 10,000g에서 30분 원심분리하고 이로부터 상등액을 취하여 사용하였다 .

MMP 효소의 Zymography

Matrix metalloproteinase의 발현 양상은 gelatin을 기질로 하는 zymography(Herron et

al., 1986) 방법으로 조사하였다. 먼저 자궁내액 혹은 조직추출액을 전기영동용

sample buffer(10% SDS, 4% sucrose, 0.25M Tris-HCl, (pH 6.8), 0.1% bromophenol

blue)와 1:1로 섞은 후 10μl의 sample을 Laemmli의 방법에 따라 9%의 polyacrylamide

농도로 전기영동을 시행하였다 . 이때 resolving gel에는 0.1%의 gelatin을 첨가해 사용
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하였다 . 단백질의 전개는 10cm X 8cm의 소형 전기영동기구(Hoefer mini gel, USA)

로 행하였다 . 전기영동이 끝난 gel은 50mM Tris-HCl(pH 8.0), 2.5% Triton X-100가

들어있는detergent solution으로 30분간 두 차례 세척하였다. 그런 후, 50mM

Tris-HCl(pH 8.0), 5mM CaCl2 , 0.02% NaN3으로 구성된 substrate buffer를 처리하고 37

℃에서 24시간동안 활성화시켰다 . 활성화가 끝난 gel은 염색액(0.5% Coomassie

brilliant blue R-250, 10% acetic acid, 30% isopropyl alcohol)으로 30분 동안 염색한 후

상온에서 증류수로 5시간 이상 탈색시켰다 . 이때 gel에 나타나는 투명한 부분을

MMP 효소의 활성이 나타난 부분으로 간주하였다. 대조군으로는 collagenase를 사용

하였다 .

MMP 효소의 inhibitor의 처 리

MMP의 inhibitor로는 1,10-phenanthroline(Brannstrom et al., 1988)과 2가 이온 chelator

인 ethylenediamine tetraacetic acid(EDTA)를 사용하였고(Bischof et al., 1991) 이들은

각각 dimethyl sulfoxide(DMSO) 혹은 증류수에 녹여 50mM stock solution을 만들어 4

℃에 보관하였다. Substrate buffer에 첨가할 때에는 최종 농도가 5mM이 되도록 하였

다 .

Serine proteinase inhibitor인 phenylmethylsulfonyl fluoride(PMSF)는 DMSO에 녹여

500mM stock solution을 만들어 4℃에 보관하였고, 사용시에는 최종농도가 5mM이

되도록 substrate buffer에 첨가하였다 .

단 백질 정량

시료 내 단백질의 정량은 bovine serum albumin을 표준 단백질로 하여 bicinchoninic

acid(BCA)를 이용한 protein assay reagent(Pierce, USA)로 측정하였다(Smith et al.,

1985).
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실 험기구 및 시약의 준비

본 실험에 사용된 시약들은 특별히 언급한 경우 이외에는 Sigma(USA)에서 구입한

것을 사용하였다 . 실험에 사용된 기구들은 150℃에서 15Ibs로 15분간 고압 멸균하여

사용하였다 .
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결 과

1. 생식주기에 따 른 생쥐 자궁내액의 gelatinase의 발현 양상

생식주기에 따른 생쥐 자궁조직 MMP의 발현양상을 알아보기 위해 각 주기에 따른

자궁내액 시료의 MMP 효소의 활성 여부를 gelatin을 기질로 하는 zymography 방법

으로 조사하였다. 대조군으로는 0.05μg의 collagenase를 사용하였으며 전기영동을

위한 각 시료의 단백질 양은 주기에 관계없이 28μg으로 동일하게 했다.

