
 

 

저작자표시-비영리-변경금지 2.0 대한민국 

이용자는 아래의 조건을 따르는 경우에 한하여 자유롭게 

l 이 저작물을 복제, 배포, 전송, 전시, 공연 및 방송할 수 있습니다.  

다음과 같은 조건을 따라야 합니다: 

l 귀하는, 이 저작물의 재이용이나 배포의 경우, 이 저작물에 적용된 이용허락조건
을 명확하게 나타내어야 합니다.  

l 저작권자로부터 별도의 허가를 받으면 이러한 조건들은 적용되지 않습니다.  

저작권법에 따른 이용자의 권리는 위의 내용에 의하여 영향을 받지 않습니다. 

이것은 이용허락규약(Legal Code)을 이해하기 쉽게 요약한 것입니다.  

Disclaimer  

  

  

저작자표시. 귀하는 원저작자를 표시하여야 합니다. 

비영리. 귀하는 이 저작물을 영리 목적으로 이용할 수 없습니다. 

변경금지. 귀하는 이 저작물을 개작, 변형 또는 가공할 수 없습니다. 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/legalcode
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/2.0/kr/


눈물 기질 금속단백분해효소 9 현장면역 검사의 실험적 검증

김
하
림

2021년
2월

석 사 학 위 논 문

눈물 기질 금속단백분해효소 9

계 명 대 학 교 대 학 원
의 학 과

김 하 림

지도교수   전   종   화

2 0 2 1 년  2 월

현장면역 검사의 실험적 검증



김 하 림

눈물 기질 금속단백분해효소 9

지도교수   전   종   화

이  논 문 을  석 사 학 위  논 문 으 로  제 출 함

2 0 2 1 년  2 월

계 명 대 학 교 대 학 원
의 학 과  안 과 학  전 공

현장면역 검사의 실험적 검증



김하림의 석사학위 논문을 인준함

주  심  이    동    철

부  심  전    종    화

부  심  강    경    태

계 명 대 학 교 대 학 원

2 0 2 1 년  2 월



감사문

  본 논문을 제출하기까지 바쁘신 일정 중에서도 많은 가르침을 주신 전종화 

지도교수님과 심사위원을 맡아주신 이동철 교수님, 강경태 교수님께 감사의 

마음을 드립니다.

  또한, 연구를 진행하며 많은 도움을 준 손명진 선생님, 이현교 박사님, 그

리고 늘 저를 위해 기도해주시는 부모님께 감사드립니다.

2021년 2월

김 하 림



i

목 차

1. 서 론····················································································································· 1

2. 재료 및 방법······································································································· 3

3. 성 적··················································································································· 10

4. 고 찰··················································································································· 22

5. 요 약··················································································································· 26

참고문헌 ··················································································································· 27

Abstract ··················································································································· 34

국문초록 ··················································································································· 36



ii

표 목 차

<표 1> 서로 다른 샘플 농도와 용량에서 inter-assay와 intra-assay 

coefficient of variation ···································································· 21



iii

그림 목차

<그림 1> 분석 프로토콜과 키트 구성 요소 및 명칭·············································· 5

<그림 2> 농도계에 의해 평가된 농도-밴드 밀도 관계··································· 11

<그림 3> MMP-9 면역분석의 시간 의존성 평가 및 용매량 의존성 양상·········· 14

<그림 4> MMP-9 면역분석의 부피 의존성························································· 18

<그림 5> 재현성을 위한 실험 및 데이터·························································· 20



- 1 -

1. 서 론

  Tear Film & Ocular Surface Society와 Dry Eye Workshop II에 의해 최

근 새롭게 개정된 안구건조증(Dry eye disease)의 정의는 안구건조증 환자

의 악순환을 유발하는 눈물막 불안정성과 삼투압 상승, 안구 표면 염증 및 

손상을 강조하고 있다(1,2). 안구건조증의 기본 진단방법에는 눈물막 파괴

시간, 쉬르머 테스트, 증상 점수 설문지, 플루오레세인 또는 리사민 그린을 

이용한 세극등현미경 검사가 있다. 그러나 이러한 전통적인 진단방법은 검사

자의 주관이 개입될 가능성이 크고 특이성이 부족하며 낮은 재현성으로 안구

건조증을 정확히 진단하는데 어려움이 있다. 또한, 눈물 삼투압의 상승과 안

구 표면 염증이 안구건조증의 새롭게 떠오르는 중요한 지표이지만 과거의 진

단방법은 이러한 병리 생리학적 요인을 반영하지 못하고 있다(3).

  최근, 눈물 삼투압과 안구 표면 염증 측정을 위한 눈물 matrix 

metalloproteinase 9(MMP-9)의 농도를 객관적으로 측정하기 위해 두 가지 진

단방법이 도입되었다(4-6). 그중 하나인 InflammaDry는 눈물에서 활성 및 잠

재적인 형태의 인간 MMP-9을 검출하도록 설계된 일회용 면역분석법이다(7). 

