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Background : Matrix metalloproteinase (MMP)-1 and 3 are the most important degradating
enzymes of the chondroid matrix. Chondrocytes may undergo apoptosis under various stim-
uli including nitric oxide (NO). We studied the expression rate and zone of MMP-1, MMP-3,
nitrotyrosine, a marker of NO release, and apoptosis in the articular cartilage of human
osteoarthritis. Methods : To investigate the role of nitrotyrosine and apoptosis in the degra-
dation of the chondroid matrix in human osteoarthritis, immunohistochemistry was done for
MMP-1, MMP-3, and nitrotyrosine; and the terminal deoxynucleotidyl transferase mediated
nick end labeling (TUNEL) method was performed for apoptosis using a total of 93 articular
cartilages from 12 femoral heads and 17 knees obtained from total joint arthroplasty and 7
normal articular cartilages. Results : In the normal control group, the expression rates for
MMP-1, MMP-3, nitrotyrosine, and apoptosis were very low; and their expression zones
were confined to the superficial layer of the articular cartilage. Their expression rates were
low in the early stage of osteoarthritis and were moderate to high in the late stage (p<0.05).
Their expression zones were confined to the superficial layer of the articular cartilage in the
early stage of osteoarthritis and were expressed throughout the whole layer in the late stage
and those of MMP-3 and nitrotyrosine were statistically significant (p<0.05). Their expression
rates and zones were significantly correlated with the grade of osteoarthritis (p<0.05). Con-
clusion : The expression rate and zone of apoptosis and nitrotyrosine correlated well with
those of MMP-1 and MMP-3. Therefore, NO and apoptosis may be related to the progres-
sion of human osteoarthritis. 
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인체 골관절염의 관절연골에서 Matrix Metalloproteinase

(MMP)-1, MMP-3, Nitrotyrosine 발현과 세포자멸사

서 론

골관절염은 가장 흔한 관절염으로 일반인에게서 60대나 70대

가 되면 약 60% 이상에서 이환된다.1 골관절염은 일차성 골관

절염과 이차성 골관절염으로 나눌 수 있는데 이차성 골관절염은

크게 관절 손상, 연골기질의 이상, 연골하골의 변형 등에 의해

유발되는 것으로 분류할 수 있다. 그러나 아직까지 일차성 골관

절염의 정확한 원인 및 병인에 대해서는 알려져 있지 않다. 골

관절염에서 초래되는 관절연골의 가장 기본적인 변화는 연골세

포의 대사 이상으로 인해 연골기질의 생성과 분해 사이의 균형

이 깨어져서 형성 장애를 초래하는 것이다.2

관절연골은 골 표면을 덮고 있으면서 관절이 움직일 때 골이

서로 맞닿아 생길 수 있는 마찰을 줄여 준다. 관절연골은 세포

성분으로 연골세포가 있으나 극소수이고 거의 대부분(98-99%)

은 연골기질로 이루어져 있다. 연골기질의 주성분은 제II형 교원

질, 단백다당(proteoglycan), 물, 기타 단백, 당단백 등으로 구
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성되어 있다.2 골관절염에서는 이러한 성분들이 여러 가지 원인

에 의해 분해되는데, 그 중에는 matrix metalloproteinase

(MMP), tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP),

plasmin activator 및 plasmin activator inhibitor 계, cathep-

sin B 및 D 등 여러 가지 효소가 관여하는 것으로 알려져 있다.