Zymography 결과 diestrus 시기 및 proestrus 시기의 자궁내액 시료에서는 106kDa,

64kDa, 62kDa, 59kDa 등의 분자량을 갖는 4개의 주요 gelatinase band가 나타났고 이

중 62kDa gelatinase가 다른 gelatinase에 비해 상대적으로 가장 높은 gelatinase 활성

을 나타내었다 . 그러나 estrus 시기의 자궁내액에서는 106kDa gelatinase와 62kDa

gelatinase의 활성이 현저히 감소하였고 64kDa gelatinase의 활성은 거의 나타나지 않

았다 . 59kDa gelatinase의 활성은 변화가 없었다 . metestrus 시기의 자궁내액에서는

106kDa gelatinase의 활성이 diestrus 시기와 유사하게 나타났고 64kDa gelatinase와

62kDa gelatinase의 활성도 diestrus 시기보다는 약하지만 상당히 있는 것으로 나타났

다 . 59kDa gelatinase의 활성은 생식주기에 상관없이 항상 일정하게 나타났다(Fig. 2).

2. 생식주기에 따 른 생쥐 난소와 수란관 조 직추출액의 gelatinase의 발현 양상

각 주기별로 난소 조직추출액으로부터 시료를 채취하여 각 단백질의 양을 13.5μg

으로 동일하게 한 후 zymography를 시행하였다 . 그 결과 난소 조직추출액에서도 자

궁내액과 유사하게 106kDa, 64kDa, 62kDa 및 59kDa 등 4종류의 gelatinase 활성을

갖는 단백질들이 나타났으며 이 중 62kDa 단백질이 가장 높은 gelatinase 활성을 나

타내었다 . 그러나 생식주기에 따른 각각의 gelatinase 단백질들의 활성변화는 관찰되

지 않았다(Fig. 3).

또한 각 주기에 따른 난소 조직추출액 시료의 총 단백질 양을 7μg으로 동일하게

한 후 zymography를 시행한 결과 자궁내액이나 난소의 경우와 유사하게 106kDa,

64kDa, 62kDa 및 59kDa의 4종류의 gelatinase 활성을 갖는 단백질들이 관찰되었다 .

이들 중 62kDa gelatinase 단백질이 비교적 높은 활성을 나타내었고 59kDa는 매우
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약한 활성을 나타내었다 . 이들 gelatinase들의 활성은 생식주기에 상관없이 거의 변

화가 일어나지 않는 것으로 나타났다(Fig. 4).

3. 생쥐 생식기관 의 gelatinase와 혈청 gelatinase의 비교

생쥐의 생식기관에서 얻은 시료 단백질내의 MMP와 혈청내의 MMP와의 유사성을

알아보기 위하여 생쥐의 혈청을 채취하여 zymography로 분석하였다(Fig. 5). 그 결과

혈청 내에는 생식기관의 조직에서 발견된 gelatinase들과 분자량이 유사한 106kDa,

64kDa, 62kDa 등 3개의 gelatinase 단백질들이 발견되었으며 또한 이들의 상대적인

활성도 생식기관과 유사하게 62kDa 단백질이 가장 높은 gelatinase 활성을 나타내었

다 . 이외에도 혈청에서는 131kDa, 89kDa, 84kDa의 3개의 또다른 단백질들이

gelatinase 활성을 나타내었으며, 이들 중에서는 84kDa gelatinase 단백질이 가장 높은

활성을 나타내었다 .

4. 1,10-phenanthroline, EDTA, PM SF의 처리가 gelatinase의 활성에 미 치는 영향

생쥐의 각 조직에서 gelatinase 활성을 나타낸 단백질들이 MMP인지의 여부를 알아

보기 위하여 MMP의 specific inhibitor로 잘 알려진 1,10-phenanthroline을 substrate

buffer에 처리한 후 zymography를 시행한 결과 Fig. 6에서 보는 바와 같이 자궁내액,

난소 조직추출액, 수란관 조직추출액 등 생식기관 조직의 모든 gelatinase들의 활성

이 억제되었다 . 그러나 혈청의 경우 대부분의 gelatinase 들의 활성이 phenanthroline

에 의해서 억제되었으나 84kDa gelatinase 단백질은 여전히 강한 활성을 나타내었다 .