InflammaDry 제조사에 따르면 10 μL의 눈물량으로 40 ng/mL 이상의 MMP-9을 

검출하여 10분 이내에 안구건조증을 진단할 수 있다고 제시하고 있다. 일반적

으로 MMP-9은 손상된 각막 표면 세포외기질 리모델링에 관여하며 무균성 각막

궤양, 눈의 알레르기 반응, 화상, 원추각막, 익상편, 결막이완증, 안검염 및 

안구건조증의 병인과 관련이 있는 것으로 알려져 있다(8-15). 또한, 안구건조

증이나 원추 각막의 경우 눈물 내 MMP-9 수치가 상승되어 있을 때 점안 사이클

로스포린 안약과 같은 항염증 치료제의 사용을 고려할 수 있다(8,16). MMP-9 

현장 면역검사는 일종의 측방 유동 면역분석법(lateral flow immunoassay, 

LFIA)이기 때문에 InflammaDry는 LFIA와 유사한 기본 특성을 가진다. 임상적 

관점에서 보면, 상당수의 임상 안과의사들은 밴드 밀도가 안구 표면의 염증 

중증도를 직접 또는 간접적으로 나타내는 것인지에 대해 의문을 가지고 있는

데LFIA는 일반적으로 정량적 결과를 제공할 가능성이 있으므로 InflammaDry
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가 MMP-9의 농도를 기반으로 정량적 결과를 생성하는지를 확인하는 것도 

중요하다. InflammaDry의 결과가 MMP-9의 눈물 내 농도를 정량적으로 반영할 

수 있다면 이는 염증의 경중을 판단하는 데 결정적인 역할을 할 수 있으며 단

순한 진단을 넘어 안구건조증 환자의 치료결과를 판단하는데 중요한 정보를 제

공할 수 있다. 

  또한, 안구건조증의 심한 임상 징후와 증상에도 불구하고 쇼그렌 증후군(17) 

또는 안구 이식편대숙주병(18)과 같은 수성 눈물 결핍 건성 안에서 음성 결과를 

나타내기 때문에 검사 중 희미한 테스트 라인(붉은색)에 대한 임상적 해석은 

모호할 수 있다. 그러므로 눈물의 양이 변함에 따라 키트의 결과가 어떻게 

변하는지 정확히 확인하는 것은 중요하다 할 수 있다. 또한, 키트 지침에 

따르면 처음 10분 후에 결과를 읽고 초기 결과가 음성이면 추가로 10분 후를 

관찰해야 한다고 제안하고 있는데, 이는 시간 경과에 따라 키트의 반응이 

어떻게 변하는지 정확히 파악할 필요가 있음을 제시한다. 따라서 본 연구는 

검사 후 경과 시간, 샘플의 농도, 샘플 용량이 결과에 미치는 영향을 조사하여 

InflammaDry를 실험적으로 검증하고자 하였다.
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2. 재료 및 방법

2.1. 기기 및 시약:

  MMP-9 면역분석 키트(InflammaDry)는 Quidel Corporation사의 제품을 사

용하였다. 재조합 인간(Recombinant human, rh) MMP-9의 활성 형태는 BioLegend®

에서 구매했다(550502, San Diego, CA, USA). 100 μg/mL rhMMP-9을 phosphate 

buffered saline(PBS)으로 계대희석하여 12.5, 25, 50, 100, 200, 500 및 1000 

ng/mL의 활성 rhMMP-9을 포함하는 샘플을 생성하였다. 



- 4 -

2.2. 실험 절차:

  2.2.1. 분석 프로토콜:

  샘플의 용량이 면역분석 결과에 미치는 영향을 파악하기 위해 0, 12.5, 25, 

50, 100, 200, 500 및 1000 ng/mL 농도의 rhMMP-9을 10과 20 μL 용량으로 키트에 

적용하였다. 각 샘플의 농도는 PBS용액으로 rhMMP-9의 스톡 용액을 2배 계대희석

하여 얻었다. 샘플은 마이크로피펫을 사용하여 샘플 컬렉터(collector)의 샘플링 

플리스(fleece)에 정확히 적용되었다. 샘플 컬렉터와 테스트 카세트를 조립한 

후, 마이크로피펫을 이용하여 버퍼 300 μL를 흡수 팁에 도포하였다. 분석 프로

토콜은 그림 1에 요약하였다.
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그림 1. 분석 프로토콜과 키트 구성 요소 및 명칭.

그림 1A. 분석 프로토콜.