MMP에는 여러 종류가 있으나 이 중 주된 작용을 하는 것이

MMP-1 (collagenase)과 MMP-3 (stromelysin)이며 MMP

에 억제 작용을 하는 것이 TIMP이다. MMP와 그 억제제인

TIMP는 교원질 및 단백다당과 같은 세포외기질 성분을 분해시

키는 아연 의존성 효소로서 골관절염의 병인에 중요한 역할을

한다.2 최근의 연구 보고에 따르면 관절염의 연골 추출물을 이용

한 실험에서 정상에 비해 관절염의 경우 MMP 농도 및 TIMP

농도가 모두 증가하였으나, TIMP의 농도에 비해 MMP의 농

도가 훨씬 높게 증가하여 상대적인 MMP의 과다생성이 골관절

염에서의 연골분해와 관련이 있다고 한다.3-5

Blanco 등6은 부검 시 얻은 연골세포 배양액에서 nitric oxide

(NO)에 노출시켰을 때 세포자멸사(apoptosis)가 초래되었음을

관찰하였으며, Hashimoto 등7은 인체 슬관절 관절연골세포의

배양액에서 Fas 항체로 처리한 후 세포자멸사가 일어나는 것을

유세포측정기와 전자현미경으로 확인하였다. Farrell 등8은 골관

절염과 류마토이드 관절염 환자의 활액 내에서 고농도의 NO를

검출하였으며, Amin 등9,10은 골관절염 시 연골은 특정한 자극

이 없어도 자연적으로 NO를 생성할 수 있다고 하였다. 이와 같

은 NO는 활막에서도 생성되지만 주된 기원은 연골세포이다.11,12

NO는 골관절염 연골세포 배양액 내에서 연골세포의 교원질

과 단백다당의 합성을 억제시키고 세포자멸사를 증가시킨다고

하였으며,10 인체13와 실험동물13-15로부터 얻은 연골조직에서는

NO의 농도에 비례하여 MMP 생성을 촉진하였다고 하였다. 그

러나 NO는 반감기가 몇 초밖에 되지 않으므로 인체 내에서 불

안정하여 검출이 용이하지 않으나, nitrotyrosine이라는 안정된

대사물로 변환되어 쉽게 검출할 수 있기 때문에 이를 NO와 과

산화물 라디칼의 표지자로 이용할 수 있다.16

Hashimoto 등17은 토끼의 전십자인대를 절단하여 유발시킨

골관절염에서 NO 생성의 표지자인 nitrotyrosine 발현 정도와

세포자멸사가 관련 있음을 밝혔다. 그러므로 골관절염에서 연골

기질 분해와 직접적으로 관련 있는 MMP 생성의 변화를 NO

및 세포자멸사의 변화와 비교하여 본다면, 골관절염에서의 NO

와 세포자멸사의 역할을 간접적으로 추정할 수 있으리라 생각한

다. 최근 세포자멸사 및 NO에 대한 연구가 활발히 이루어지고

있으나 대부분의 연구가 동물실험 또는 연골세포배양을 이용한

연구이며, 인체의 골관절염 관절연골 조직에서 세포사멸사 및

NO 발현을 관찰한 연구는 없다. 또한 인체의 골관절염 관절연

골을 이용하여 MMP18,19 또는 TIMP18의 변화를 관절연골의 층

에 따라 조사한 연구는 있으나 MMP의 변화와 세포자멸사 및

NO 변화와의 상관성을 조사한 연구는 없다.

따라서 본 연구자는 인체의 골관절염의 관절연골에서 골관절

염의 등급에 따라 MMP-1, MMP-3의 발현율 및 발현 부위를

조사하고 이러한 변화와 nitrotyrosine 및 세포자멸사의 발현율

및 발현 부위를 비교하여, 인체 골관절염의 진행에 nitrotyrosine

축적과 세포자멸사가 미치는 역할을 알아보고자 본 연구를 시행

하였다.

재료와 방법

연구대상

고관절치환술을 시행한 12명의 환자로부터 얻은 대퇴골두 12

예 및 슬관절전치환술을 시행한 15명의 환자로부터 얻은 슬관절

조직 17예(2명은 양측 치환술을 시행)를 연구대상으로 하였다.

슬골관절염 관절연골은 한 환자로부터 대퇴골 및 경골의 내측

및 외측 관절면을 포함하여 육안적으로 골관절염의 정도가 다른

3-4 부위를 채취하여 총 93예를 검색하였다. 대조군은 교통사고

로 하지절단 시 얻은 36세 남자의 관절연골 1예와 관절전치환술

시 육안적으로 정상인 관절연골 부위를 채취해 조직 표본을 만

들어 조직학적으로 정상임을 확인한 6예로 총 7예를 사용하였다

(Fig. 1). 육안으로 정상 연골처럼 보였더라도 조직학적으로 이

상이 있으면 대조군에서 제외하였다. 각 예당 3-4개의 표본을

채취한 뒤 가장 대표적인 표본 1개씩을 선택하여 골관절염군 관

절연골과 동일한 염색을 시행하였다.

골관절염 환자의 남녀비는 1:2였으며 평균 연령은 60.5세(44-

84세)였다.

연구방법

광학현미경적 소견

관절연골조직을 10% 중성 포르말린 용액에 고정한 후 5%

질산용액에서 1-2일간 탈회한 다음 파라핀에 포매하여 실험에

사용하였다.

파라핀 블록을 4 m로 박절하여 연속절편을 얻은 뒤 1장은

HE 염색을 시행하여 관절연골의 광학현미경적 소견을 관찰하

고, 1장은 safranin O 염색을 시행하여 연골기질의 이염색이나

분해 정도를 관찰하여 골관절염의 정도를 변형된 Mankin의 등

급체계19에 따라 점수화한 후(Table 1), 총 점수에 따라 골관절

염 정도를 1등급부터 4등급까지 네 등급으로 나누었다.

면역조직화학염색

MMP-1 및 MMP-3 염색

파라핀에 포매된 조직을 4 m 두께로 연속 박절하여 얻은

조직을 probe on plus 슬라이드(Fisher, U.S.A.)에 부착하여

실험에 사용하였다. 오븐에서 일부 파라핀을 녹인 후 xylene으
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로 파라핀을 완전히 제거하였다. 계열 알코올로 함수시킨 후 조

직 내 항원의 재현성을 높이기 위하여 retrieve-all buffer 용액

(Signet, MA, U.S.A.)에 넣고 마이크로웨이브 오븐(Pelco,

U.S.A.)로 온도를 90℃로 일정하게 유지시켜 10분간 처리하였

다. 내인성 과산화효소의 작용을 억제하기 위하여 3% 과산화

수소용액에서 10분간 처리하고 PBS 완충액으로 세척하였다.