또한 metal chelator인 EDTA를 substrate buffer에 처리한 경우에도 1,10-phenanthroline

을 처리한 경우와 마찬가지로 혈청의 84kDa 단백질을 제외한 모든 gelatinase들의 활

성이 나타나지 않았다(Fig. 7). 그러나 serine proteinase의 inhibitor인 PMSF를 처리한

결과 모든 gelatinase들의 활성은 거의 영향을 받지 않고 여전히 관찰되었다(Fig. 8).
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고 찰

본 연구의 결과 생쥐의 자궁내액, 난소 조직 및 수란관 조직에는 106kDa, 64kDa,

62kDa, 59kDa 등의 분자량을 갖는 4종류의 MMP가 공통적으로 발견되었다 . 이들

중 62kDa의 MMP가 다른 MMP에 비해 상대적으로 높은 활성을 나타내었으며, 특히

자궁내액의 경우 106kDa, 64kDa 및 62kDa MMP는 diestrus시기에 강한 활성을 나타

내었으나 estrus 및 metestrus 시기에는 그 활성이 현저히 감소하였다 . 이런 결과로

미루어 생쥐 자궁조직의 MMP는 생식주기에 따른 조직 세포의 분해와 직접적인 관

련이 있는 것으로 여겨지며 특히 106kDa와 64kDa, 그리고 62kDa MMP가 중요한 역

할을 하는 것으로 사료된다 .

일반적으로 gelatinase 활성을 나타내는 효소는 종류가 매우 많으며 대부분의 단백질

가수분해 효소들은 gelatinase 활성을 나타낸다 . 그러나 본 연구의 gelatin zymography

실험 결과 나타난 gelatinase들의 활성은 혈청의 84kDa gelatinase를 제외하고는 MMP

효소의 gelatinase 활성에 의한 것으로 사료된다 . 이러한 사실은 MMP의 억제제인

1,10-phenanthroline(Brannstrom et al., 1988)이나 metal chelator인 EDTA의 처리에 의해

gelatinase 활성이 억제되고, 대신에 serine proteinase 억제제인 PMSF를 처리한 경우

에는 gelatinase 활성이 전혀 영향을 받지 않는 것(Seltzer et al., 1977; Curry et al.,

1992)으로 보아 알 수 있다. 또한 생쥐 생식기관 조직의 MMP를 혈액내의 MMP와

비교 조사한 결과 혈액 내에서는 131kDa, 106kDa, 89kDa, 84kDa, 64kDa, 62kDa등 6

종류의 MMP가 나타나는데 비해 자궁내액, 난소 및 수란관 조직추출액에서는

106kDa, 64kDa, 62kDa 등 3종류의 MMP가 혈청의 MMP와 유사한 것으로 나타났고

대신 혈청에서는 나타나지 않는 59kDa MMP가 생식기관 조직에서 관찰되었다 . 이

러한 결과로 미루어 보 때 생쥐의 생식기관 조직에서 발현되는 MMP들은 모두가

각각의 조직세포에서 발현된 것으로 여겨지나 일부 MMP가 혈액으로부터 선택적으

로 유입되었을 가능성도 있다 .

생식주기에 따른 포유류 자궁의 MMP의 mRNA 발현 양상을 조사한 결과에 의하면,

proliferative phase에는 MMP-2, -7, -11 등이, secretory phase에는 MMP-2가 그리고

menstrual phase일 때는 MMP-1, -2, -3, -7, -9, -10, -11 등이 발현된다(Osteen et al.,

1994; Rodgers et al., 1994; Jeziorska et al., 1996). 이 중 MMP-2는 생식주기에 상관

없이 항상 일정하게 발현되는데 생쥐를 재료로 한 본 실험에서 자궁내액의 59kDa
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MMP도 항상 일정하게 발현되는 것으로 미루어 59kDa MMP는 생쥐의 MMP-2 즉