그림 1B. 키트 구성 요소 및 명칭.
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  2.2.2. 분석 결과의 시간 의존성:

  시간 경과가 면역분석 결과에 미치는 영향을 알아보기 위해 스테레오 현미경

(SZ61TR, Olympus Corporation, Tokyo, Japan)을 사용하여 MMP-9 샘플을 키트

에 적용 완료한 후 매 1분 간격으로 20분간 자동으로 결과 창을 촬영하였다. 

모든 실험은 최소 세 번씩 반복 시행되었다. 실험실 내부와 현미경 광원의 조

도를 조도계(TES1339 Light meter pro, TES Electronical Electronic 

Corporation, Taipei, Taiwan)로 측정했고 배경 조도는 400 Lux로, 현미경의 광원은 

65000 Lux로 설정하였다.

  2.2.3. MMP-9 밴드 밀도 측정:

  각 이미지는 ImageJ(NIH, Bethesda, MD, USA)를 사용하여 분석되었으며(19) 

동일한 프로토콜을 사용하여 해석되었다. 촬영된 이미지는 흑백으로 변환하여 시

계 방향으로 90도 회전하여 측정했다. 테스트 라인의 밴드 밀도 측정 면적을 관

찰자가 같은 원칙에 따라 수작업으로 측정하였고 관찰자가 세 번 측정한 값에서 

평균을 구하였다.
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2.3. 검출한계평가:

  2.3.1. 농도계에 의해 평가된 검출 한계:

  분석의 검출 한계는 양성 테스트 라인(붉은색)을 생성하는 최저 농도로 정의

하였다. 분석의 양성은 테스트 라인 밴드 밀도 측정 플롯에서 피크가 검출되는 

경우로 정의하였다.
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2.4. 재현성:

  2.4.1. 분석 간 변산성:

  상용화된 MMP-9 현장검사는 분석 당 하나의 샘플만 사용할 수 있다. 따라서 

분석 간 변산성을 평가하기 위해, 고농도(500 ng/mL) MMP-9 샘플을 포함하는 

10 μL와 저농도(200 ng/mL) MMP-9 샘플을 포함하는 20 μL로 생성된 테스트 라인

의 밴드 밀도를 측정하였다. 실험은 두 개의 별도 배치(batch)(Lot number 

1804023, 샘플 컬렉터; Lot number 1805241, 테스트 카세트 및 Lot number 

1804133, 샘플 컬렉터; Lot number 1805241, 테스트 카세트)를 사용하여 6일 동안 

개별적으로 수행되었다. 12개의 서로 다른 분석에 사용된 12개의 샘플은 

rhMMP-9의 여섯 개의 개별 분주로부터 얻은 것이다. 분석의 재현성은 키트 분석

능력의 일관성을 검증하는 데 필수적이기 때문에 변이계수(CV, %)는 다음과 같이 

계산되었다.

변이계수(CV, %) = 표준편차(SD) / 평균 × 100

  2.4.2. 분석 내 변산성:

  분석 내 변산성은 분석 간 변산성과 같은 프로토콜을 사용하여 실험하였으나, 

단일 배치(Lot number 1804023, 샘플 컬렉터; Lot number 1805241, 테스트 카세트)

만 사용되었고 같은 날 6번 반복 시행되었다. CV 또한 앞서 설명한 바와 같이 계

산되었다.
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2.5. 데이터 처리 및 통계:

  통계분석은 개별 실험에서 수집된 데이터를 사용하여 시행되었다. 선형 용량-

반응 패턴을 확인하기 위해 결정계수 R2을 사용하였고 용매에 의한 밴드 밀도 

변화를 평가하기 위해 independent t-test를 사용하여 데이터를 분석하였다. 

통계분석은 SPSS 버전 12.0(IBM, Chicago, IL, USA)을 사용하여 수행되었고 

p<0.05에서 통계학적 유의성을 검증하였다.



- 10 -

3. 성 적

3.1. MMP-9 농도가 양성 및 밴드 밀도에 미치는 영향:

  3.1.1. ImageJ에 의한 검출 한계 분석 및 밴드 밀도 측정:

  rhMMP-9을 10 μL의 샘플 용량으로 키트에 적용하였을 때 각각 10분 및 20분 

경과에서 모두 50 ng/mL의 농도에서부터 양성의 테스트 라인을 밴드 밀도 분석

에서 확인할 수 있었다(그림 2A). 또한, 10 μL의 샘플 용량을 적용하였을 때 각 

농도에 따른 밴드 밀도의 결과는 선형 용량-반응 패턴을 보여주었다(그림 2C). 

rhMMP-9을 20 μL의 용량으로 키트에 적용한 경우, 25 ng/mL의 농도에서부터 10분

과 20분째 분석에서 모두 양성의 테스트 라인이 밴드 밀도 분석에서 검출되었다(그

림 2B). 테스트 라인의 밀도는 10분과 20분에서 500 ng/mL 농도의 샘플까지 

선형 증분 패턴(Linear incremental pattern)을 보였다(10분에서 R2=0.8529, 

20분에서 R2=0.8707, 그림 2D). 반면 500 ng/mL 이상의 농도를 키트에 적용

하였을 때 밴드 밀도는 포화하여 그 이상 증가하지 않았다(그림 2D). 그림 2

의 E와 F는 각각 10분, 20분에 상이한 농도의 rhMMP-9(10 μL, 20 μL의 샘

플 용량에서)에서 MMP-9 면역분석을 시각적으로 보여준다.
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그림 2. 농도계에 의해 평가된 농도-밴드 밀도 관계.