비특이적인 반응을 방지하기 위하여 3% 정상 면양 혈청으로

10분간 반응시켰다. 슬라이드를 가볍게 턴 후 일차 항체를 상온

에서 1시간 동안 반응시켰다. 일차 항체로는 anti-human

mouse monoclonal MMP-1 antibody (Oncogene, MA,

U.S.A.) 및 anti-human mouse monoclonal MMP-3 anti-

body (Oncogene, MA, U.S.A.)를 각각 1:100으로 희석하여

사용하였다. PBS 완충액으로 세척한 후 이차 항체인 strepta-

vidin biotin complex를 떨어뜨려 15분간 상온에서 반응시킨

후 PBS 완충액으로 세척하였다. 이후 streptavidin peroxidase

를 가하여 15분간 반응시킨 후 완충액으로 세척하였다. 발색은

amino-ethyl carbazole (AEC)로 3-5분간 반응시킨 후 완충액

으로 세척하여 Mayer’s hematoxylin으로 대조염색하고 Crys-

tal mount�(Biomeda, CA, U.S.A.)로 봉입하였다. 양성 대조

표본은 유방암 및 류마토이드성 관절염 조직을 사용하였으며

음성 대조표본은 일차 항체 대신 PBS 완충액으로 대체하여 염

색하였다. 염색 표본을 검색하여 양성인 연골세포가 0%이면 음

성, 1-30%이면 경도, 31-50%이면 중등도, 50% 이상이면 고

도로 등급을 나누었으며 경도는 1점, 중등도는 2점, 고도는 3점

으로 표시하였다.

Nitrotyrosine 염색

파라핀 블록을 4 m의 두께로 박절한 후 크실렌으로 파라핀

을 제거하고 일련의 계열 알코올로 함수하여 사용하였다. 고정

과 파라핀 포매과정 중에 감추어져 있을 항원을 노출시키기 위

Structure
Normal 0
Surface irregularities 1
Pannus and surface irregularities 2
Clefts to transitional zone 3
Clefts to radial zone 4
Clefts to calcified  zone 5
Complete disorganization 6

Cells
Normal 0
Diffuse hypercellularity 1
Cloning 2
Hypocellularity 3

Safranin O staining
Normal 0
Slight reduction 1
Moderate reduction 2
Severe reduction 3
No dye noted 4

Total 0-13

Category Score�

Table 1. Histologic/histochemical grading of osteoarthritis*

*: Modified from Mankin’s grading system19 for osteoarthritic articular
cartilage; �: Osteoarthritis grade 1: sum of score 1-4

grade 2: 5-7
grade 3: 8-10
grade 4: 11-13

Fig. 1. Microscopic findings of normal articular cartilage: Intact surface and ordered arrangement of cartilage columns is seen with pre-
served chondroid matrix (A, HE; B, safranin O).

A B
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해 염색 전에 retrieve-all buffer 용액에서 10분간 90℃를 유지

시켜 가열하였다. 일차 항체로는 anti-human mouse polyclon-

al -nitrotyrosine� (Upstate biotechnology, New York,

U.S.A.)을 5-10 g/mL 농도로 희석하여 사용하였으며 약 2시

간 이상 실온에서 반응시켰다. AEC로 발색하였으며 Mayer’s

hematoxylin으로 1초간 약하게 대조염색을 시행한 후 Crystal

mount�로 봉입하여 관찰하였다. 양성 대조표본은 급성 간질성

폐렴 폐조직 및 급성 충수돌기염 조직을 이용하였으며 음성 대

조표본은 일차 항체 대신 PBS 완충액으로 대체하여 염색하였

다. 연골세포 및 연골기질에 갈색으로 염색되는 경우 양성으로

해석하였다. 염색된 부위가 없거나 양성으로 염색된 부위가 5%

미만이면 음성으로 해석하였다. 5% 이상 염색된 경우 염색된

정도에 따라 6-30% 미만이면 경도, 30-60%이면 중등도, 60%

이상이면 고도로 나누었으며 경도를 1점, 중등도를 2점, 고도를

3점으로 표시하였다. 