gelatinase A인 것으로 여겨진다 . MMP-2는 latent form의 분자량이 72kDa이지만

zymography를 시행할 경우 sodium dodecyl sulfate(SDS)에 의해 활성화되어 분자량이

66 ~ 58kDa으로 나타나게 된다(Martelli et al., 1993). 106kDa, 64kDa 및 62kDa는

estrus 시기에 활성이 현저히 감소되고 diestrus 시기에 가장 높은 활성을 나타내는

등 사람의 MMP-9와 유사한 점으로 미루어 생쥐의 MMP-9의 latent form 및 active

form일 가능성이 높다 . 흰쥐의 MMP-9는 zymogram에서 latent form이 97kDa로 그리

고 active form이 63 ~ 62kDa로 나타난다(Tsang et al., 1995). 일반적으로 proliferative

phase 혹은 proestrus 시기는 자궁 내막세포들의 부피가 증가하고 세포 수가 늘어나

며 세포 사이에 extracellular matrix가 축적되는 시기이므로(Farrar & Carson, 1992) 조

직세포의 proteolytic degradation을 위한 MMP의 발현을 필요로 하지 않는다. 이같은

양상은 secretory phase 때에도 마찬가지이다. 그러나 menstrual phase 혹은 diestrus 시

기의 자궁 내막세포들은 스테로이드 호르몬의 농도 저하로 인해 조직세포의 탈락현

상이 나타나는데 이를 위해서는 세포간의 3차원적인 구조를 지지해주는 ECM 성분

의 분해가 반드시 요구된다 . 이와 관련하여 포유류 자궁조직의 stromal cell의

MMP-7은 progesterone에 의해서 발현이 억제되는데 이는 progesterone에 의해 TGF-

β의 합성이 증가하고 이에 의해 MMP-7의 발현이 억제되기 때문이다(Bruner et al.,

1995). 이외에도 progesterone은 체외배양된 stromal cell의 TIMP-1(Mann et al., 1991)

의 mRNA 농도를 감소시키는 것이 보고된 바 있다 .

한편 배란전의 흰쥐의 난소 조직추출액에서는 MMP-2로 추정되는 72kDa gelatinase

를 포함하여 4개의 gelatinase 단백질이 나타나며 이들의 활성은 배란이 가까워질수

록 증가한다(Curry et al., 1992). 또한 체외에서 배양된 소의 황체세포는 MMP-2와

MMP-9를 합성 분비하는데 이들의 분비 양상은 LH의 영향을 받지 않는다(Tsang et

al., 1995). 본 연구의 결과 생쥐의 난소에서도 106kDa, 64kDa, 62kDa 및 59kDa의 4

MMP가 발견이 되었는데 전술한 바와 같이 이들은 MMP-2와 MMP-9인 것으로 추

정된다 . 특히 이들은 생식주기와 상관없이 일정한 활성을 나타내었는데 이러한 양

상은 흰쥐와 소의 황체세포에서 보고된 바와 거의 일치한다 . 이같은 결과들로 미루

어 볼 때 포유류 난소의 전반적인 MMP의 활성은 생식주기에 상관없이 항상 일정

하게 유지되는 것으로 보인다 . 그럼에도 불구하고 생화학적인 측정결과에 의하면

포유류 난소의 전체 MMP의 활성은 preovulatory 시기에 증가하는 것으로 알려져 있
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다(Puistola et al., 1986; Curry et al., 1992). 따라서 이는 배란이 예정된 난포에서 국

부적으로 specific MMP, 예를 들어 collagenase 등의 활성이 선택적으로 증가함

(Murdoch & McCormic, 1992; Tadakuma et al., 1993)에 따른 것으로 이때의 MMP는

난포벽의 일부분에서 proteolysis를 일으켜 stigma를 형성함으로써 이 부위에서 난자

가 배란되도록 하는 것으로 여겨진다 . 이같은 가설은 흰쥐에 MMP의 억제제를 투여

하면 배란이 억제되는 사실(Brannstrom et al., 1988; Butler et al., 1991)로 뒷받침된

다 .