그림 2A. 10 µL의 rhMMP-9를 사용하여 50 ng/mL 이상의 농도에서 양성 테스트 

라인을 검출. 

그림 2B. rhMMP-9 20 mL를 사용했을 때, 25 ng/mL 농도에서 양성 밴드가 

검출 됨. 

그림 2C. 10 µL의 rhMMP-9을 사용하였을 때, 선형 용량-반응 관계(Linear 

dose-response relationship)를 보임(continued).
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그림 2D. 20 µL의 rhMMP-9를 사용하였을 때 500 ng/mL까지 선형 용량-반응 패턴을 

보이다가 500 ng/mL 이상에서는 밴드 밀도가 포화되어 더 이상 증가되

지 않는 양상을 보임. 

그림 2E. 10분과 20분에 MMP-9 면역분석 결과, 10 µL의 샘플에서 rhMMP-9의 

다른 농도의 대조와 테스트 라인의 촬영된 이미지. 

그림 2F. 10분과 20분에 MMP-9 면역분석 결과, 20 µL의 샘플에서 rhMMP-9의 

다른 농도의 대조와 테스트 라인의 촬영된 이미지. 
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3.2. 샘플의 양이 시간 경과에 따른 MMP-9 밴드 밀도의 변화에

미치는 영향:

  샘플의 용량이 검사의 시간 경과에 따른 밴드 밀도에 미치는 영향을 확인

하기 위해 10 μL에서 200 ng/mL rhMMP-9과 20 μL에서 100 ng/mL rhMMP-9

의 두 가지 개별 실험 결과를 비교했다. 이는 동일한 용질의 rhMMP-9가 샘

플 컬렉터에 적용되었으며 샘플의 용매량에만 차이가 있었다. 동일한 양의 

용질이 적용되었지만, 측정된 밴드 밀도는 시간이 지남에 따라 상이한 결

과를 나타냈으며 샘플 용량이 클수록 밀도가 빠르게 증가하며 높은 양상을 

보였다. 200 ng/mL(10 μL) 샘플을 적용한 결과는 20분까지 밴드 밀도는 완

만하게 증가하며 약한 밴드를 보여주었다(그림 3A). 반면 100 ng/mL(20 μ

L) 샘플의 결과는 20분에 더 높은 밴드 밀도를 보여주었고, 2분 후부터 즉

각적으로 밴드가 관찰되었다(그림 3C). 또한, 시간에 대한 밴드 밀도의 그래

프는 20분까지 곡선이 점차 평평해지는 전형적인 화학반응의 곡선을 보여주었다

(그림 3B & 3D).
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그림 3. MMP-9 면역분석의 시간 의존성 평가 및 용매량 의존성 양상.

그림 3A. 밴드 밀도는 샘플의 양(용매량)이 더 많을 때 더 높은 양상을 보임. 

샘플의 용매량이 많을수록 초기 측정에서부터 높은 밴드 밀도로 

시작하여 이후 높은 수준으로 유지되는 양상을 보임. 

그림 3B. rhMMP-9 200ng/ml, 10μL 샘플의 시간에 따른 밴드 밀도의 증가 

양상(continued).
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그림 3C. 분석에는 동일한 용질이 적용되었지만 샘플의 양이 많을수록 밴드 

밀도 측정값이 더 높은 양상을 보임. 

그림 3D. rhMMP-9 100ng/ml, 20μL 샘플의 시간에 따른 밴드 밀도의 증가 

양상(continued).
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그림 3E. rhMMP-9 농도와 샘플 용량의 관계. 같은 농도이지만 샘플의 총량

이 증가되면 밴드 밀도가 더 유의하게 증가하는 양상을 보임. 데

이터는 평균 ± SD로 표시.
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3.3. 용매의 양이 밴드 밀도에 미치는 영향:

  용매의 양이 밴드 밀도에 미치는 영향을 평가하기 위해 10 μL의 

rhMMP-9 50 ng/mL와 10 μL의 rhMMP-9 100 ng/mL를 사용하여 비교 실험을 

진행했다. 각각의 실험은 10 μL의 PBS를 샘플 컬렉터에 추가한 뒤 반복적

으로 시행하였고 결과는 샘플 컬렉터에 10 μL의 PBS를 추가하지 않고 50 

ng/mL 및 100 ng/mL의 MMP-9을 사용한 실험에서 얻은 결과와 비교했다. 샘

플 콜렉터에 10 μL의 PBS를 추가하면 rhMMP-9 50 및 100 ng/mL를 포함하

는 10 μL 샘플의 밴드 밀도가 증가했다(그림 4A & 4B).
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그림 4. MMP-9 면역분석의 부피 의존성.