세포자멸사 염색

세포자멸사를 관찰하기 위해 파라핀 블록을 4 m의 두께로

박절한 후 xylene으로 파라핀을 제거하고 계열 알코올로 함수하

였다. Proteinase K로 37℃에서 15분간 처리한 다음 증류수로

함수한 후, 내인성 과산화효소 활성을 제거하기 위해 3% 과산

화수소용액으로 10분간 처리하여 증류수로 함수하여 PBS 완충

액으로 세척하였다. 다음의 과정은 ApoTag� Plus Peroxidase

In Situ Apoptosis Detection Kit (Intergen, NY, U.S.A.)로

실험하였다. 약 15분간 이가 양이온(Cr++)을 포함한 equilibra-

tion buffer로 전처리한 후 TdT 혼합용액을 슬라이드당 55 L

씩 분주하여 37℃에서 90분간 반응시켰다. 그 다음 Stop buffer

로 15분간 효소작용을 비활성화시킨 후 PBS 완충액으로 세척

하였다. 약 30분간 degoxigenin conjugate 용액과 반응시킨 후

PBS 완충액으로 세척하고 diethyl aminobenzidine (DAB)으

로 발색하였다. 대조염색은 methyl green으로 약하게 염색하고

Crystal mount�로 봉입하여 광학현미경 하에서 관찰하였다. 양

성 대조표본은 편도선 조직을 사용하였으며 음성 대조표본은

TdT 혼합용액 대신 equilibration buffer로 대체하여 사용하였

다. 양성으로 염색된 연골세포가 전체 연골세포 중 0%이면 음

성, 1-30%이면 경도, 31-50%이면 중등도, 50% 이상이면 고도

로 등급을 나누었으며 경도는 1점, 중등도는 2점, 고도는 3점으

로 표시하였다.

통계학적 분석

통계처리는 카이제곱 검정을 이용하였으며 p값은 0.05 미만

일 때 유의한 것으로 평가하였다.

결 과

MMP-1, MMP-3, nitrotyrosine 발현율과 세포자멸사

(Table 2)

MMP-1

골관절염의 등급에 따른 MMP-1에 대한 연골세포의 발현율

은 정상 관절연골군은 7예 중 1예(14.3%)만이 경도의 양성 반

응을 보였다. 골관절염 1등급군에서는 전체적인 발현율이

53.1% (17/32)로서 발현을 한 17예 중 15예가 경도로 발현하

였으며, 골관절염 2등급군에서는 발현율이 80.0%로 증가하였으

나 20예 중 11예가 경도였다. 골관절염 3등급군은 발현율이

84.0% (21/25)였으며 발현을 한 21예 중 6예가 중등도, 7예가

고도였다. 골관절염 4등급군에서는 16예 전 예에서 양성이었으

며 5예가 경도, 5예가 중등도, 6예가 고도였다. 관절염의 초기에

는 발현율이 낮고 경도로 발현하다가 골관절염이 진행함에 따라

의의 있게 발현율이 증가하고 중등도 및 고도로 발현하였다

(p<0.05).

MMP-3

골관절염의 등급에 따른 MMP-3에 대한 발현율은 정상 관절

연골군에서는 7예 중 1예(14.3%)에서만 표층의 소수의 연골세

포에 경도로 발현하였다. 골관절염 1등급군에서는 전체적인 발

Grade of osteorthritis

MMP-1* MMP-3* Nitrotyrosine* Apoptosis*

Grade� Grade� Grade� Grade�
Exp.

rate (%)

0 (n=7) 14.3 1 0 0 14.3 1 0 0 28.6 1 1 0 28.6 2 0 0
1 (n=32) 53.1 15 2 0 53.1 16 1 0 62.5 14 6 0 53.1 14 3 0
2 (n=20) 80.0 11 4 1 50.0 8 2 0 70.0 5 8 1 55.0 5 5 1
3 (n=25) 84.0 8 6 7 88.0 11 5 6 84.0 5 10 6 80.0 7 6 7
4 (n=16) 100.0 5 5 6 93.8 7 5 3 100.0 4 5 7 87.5 5 4 5

Table 2. Expression rate of matrix metalloproteinase (MMP)-1, MMP-3, nitrotyrosine, and apoptosis in the articular cartilage of
osteoarthritis

1 2 3

Exp.
rate (%) 1 2 3

Exp.
rate (%) 1 2 3

Exp.
rate (%) 1 2 3

*: p<0.05; �: Criteria of grading. 1 (mild)=1-30%, 2 (moderate)=31-50%, 3 (severe)=>51%; �: Criteria of grading. 1 (mild)=6-30%, 2 (moderate)=31-
60%, 3 (severe)=>61%. Exp. rate: Overall expression rate.
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현율이 53.1% (17/32)로서 발현을 한 17예 중 16예가 경도로

발현하였다. 골관절염 2등급군에서는 발현율이 50.0% (10/20)

로서 발현을 한 10예 중 8예가 경도로 발현하였다. 골관절염 3

등급군에서는 발현율이 88.0% (22/25)로서 발현을 한 22예 중

11예가 경도, 5예가 중등도, 6예가 고도였다. 골관절염 4등급군

에서는 발현율이 93.8% (15/16)로서 발현을 한 16예 중 7예가

경도, 5예가 중등도, 3예가 고도였다. 골관절염의 초기에는 경도

로 발현하다가 골관절염의 정도가 심해짐에 따라 발현율도 의미

있게 증가하였다(p<0.05).