한편 생쥐를 재료로 한 본 연구의 결과, 처음으로 수란관에서도 MMP 단백질들이

발현되는 것이 관찰되었다 . 이들 수란관 MMP는 diestrus 시기의 자궁이나 난소의

MMP와 같은 종류로서 활성도 난소와 마찬가지로 생식주기에 상관없이 항상 일정

하게 나타났다 . 자궁이나 난소와는 달리 수란관은 상대적으로 생식주기에 따른 현

저한 구조적 변화를 일으키지 않으며 구조변화가 현저한 난소에서도 MMP는 국부

적으로 발현 양상이 조절된다는 점으로 미루어 볼 때, 수란관의 MMP도 국부적인

구조적 변화(Murray, 1996; Shirley & Reeder, 1996)와 관련될 가능성이 있으며 이는

앞으로 연구되어야 할 과제이다 .

결론적으로 자궁내액에는 106kDa, 64kDa 62kDa, 59kDa 등의 분자량을 지닌

gelatinase 활성을 나타내는 MMP가 존재하고 이들은 생식주기에 따라 활성에 변화

를 나타내었다 . 즉 diestrus 및 proestrus 시기에는 강한 활성을 나타내나 estrus 및

metestrus 시기에는 약한 활성을 보였다. 이로 미루어 생쥐의 자궁내액의 MMP는 생

식주기에 따른 자궁조직의 remodeling 에 중요한 역할을 할 것으로 여겨진다 . 난소

및 수란관 조직추출액에서도 자궁내액과 마찬가지로 gelatinase 활성을 나타내는 4종

류의 MMP가 존재하나 생식주기에 따른 변화는 없었다 .
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결 론

생식주기동안의 자성 생쥐 생식기관에서 나타나는 matrix metalloproteinase(MMP)의

단백질 발현 양상을 조사하였다 . 생식주기는 diestrus, proestrus, estrus, metestrus로 나

누었고 자성 생쥐로부터 자궁내액, 난소 조직추출액, 수란관 조직추출액을 얻어 실

험에 사용하였다. MMP 단백질의 발현 양상은 gelatin을 기질로 하는 zymography를

이용한 방법으로 분석하였다 .

diestrus와 proestrus 시기의 자궁내액에서는 106kDa, 64kDa, 62kDa 및 59kDa MMP

등 4종류의 MMP가 나타나는 반면 estrus 시기에는 106kDa와 62kDa MMP의 활성이

현저히 감소하였고 64kDa의 활성은 전혀 나타나지 않았다. 그러나 metestrus 시기에

는 106kDa MMP의 활성이 diestrus 시기와 유사한 정도로 높게 나타났으며 64kDa과

62kDa MMP의 활성도 diestrus 시기보다는 낮으나 상당히 나타났다. 59kDa MMP의

활성은 생식주기와 상관없이 일정한 활성을 나타내었다 . 난소 조직추출액에서도

diestrus 시기의 자궁내액과 같은 4종류의 MMP가 나타나나 난소 조직추출액의

MMP의 활성은 생식주기에 따른 현저한 변화를 나타나지 않았다 . 또한 수란관 조직

추출액에서도 난소와 마찬가지로 4종류의 MMP가 관찰이 되었으며 이들 MMP는

생식주기에 따른 변화를 보여주지 않았다 . 한편 혈청에서는 131kDa, 106kDa, 89kDa,

84kDa, 64kDa, 62kDa등의 gelatinase 활성이 나타났는데 이 중 84kDa는 MMP가 아닌

것으로 판명되었다 . Zymography 결과 나타난 gelatinase들이 MMP인지를 알아보기

위해서 MMP inhibitor인 1,10-phenanthroline과 metal chelator인 EDTA를 처리해 본 결

과 단백질들의 gelatinase 활성이 억제되었으나 serine proteinase의 inhibitor인

phenylmethylsulfonyl fluoride에 의해서는 gelatinase 활성이 억제되지 않았다 ..