그림 4A. PBS 첨가 유무에 따른 MMP-9 면역분석의 시각적 양상의 차이. 

그림 4B. 샘플링 플리스에 10 µL의 샘플(50 또는 100 ng/mL의 rhMMP-9)을 

처음 도포한 후 10 µL의 PBS를 추가. 추가된 PBS는 rhMMP-9의 밴

드 밀도를 50 또는 100 ng/mL 증가시킴(n=3). 데이터는 평균 ± 

SD로 표시되고 paired t-test를 사용하여 평가. 
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3.4. MMP-9 면역분석의 재현성:

  그림 5는 반복성 검증을 위한 시각적 표현과 계산된 매개변수를 보여준

다. 계산된 분석 간 CV 최솟값과 최댓값은 28.4%와 39.4%였고, 분석 내 CV

는 10분과 20분에 각각 24.7%, 51.4%로 나타났다(표 1).
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그림 5. 재현성을 위한 실험 및 데이터.

그림 5A. 서로 다른 샘플 농도와 용량(10 µL, 500 ng/mL rhMMP-9; 20 µL, 

200 ng/mL rhMMP-9)에서 inter-assay의 정밀도를 평가하는 데 사용

되는 MMP-9 면역분석의 시각적 외형. 

그림 5B. 서로 다른 샘플 농도와 용량(10 µL, 500 ng/mL rhMMP-9; 20 µL, 

200 ng/mL rhMMP-9)에서 intra-assay의 정밀도를 평가하는 데 사용

되는 MMP-9 면역분석의 시각적 외형.
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표 1. 서로 다른 샘플 농도와 용량에서 inter-assay와 intra-assay 

coefficient of variation
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4. 고 찰

  지난 수십 년간 안구건조증을 진단하는 다양한 진단법이 도입되었다. 현

재까지 안구건조증의 진단과 분류는 증상과 징후에 의존했지만, 증상과 징

후의 상관관계가 낮고 주관적 평가에 의한 편향이 발생하는 경향이 있었다

(20,21). 따라서 안구건조증에 대한 표준화된 진단방법은 물론, 안구건조

증 치료에 사용되는 약물의 치료 효능을 평가하는 보다 진보된 진단법의 

확립이 필요하다(22). 이러한 이유로 안구건조증의 병리학적 변화를 기반

으로 하는 눈물 고삼투압 및 눈물 MMP-9 현장검사(point-of-care test)가 

주목을 받았다.

  최근 안구건조증의 정성 진단을 위해 눈물 MMP-9 현장검사인 InflammaDry가 

도입된 이후 보고된 연구들에서는 본 검사가 안구건조증에 대한 정확한 진

단을 제공한다고 제시했지만, InflmmaDry와 같은 눈물 기반 진단법은 제한

된 눈물량에서 정확한 결과를 제시할 수 있어야 한다는 상당히 어려운 제한

점이 있다(7,16,22,23). 특히 중증의 안구건조증 임상 양상을 보이는 쇼그

렌 증후군, 안구 이식편대숙주병, 스티븐-존슨 증후군 등은 대부분 환자에

서 눈물 분비가 극히 감소하여 추가적인 조작 없이 충분한 눈물 표본을 얻

는 것이 매우 어렵다(24-28).

  InflammaDry는 직접적인 샘플링 미세 여과법을 기반으로 하는 일종의 측

방 유동 면역분석법이다. LFIA는 시료 혼합물에서 특정 분석 물질을 검출

하는 데 사용되는 종이 기반 플랫폼으로 샘플은 테스트 스트립에 배치되고 

결과는 5-20분 이내에 표시된다(29). 이 검사는 소변, 타액, 땀, 혈액

(30-33) 등 다양한 임상 샘플의 적용에 적합하며 특정 항원, 항체, 유전자 

증폭제 등을 검출할 수 있다(34-36). 시료를 샘플 패드에 놓고 접합된 검

출 항체와 접촉하면 항체는 표적 분석 물질과 결합하여 테스트 라인의 위

치로 이동한다. 접합된 표적 분석 물질은 테스트 라인에서 항-분석 항체에 

의해 포착된다. 이러한 유형의 분석은 액체 샘플에 대한 저렴하며 빠르고 

간단한 현장검사 결과를 제공하지만, 소량 또는 샘플의 유형에 따라 분석 
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신뢰성이나 결과가 매우 상이하게 변화할 수 있다(29). InflammaDry 면역

분석은 샘플링 플리스를 하안검 결막에 6-8회 두드린 후 추가로 5초간 부

드럽게 눌러 플리스를 포화시키는 방식으로 진행된다. 아래 눈물 띠의 부

피가 약 2.25 μL(37)인 것을 고려하면 이 지침은 적절한 것으로 판단된

다. 10분 후 테스트 라인에서 양성을 확인하면 일차적인 결과를 해석할 수 

있는데 임상의가 테스트 라인을 식별할 수 없는 경우, 키트의 사용지침서

에는 해석을 진행하기 전에 추가로 5분에서 10분 정도 기다리도록 권장한

다.