Nitrotyrosine

골관절염의 등급에 따른 nitrotyrosine의 발현율의 차이는 정상

관절연골군은 14.3% (1/7)에서 경도, 14.3% (1/7)에서 중등도

로 발현하였다. 골관절염 1등급군에서는 발현율이 62.5%

(20/32)였으며 발현을 한 20예 중 14예가 경도인 반면, 골관절

염 2등급군에서는 발현율이 70.0% (14/20)였으며 발현을 한 14

예 중 8예가 중등도였다. 골관절염 3등급군에서는 발현율이

84.0% (21/25)로서 발현을 한 21예 중 10예가 중등도, 6예가

고도였으며, 골관절염 4등급군에서는 16예 모두 발현하였으며

이중 5예가 중등도, 7예가 고도였다. 골관절염의 초기에는 발현

율이 낮고 경도로 발현하다가 골관절염이 진행함에 따라 중등도

및 고도로 발현율이 의미 있게 증가하였다(p<0.05).

세포자멸사

골관절염 등급에 따른 세포자멸사 양성률은 정상 관절연골군

에서는 28.6% (2/7)에서 약하게 소수의 연골세포 핵에 양성이

었다. 골관절염 1등급군에서는 53.1% (17/32)에서 양성이었으

며 양성인 17예 중 14예가 경도였다. 골관절염 2등급군에서는

양성률이 55.0% (11/20)로서 양성인 11예 중 5예가 경도, 5예

가 중등도였다. 골관절염 3등급군에서는 양성률이 80.0%

(20/25)로 양성인 20예 중 7예가 경도, 6예가 중등도, 7예가 고

도였다. 골관절염 4등급군에서는 양성률이 87.5% (14/16)로 양

성인 14예 중 5예가 경도, 4예가 중등도, 5예가 고도였다. 골관

절염의 정도가 증가할수록 세포자멸사 양성률은 의미 있게 증가

하였다(p<0.05).

MMP-1, MMP-3, nitrotyrosine 및 세포자멸사의 발현 부위

(Table 3)

MMP-1

골관절염의 등급에 따른 MMP-1의 발현 부위는 정상 관절연

골군에서는 소수의 연골세포가 표층에서만 양성으로 염색되었

S: Superficial zone; W: Whole zone. *: p<0.05.

Grade of
osteoarthritis

MMP-1*
S W (%) W (%) W (%) W (%)S S S

MMP-3 Nitrotyrosine* Apoptosis

0 1 0 1 0 2 0 2 0
1 15 2 (11.8) 13 4 (23.5) 19 1 (5.0) 15 2 (11.8)
2 7 9 (56.2) 6 4 (40.0) 9 5 (35.7) 7 4 (36.4)
3 10 11 (52.4) 10 12 (54.5) 10 11 (52.4) 10 10 (50.0)
4 3 13 (81.3) 4 11 (73.3) 2 14 (87.5) 4 10 (71.4)

Table 3. Expression zone of matrix metalloproteinase (MMP)-1,
MMP-3, nitrotyrosine and apoptosis in the articular cartilage of
osteoarthritis

Fig. 2. Microscopic findings of articular cartilage in the early stage of osteoarthritis: Surface irrgularity and fibrillation is seen (A: HE) with
slight reduction of chondroid matrix (B: safranin O).

A B
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다. 골관절염 1등급군에서는 88.2% (15/17)가 표층에서 발현하

였으며, 골관절염 2등급군에서는 43.8% (7/16)가 표층에서 발

현한 반면 56.2% (9/16)는 표층부터 심층까지 발현하였다. 골

관절염 3등급군은 47.6% (10/21)가 표층에서 발현하였으며

52.4% (11/21)가 전 층에서 발현하였다. 골관절염 4등급군에서

는 81.3% (13/16)가 전 층에서 발현하였다. 골관절염의 초기에

는 표층에서 발현하다가 골관절염의 정도가 심해질수록 전 층에

서 발현하였으며 통계학적으로 유의성이 있었다(p<0.05)(Fig.

2-5).

MMP-3

골관절염의 등급에 따른 MMP-3의 발현 부위는 정상 연골군

1예에서는 표층에 국한하여 발현하였다. 골관절염 1등급군에서는

76.5% (13/17)가 표층에 국한하여 발현하였으며 골관절염 2등

Fig. 3. Immunohistochemical findings of articular cartilage in the early stage of osteoarthritis: A few positive condrocytes are noted in the
superfical layer for matrix metalloproteinase (MMP)-1 (A: ABC), MMP-3 (B: ABC), nitrotyrosine (C: ABC), and apoptosis (D: TUNEL). ABC:
avidin-biotin complex method, TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase mediated nick end labeling method.