위 결과로 미루어 생쥐 각 생식기관의 MMP는 생식 활동과 관련하여 중요한 역할

을 수행하는 것으로 여겨지며 특히 자궁의 경우 106kDa, 64kDa 그리고 62kDa MMP

는 생식주기에 따른 자궁조직세포의 분해와 직접적으로 관련이 있는 것으로 여겨진

다 .
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Figure Legends

Fig. 1. Photomicrographs of smeared mouse vaginal cells . A, cells consisting of only

leukocytes(an arrow) indicating the donor animal being at diestrus stage ; B,

cells consisting of many leukocytes and some elongated epithelial cells indicating

proestrus stage; C, large cornified epithelial cells(an arrowhead) indicating estrus

; D, cells consisting of approximately equal numbers of leukocytes and large

folded epithelial cells indicating metestrus.

Fig. 2. Gelatinolytic activities of m ouse uterine fluid(UF) obtained at each estrus

stage . Lane 1, high range MW marker ; 2, collagenase(0.05μg) ; 3, UF at

diestrus ; 4, UF at proestrus ; 5, UF at estrus ; 6, UF at metestrus. Total 28.0

μg of each UF protein sample was loaded into each lane. Molecular

markers(kDa) are shown on the left and gelatinase bands are indicated by

molecular weights(kDa) on the right .

Fig. 3. Gelatinolytic activities of mouse ovarian tissue hom ogenate obtained at each

estrus stage . Lane 1, high range MW marker ; 2, collagenase(0.05μg) ; 3,

Ovarian tissues at diestrus ; 4, Ovarian tissues at proestrus ; 5, Ovarian tissues

at estrus ; 6, Ovarian tissues at metestrus. Total 13.5μg of each ovarian tissue

protein was loaded into each lane.

Fig. 4. Gelatinolytic activities of mouse oviductal tissue homogenate obtained at

each estrus stage. Lane 1, high range MW marker ; 2, collagenase(0.05μg) ;

3, Oviductal tissue sample at diestrus ; 4, Oviductal tissue sample at proestrus ;

5, Oviductal tissue sample at estrus ; 6, Oviductal tissue sample at metestrus.

Total 7.0μg of each oviductal protein sample was loaded into each lane.

Fig. 5. Gelatinolytic activities of mouse uterine fluid, ovarian tissue homogenate,
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oviductal tissue homogenate and serum at diestrus. Lane 1, high range MW

marker ; 2, diestrus uterine fluid(28.0μg) ; 3, diestrus ovarian tissue

homogenate(13.5μg) ; 4, diestrus oviductal tissue homogenate(7.0μg) ; 5,

diestrus serum(125.0μg).

Fig. 6. Effect of 1, 10-phenanthroline on gelatinolytic activities of uterine fluid,

ovarian tissue homogenate, oviductal tissue homogenate and serum at

diestrus. Lane 1, high range MW marker ; 2, collagenase(0.05μg) ; 3, diestrus

uterine fluid(28.0μg) ; 4, diestrus ovarian tissue homogenate(13.5μg) ; 5,

diestrus oviductal tissue homogenate(7.0μg) ; 6, diestrus serum(125.0μg).

Fig. 7. Effect of EDTA on gelatinolytic activities of uterine fluid, ovarian tissue

homogenate, oviductal tissue homogenate and serum at diestrus. Lane 1, high

range MW marker ; 2, collagenase(0.05μg) ; 3, diestrus uterine fluid(28.0μg) ;

4, diestrus ovarian tissue homogenate(13.5μg) ; 5, diestrus oviductal tissue

homogenate(7.0μg) ; 6, diestrus serum(125.0μg).

Fig. 8. Effect of PMSF on gelatinolytic activities of uterine fluid, ovarian tissue

homogenate, oviductal tissue homogenate and serum at diestrus. Lane 1, high

range MW marker ; 2, collagenase(0.05μg) ; 3, diestrus uterine fluid(28.0μg) ;

4, diestrus ovarian tissue homogenate(13.5 μg) ; 5, diestrus oviductal tissue

homogenate(7.0μg) ; 6, diestrus serum(125.0μg).
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