  저자는 이 부분에서 몇 가지 의문을 가졌는데 첫 번째로, 밴드 밀도에 

대해 양성으로 읽을 수 있는 농도 한계 기준의 정확성이다. 일관적이고 강

한 양성 밴드는 쉽게 양성으로 해석할 수 있지만, 매우 희미한 밴드는 검

사자의 주관에 따라 양성 또는 음성으로 다르게 해석될 수 있다. 두 번째

는 샘플 수집 후 용매를 추가하면 밴드의 밀도가 더 높아지는가 하는 것이

다. 또 농도계를 사용하여 밴드 밀도를 정량적으로 평가할 수 있는가 하는 

점이다. 분석 결과가 신뢰할 수 있고 재현 가능한 정량적 정보를 제공하는 

경우 임상 의사는 그 결과에 따라 다양한 항염증 치료를 시도할 수 있다. 

  본 연구에서 저자는 용질의 양이 같을 때 용매의 양이 다르면 다른 결과

를 낼 수 있음을 발견하였다. 면역분석에서 rhMMP-9 10 µL(200 ng/mL)와 

rhMMP-9 20 µL(100 ng/mL)를 테스트하였다. 분석 물질의 총량이 2ng으로 

동일하기 때문에 밴드 밀도가 동일하여야 하지만, rhMMP-9 20 μL(100 

ng/mL)의 밴드 밀도는 rhMMP-9 10 μL(200 ng/mL)의 두 배 가까이 증가된 

결과를 보였다. 또한, 샘플 채취 후 샘플링 플리스에 10 µL의 PBS를 추가

하였을 때 테스트 라인의 밴드 밀도가 크게 증가하였다. 이러한 것에 대한 

이유를 추정해 보면 LFIA에서 항원-항체 반응이 균등하게 일어나기 위해서

는 샘플과 그 성분이 샘플링 플리스에 고르게 분포되어야 한다. 그러나 샘

플의 양이 분석에 필요한 양보다 적으면 항원은 샘플링 플리스의 패드에 

고르지 않게 흡수된다. 이 경우 항원-항체 반응의 효율성이 저하되고 비색 

반응이 약해지게 된다. 따라서 샘플링 플리스에 용매를 첨가하면 샘플에 

존재하는 MMP-9가 플리스의 패드에 고르게 분포되어 항원-항체 반응의 효
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율이 높아져 좀 더 강한 비색 반응을 일으키게 된다(29). 이러한 결과는 

두 가지를 시사하는데, 하나는 눈물의 양이 매우 적으면 눈물 내의 MMP-9

의 농도가 높더라도 음성 또는 약양성의 결과가 나올 가능성이 크다는 것

이다. 다양한 안구건조증 유형 중에서 쇼그렌 증후군, 안구 이식편대숙주

병, 스티븐-존슨 증후군은 심각한 눈물 고갈을 유발하게 된다. 따라서 이

러한 환자들에서 MMP-9 현장검사는 눈물 내 MMP-9의 농도가 높음에도 불구

하고 음성 또는 매우 약한 양성 결과를 산출할 수 있다. 두 번째로, MMP-9 

면역분석 수행 시 점안 마취제를 사용할 수 없으므로 각막과 플리스의 접

촉으로 인한 통증으로 반사성 눈물분비를 유발할 수 있다. 이 경우 밴드 

밀도가 인위적으로 증가하기 때문에 눈물 내 MMP-9의 농도가 40 ng/ml 이

하라도 그 이상 농도의 밴드 밀도를 만들어 낼 수 있으므로 거짓 양성의 

결과로 해석될 수 있다. 이러한 분석 시 부피 의존성은 정확한 해석을 위

해 환자의 눈물 양 평가에 세심한 주의를 기울여야 함을 의미한다. 또한, 

개인이 생성하는 모든 눈물 샘플의 양이 일관적이지 않기 때문에 분석에서 

정량적 결과를 생성할 가능성은 거의 없다고 볼 수 있다(29,38). 본 연구

의 실험 결과와 이전에 보고된 논문의 임상 결과(Lanza et al.)를 비교분

석 했을 때 안구건조증 그룹과 정상 그룹 간의 MMP-9 양성에 차이는 발견

되지 않았던 것도 이러한 이유일 것으로 추측된다. 또 통계적으로 유의한 

차이는 없었지만 MMP-9 면역분석 양성 그룹에 대한 쉬르머 테스트 점수가 

음성 환자 그룹보다 높다는 것을 발견했다(39,40). 이러한 결과는 MMP-9 

면역분석에서 생성된 양성 결과에서 눈물의 양이 중요한 역할을 한다는 것

을 보여주는 본 연구의 결과와 일치한다.