A B

C D
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급군에서는 60.0% (6/10)가 표층에서 발현하였고 40% (4/10)

에서는 표층부터 심층까지 전 층에서 발현하였다. 골관절염 3등

급군에서는 45.5% (10/22)가 표층에서 발현하였으며 54.5%

(12/22)가 전 층에서 발현하였다. 골관절염 4등급군에서는

73.3% (11/15)가 전 층에서 발현하였다. 골관절염의 초기에는

표층에 국한하다가 골관절염의 정도가 심해짐에 따라 발현 부위

가 전 층으로 발현이 증가하는 경향이 있었으나 통계학적인 유

의성은 없었다(Fig. 2-5).

Nitrotyrosine

골관절염의 등급에 따른 nitrotyrosine 발현 부위는 정상 관절

연골군에서는 2예 모두 표층에서 약하게 발현하였다. 골관절염 1

등급군에서는 95.0% (19/20)가 표층에 국한하여 발현한 반면 골

관절염 2등급군에서는 64.3% (9/14)가 표층에서 발현하였으나

35.7% (5/14)는 표층부터 심층까지 전 층에서 발현하였다. 골관

절염 3등급군에서는 47.6% (10/21)가 표층에서, 52.4% (11/21)

가 전 층에서 발현하여 표층과 전 층에서 유사하게 발현한 반면

골관절염 4등급군에서는 87.5% (14/16)가 전 층에서 발현하였

다. 골관절염의 초기에는 발현이 표층에 국한하다가 골관절염이

진행함에 따라 전 층에서 발현하였으며 통계학적으로 유의성이

있었다(p<0.05)(Fig. 2-5).

세포자멸사

골관절염 등급에 따른 세포자멸사 발현 부위는 정상 관절연골

군에서는 표층에만 국한하였다. 골관절염 1등급군에서는 88.2%

(15/17)가 주로 표층에 국한하였으나 골관절염 2등급군에서는

63.6% (7/11)가 표층에서 양성이었다. 골관절염 3등급군에서는

발현한 20예 중 10예는 표층에 국한하였으나 10예는 표층부터

심층까지 전층에서 양성이었으며, 골관절염 4등급군에서는

71.4% (10/14)가 전층에서 양성이었다. 골관절염의 초기에는

표층에서 발현한 반면 골관절염이 진행함에 따라 전 층에서 세

포자멸사 양성 세포를 관찰할 수 있었으나 통계학적인 유의성은

없었다(Fig. 2-5).

MMP-1, MMP-3, nitrotyrosine 발현 및 세포자멸사의 상관

관계

골관절염의 정도가 심해짐에 따라 MMP-1 및 MMP-3의 발

현율과 nitrotyrosine 발현율 및 세포자멸사 양성률은 비례하여

증가하였다. 발현 부위도 MMP-1와 MMP-3가 골관절염 초기

에는 표층에 국한하여 발현하였으나 골관절염이 진행함에 따라

전 층에 걸쳐 발현하였다. 이러한 소견은 nitrotyrosine 발현 부

위 및 세포자멸사 양성 부위의 변화와 서로 의미있는 상관성이

있었다(p<0.05).

고 찰

MMP는 정상적으로 성장 시 또는 골손상 후 수복 시 재형성

에 관여하는 효소이나, 관절염에서는 염증 반응에 의한 관절의

파괴에 관여한다.2 MMP-1은 주로 교원질을 분해시키며,

MMP-3은 단백다당을 분해시키고 잠재성 MMP-1을 활성화시

Fig. 4. Microscopic findings of articular cartilage in the late stage of osteoarthritis: Fissuring and loss of articular cartilage is seen (A: HE)
with marked reduction of chondroid matrix (B: safranin O).

A B
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킴으로써 교원질과 단백다당을 분해시켜 관절연골 연골기질의

원섬유화(fibrillation), 미란, 균열을 초래한다. 이와같이 골관절

염 시 MMP 생성은 매우 증가하는 데 반해 TIMP는 적게 증

가함으로써 상대적인 MMP의 과다생성으로 인해 정상적인 균

형이 깨어지게 된다.4,5 본 연구에서 MMP-1 및 MMP-3의 발

현율을 보면 관절염의 초기에는 소수 세포들이 발현한 반면 골

관절염의 정도가 심해질수록 골관절염의 정도와 비례하여 발현

율이 증가함을 볼 수 있었다(p<0.05). Pelletier 등21은 골관절염

시 MMP-3이 정상보다 증가하였으며 이러한 증가 정도는 연골

손상의 정도와 비례하였다고 하였다. Okada 등22도 관절연골

및 활막 모두에서 골관절염의 정도가 심할수록 MMP-3이 증가

하였다고 하여 본 연구결과와 일치하였다.

본 연구에서 MMP-1과 MMP-3의 발현 부위를 보면 관절염

초기에는 표층에 국한하여 나타나다가 관절염의 정도가 심해질

Fig. 5. Immunohistochemical findings of articular cartilage in the late stage of osteoarthritis: A number of positive chondrocytes are noted
throughout the whole layer for matrix metalloproteinase (MMP)-1 (A: ABC), MMP-3 (B: ABC), nitrotyrosine (C: ABC), and apoptosis (D:
TUNEL). ABC: avidin-biotin complex method, TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase mediated nick end labeling method.
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수록 전 층으로 발현이 확대되었다. 관절연골에서의 MMP의

발현 부위를 연구한 보고에 따르면 Pelletier 등21은 관절연골의

전 층에서 강하게 염색되었다고 하였다. 그러나 Walter 등18은

MMP-1과 MMP-3 및 TIMP-1이 내측 관절면의 표층에서 강

하게 염색되었다고 하면서 골관절염 초기에는 Mankin 등20의

단순한 조직형태학적 등급보다는 연골 손상 정도를 알 수 있는

연골기질 분해효소의 염색 정도를 추가한 등급체계가 더 정확하

다고 하였다. Freemont 등19은 MMP-1, 3 및 9에 대한 in situ

hybridization 연구에서 정상일 경우 MMP 신호 강도가 없었으

나 골관절염 관절연골에서는 MMP-1 유전자가 표층에서 가장

강하게 발현하였으며 MMP-3 및 MMP-9 mRNA는 심층에서

발현하였다고 하였다. 또한 MMP-9는 이차성 관절염 초기에

발현하고 MMP-3은 관절염 초기와 말기에 모두 발현이 증가하

였으며 말기에 좀 더 발현이 강하였다고 하였다. 본 연구 결과

는 Walter 등18 결과와 유사하였는데 이와 같이 연구자마다 관

찰 결과가 다른 것은 서로 다른 시기의 관절염을 대상으로 연구

한 때문이라고 생각한다.

NO가 인체에 미치는 독성은 과산화물과 반응하여 생성한 강

력한 산화제인 peroxynitrite (ONOO-)가 지질 과산화작용, 단

백질의 sulfhydryl oxidation, 방향성 아미노산에 대한 니트르화

를 초래하여 나타나며, 세포배양 실험이나23 실험동물을 이용한

연구에서24 모두 세포독성이 있다고 알려져 있다. Hayashi 등25

은 관절연골의 표층 즉 활액과 접하는 경계부에 위치한 세포는

여러 자극 및 염증성 관절질환에 가장 먼저 노출이 되는 부위이

므로 표층과 심층은 NO 생성, inducible nitric oxide synthase

(iNOS) 활성도 등의 차이가 있다고 하였다. 표층과 심층의 차

이는 통상적인 활액 연구나 조직배양 연구로는 부위별 차이를

정확히 알 수 없으며 조직구축학적 연구를 통해서만 알 수 있다.

인체 골관절염 관절연골의 조직표본을 이용한 본 연구에서는,

관절염 초기에는 nitrotyrosine이 표층에 국한하여 소수의 연골

세포에서 발현한 반면 골관절염의 등급이 높아질수록 전층에 걸

쳐 발현하였다. 실험동물26 및 세포배양 실험25 결과에 따르면 표

층 연골세포가 심층보다 NO 생성을 많이 한다고 하여 본 연구

결과와 동물이나 세포배양을 이용한 실험 결과는 동일하였다.

연골은 여러 가지 자극에 의해 세포자멸사가 일어날 수 있

다.6,7 그러나 연골은 혈관이 없는 조직이므로 단핵성 탐식구도

없어서 세포자멸사체를 제거할 뚜렷한 기전이 없다. 따라서 세

포자멸사가 유발되면 세포자멸사체가 그대로 남아 기질 성분을

분해시키는 것으로 알려져 있다.26 본 연구에서는 수는 적었으나

정상에서도 관절연골 표층에 국한하여 세포자멸사를 관찰할 수

있었으며 골관절염군에서는 골관절염의 등급이 높아질수록 세포

자멸사율도 의미 있게 증가하였다(p<0.05). 또한 골관절염 초기

에는 표층에 국한하였으나 골관절염 등급이 높아질수록 표층 외

에도 심층에서도 나타나 관절연골의 전 층에서 세포자멸사를 관

찰할 수 있었고, 특히 연골세포가 군집을 형성한 부위에서 더욱

잘 관찰할 수 있었다. Hashimoto 등26은 토끼의 전십자인대를

절단하여 유발한 실험적 골관절염 연구에서 활막뿐 아니라 관절

연골의 tidemark 인접 부위 및 열공 내 증식하고 있는 연골세

포에서도 세포자멸사를 관찰하였다고 하였다.