  이전 연구에서는 안구 표면 염증이 확인된 안구건조증 환자에서 항염증 

치료에 대한 반응을 예측하기 위해 면역분석의 유용성을 조사하였다(16). 

이 연구에서는 염증의 중증도를 구분하기 위해 밴드 밀도의 반정량적 평가

를 사용했다. MMP-9 면역분석의 밴드 밀도가 안구 표면의 염증 정도에 비

례하여 증가하는지 확실하지 않기 때문에 rhMMP-9의 정량적 측정 방법으로

서 농도계의 사용에 대하여 검토하였다. 10 µL의 샘플량에 대한 분석 결

과, 밴드 밀도는 선형 농도-의존적(Linear concentration-dependent) 증가 
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양상을 보였다. 그러나 밴드 밀도는 20 µL의 샘플량에서 500 ng/mL 이상의 

농도에서 완전히 포화 되었다. 이러한 테스트 라인에서 특정 농도를 초과

하는 항-분석 항체의 완전 포화는 LFIA의 일반적인 한계점이다. 앞서 언급

한 바와 같이 샘플의 양은 수집 방법이나 검사자의 숙련도, 기저질환 등에 

따라 달라지기 때문에 밴드 밀도는 눈물 내 MMP-9의 정확한 농도를 반영하

지 않는다. 게다가 우리의 결과는 낮은 재현성을 보여 샘플의 양을 세밀하

게 통제하더라도 밴드 밀도가 MMP-9의 높거나 낮은 수준을 정확하게 반영하

지 못한다는 것을 보여준다. 그러나 환자에게서 보인 강한 밴드는 높은 

MMP-9 농도 또는 환자의 심한 안구 표면 염증의 존재를 간접적으로 시사하

므로 신속한 항염증 치료가 뒤따라야 한다. LFIA 기반 테스트 장치는 질병 

선별, on/off(양성/음성) 검사, 제한된 반정량적 평가를 위한 적절한 전략

으로 인식되므로, 이러한 목적으로만 본 검사를 사용하는 것이 바람직하다. 

  InflammaDry 키트 지침은 반응 시간을 크게 강조하지 않는다. 그림 3과 

같이, 20분간의 테스트 후에도 밴드 밀도의 지속적인 증가가 관찰되었다. 

따라서 거짓 양성을 줄이기 위해 검사를 수행할 때 20분을 초과하지 않는 

것이 적절할 수 있다. 

  검체의 부피 의존성으로 인해, 시판되는 눈물 MMP-9 면역분석법인 

InflammaDry는 눈물의 MMP-9 농도에 대한 제한된 정량 정보를 제공한다. 

샘플의 양은 일반적인 대상에서도 40 ng/mL 이상의 농도에서 MMP-9를 적절

하고 정확하게 검출하는 데 가장 중요한 요소가 된다. 10 µL 미만의 눈물 

샘플은 거짓 음성 결과를 생성할 수 있지만, 20 µL 이상의 눈물 샘플은 거

짓 양성 결과를 생성할 수 있다. 따라서 임상의는 결과의 정확한 해석을 

위해서 눈물의 양이 중요하다는 점을 명심해야 한다. 
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5. 요 약

  안구건조증을 객관적으로 진단하기 위해 새롭게 개발된 InflammaDry는 눈물

에서 활성형 및 잠재형 금속단백분해효소 9(Matrix Metalloproteinase 9, 

MMP-9)을 검출하도록 설계된 일회용 면역분석법이다. 이는 10 µL의 눈물로 

10분 이내에 40 ng/mL 이상의 MMP-9을 검출하여 안구건조증을 진단하게 되어

있다. InflammaDry가 MMP-9의 눈물 내 농도를 정량적으로 반영할 수 있다면 

염증의 경중을 판단하는 데 효과적인 역할을 할 수 있으며 단순한 진단을 넘

어 환자의 치료결과를 판단할 수 있다. 본 연구에서는 검사에 소요되는 시간

과 MMP-9의 농도, 검체량이 검사의 결과에 미치는 영향을 조사하여 본 검사

의 특성을 분석하고자 하였다.