본 연구에서 nitrotyrosine 발현율과 세포자멸사율은 골관절

염의 등급이 높아질수록 서로 비례하여 증가하였으며, 발현 부

위도 초기에는 소수의 세포들이 표층에서 주로 발현하다가 골관

절염이 진행할수록 다수의 세포들이 표층부터 심층까지 연골 전

층에서 발현하였다. Hashimoto 등26은 토끼의 전십자인대를 절

단하여 유발한 실험적 골관절염에서 세포자멸사와 nitrotyrosine

축적을 보고하였는데, 연골 손상 후 초기부터 연골세포에서 세

포자멸사와 NO 생성을 관찰할 수 있으며 그 정도는 연골파괴

정도와 비례하였다고 하였다. 이들은 실험적 골관절염으로부터

얻은 조직 배양에서도 정상보다 고농도의 nitrite를 얻었으며

NO 생성과 비례하여 nitrotyrosine이 축적되었다고 하였다. 또

한 Kaur와 Halliwell27도 류마토이드 관절염 환자로부터 얻은 혈

청과 활액을 이용한 실험에서 세포자멸사 정도와 비례하여

nitrotyrosine축적을 관찰할 수 있었다고 하여 이들의 연구 결과

와 본 연구 결과는 유사하였다.

본 연구에서 nitrotyrosine 및 세포자멸사의 발현율과 발현 부

위를 MMP-1 및 MMP-3의 발현율 및 발현 부위와 비교해 보

면, MMP-1, MMP-3, nitrotyrosine, 세포자멸사 모두 관절염

초기에는 소수의 세포가 표층에서 발현한 반면 골관절염이 진행

함에 따라 다수의 연골세포가 연골의 전 층에 걸쳐 발현하여 관

절염의 등급이 높아질수록 발현율의 증가도 비례하였으며 발현

부위도 일치함을 알 수 있었다(p<0.05). Tanaka 등28도 토끼의

전십자인대를 절단하여 실험적으로 유발한 골관절염에서 연골세

포가 소실되면 주변 연골 기질이 파괴되고 superoxide anion과

NO 합성이 증가하는 것을 관찰하였다. 또한 이들은 또한 인체

골관절염의 관절연골 조직추출물에서 MMP-3은 증가하고

TIMP-1 mRNA가 감소된 것을 Northern blot으로 확인하였다.

골관절염의 관절연골 연골세포에서 세포자멸사가 먼저 일어

나 nitrotyrosine을 유리하는지 또는 nitrotyrosine이 먼저 축적

되어 연골세포의 세포자멸사를 유발하는지에 관해서는 논란이

있으며,6,7,17,26 실험동물에서 유발한 실험적 골관절염에서는

nitrotyrosine이 유리되어 연골세포의 세포자멸사를 유발한다는

의견이 있으나 아직 확실하지 않다. 본 연구 결과로 세포자멸사

와 nitrotyrosine이 밀접한 관련이 있으리라고는 추측할 수 있으

나, 세포자멸사 유발과 nitrotyrosine 축적 중 어느 것이 먼저

시작되어 연골세포로부터 MMP-1 및 MMP-3의 생성을 증가

시켜 연골기질의 분해가 일어나는지는 본 연구 결과로는 알 수

없었다. 이러한 인과관계는 골관절염의 초기부터 연속적으로 연

골조직을 얻어 시기에 따른 변화를 관찰해야 알 수 있으리라 생

각한다. 그러나 인체 골관절염의 초기 연골조직을 얻는 것이 현

실적으로 어려워 본 연구자는 관절전치환술로 얻은 관절연골로

연구하였기 때문에 골관절염의 초기 관절연골 조직은 얻지 못하

여 본 연구에 한계점이 있다고 생각한다. 그러나 인체 관절연골
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을 이용한 타 연구들17,19,25도 슬관절전치환술에서 얻은 조직으로

연구를 하였다.

골관절염에서 NO 생성을 억제시켜 골관절염에 미치는 영향

을 연구한 보고에 따르면 NO 합성 억제물질인 N-iminoehyl-

L-Lysine (L-NIL)을 첨가함으로써 실험적 골관절염에서

MMP 및 IL-1 생성뿐만 아니라 연골 병변의 진행도 줄일 수

있었다고 하였다.29,30 Tanaka 등28은 연골손상 후 연골막으로

국소적인 연골 결손 부위를 덮어주어 superoxide anion과 NO

생성을 억제시켰다고 하였다. 따라서 앞으로 골관절염 초기에

NO 생성을 억제시킬 수 있는 방법을 개발하여 인체에 적용시

킨다면 골관절염을 예방하거나 진행을 지연시킬 수 있으리라고

하였다.28-30

본 연구 결과를 요약하면 인체의 골관절염에서 골관절염의 등

급이 높아질수록 MMP-1 및 MMP-3의 발현율이 증가하고 표

층에서 전 층으로 발현 부위가 확대되었으며, 이러한 변화는

nitrotyrosine 및 세포자멸사 발현율과 발현 부위와 비례하는 의

미 있는 상관관계가 있는 것으로 생각되고 nitrotyrosine 축적

과 세포자멸사의 증가는 골관절염의 진행과 관련이 있다고 판단

된다.
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