  재조합 인간(Recombinant human, rh) MMP-9를 PBS로 계대희석하여 각 농

도의 rhMMP-9을 10, 20 µL의 검체량으로 키트에 적용했다. 각 결과의 밴드 

사진을 촬영하고 각 이미지는 ImageJ 프로그램으로 밴드의 밀도를 측정하였으

며 동일한 프로토콜로 해석하였다. 

  10 µL의 샘플량에서는 전형적인 선형 용량-반응 증가 패턴을 보였고 20 µL

의 샘플량에서는 선형 용량-반응 패턴을 보이다가 500 ng/mL부터 발색반응

이 포화되는 양상을 보였다. 같은 용질의 rhMMP-9을 적용하였을 때 밴드 밀

도는 용매의 양에 비례하여 유의하게 증가하였다. 또한, rhMMP-9의 용질의 

양이 같더라도 용매의 양이 많으면 밴드 발색반응이 더 빠르게 일어났다.

  본 연구에서는 샘플량이 검출 한계에 영향을 미친다는 것을 확인하였으며 

용질의 양이 같지만, 용매의 양이 다르면 다른 결과가 도출됨을 발견하였다. 

따라서 안구건조증 환자의 MMP-9 현장검사 시행 시 정확한 결과해석을 위해 

환자의 눈물량을 반드시 고려하여야 한다.
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(Abstract)

  This experiment, using by a commercially available tear MMP-9 

in-situ immunoassay, validated the tear matrix metalloproteinase 9 

(MMP-9) point-of-care test and elucidate the characteristics of assay 

that could affect the results of its interpretation in vitro. To 

elucidate the effect of sample volume, 10 and 20 μL of recombinant 

human (rh) MMP-9 diluents at concentrations of 0, 12.5, 25, 50, 100, 

200, 500, and 1000 ng/mL were applied. Test line of result window was 

photographed with a stereomicroscope mounted camera at every minute 

for 20 minutes and each image was analyzed by ImageJ densitometry. 

After applying 10 μL of test sample, all positive result of test 

lines were identified at 50 ng/mL concentration after 10 and 20 

minutes. With 20 μL of sample volume, all test line were identified 
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a concentration of 25 ng/mL by ImageJ after 20 minutes. With 10 μL 

of sample volume, densitometry results of bands showed linear 

dose-response pattern. By 20 μL sample, bands showed linear pattern 

increment until 500 ng/mL, but fully saturated after 500 ng/mL. MMP-9 

in-situ immunoassay showed sample volume dependency on detecting same 

concentration of rhMMP-9. To interpret the result of MMP-9 in-situ 

immunoassay properly, tear volume must be regarded.
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눈물 기질 금속단백분해효소 9 

현장면역 검사의 실험적 검증

김    하    림

계명대학교 대학원

의학과 안과학 전공

(지도교수  전  종  화)

(초록)

  본 저자는 눈물 MMP-9 현장검사를 실험적으로 검증하고 이의 결과 또는 

해석에 영향을 미칠 수 있는 요인을 식별하고자 하였다. 이 실험은 

상용화된 눈물 MMP-9 현장검사인 InflammaDry 를 사용하여 수행되었다. 

샘플의 용량에 의한 영향을 조사하기 위해 10 또는 20 μL 용량의 

rhMMP-9 을 0, 12.5, 25, 50, 100, 200, 500, 1000 ng/mL 농도로 키트에 

적용하였다. 키트 결과창의 시험선(test line)을 입체현미경에 결합 된 

카메라를 통해 매분, 20 분까지 촬영하였고 각각의 이미지는 ImageJ 

프로그램을 이용하여 분석하였다. 또한, 키트의 검출 한계와 분석 

재현성도 함께 조사하였다. 50 ng/mL 농도의 rhMMP-9 10 μL 를 키트에 

적용하였을 때 ImageJ 밴드 밀도측정결과는 10 분, 20 분에 모두 양성으로 

확인되었다. 10 μL 의 MMP-9 을 농도별로 키트에 적용하였을 때 밴드 

밀도측정계는 선형 용량-반응 패턴(Linear dose-response pattern)을 
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나타내었다. 20 μL 의 MMP-9 을 농도별로 키트에 적용하였을 때 밴드 밀도 

측정 결과는 500 ng/mL 의 농도까지 선형 용량-반응 패턴을 보이다가 500 

ng/mL 부터 발색반응이 더 이상 증가하지 않는 포화 양상을 보였다. 동일한 

용질을 포함하는 MMP-9 시약에서 용매의 양이 두 배가되었을 때 밴드 

밀도의 측정 결과는 크게 증가하였다. 결론적으로 MMP-9 현장 면역검사의 

밴드 밀도 측정 결과는 샘플의 양에 따라 크게 변동되는 양상을 보였고 

임상적으로 MMP-9 현장 면역검사 결과를 해석함에 있어 눈물량에 주의를 

기울여야 한다.
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