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ABSTRACT
Inflammatory mediators has been recognized as an important role in the pathogenesis 
of rheumatoid arthritis (RA). IL-17 is increasingly recognized as an important regulator 
of immune and inflammatory responses, including induction of proinflammatory 
cytokines and osteoclastic bone resorption. Evidence of the expression and proinflamma-
tory activity of IL-17 has been demonstrated in RA synovium and in animal models 
of RA. However, the signaling pathways that regulate IL-17 production remain unknown. 
In the present study, we investigated the role of the phosphatidylinositol 3 kinase 
(PI3K)-Akt pathway in the regulation of IL-17 production in RA. PBMC were separated 
from RA (n=24) patients, and stimulated with various agents (anti CD3, anti CD28, 
PHA, ConA, IL-15). IL-17 levels were determined by sandwich ELISA and RT-PCR. 
The production of IL-17 was significantly increased in cells treated with anti-CD3 
antibody, PHA, IL-15 or MCP-1 (P＜0.05). ConA also strongly induced IL-17 
production (P＜0.001), whereas TNF-alpha, IL-1beta, IL-18 or TGF-beta did not. IL-17 
was detected in the PBMC of patients with osteoarthritis (OA) but their expression levels 
were much lower than those of RA PBMC. Anti-CD3 antibody activated the PI3K-Akt 
pathway and activation of the PI3K-Akt pathway resulted in a pronounced augmentation 
of nuclear factor kappaB (NF-κB). IL-17 production by activated PBMC in RA is 
completely or partially blocked in the presence of NF-κB inhibitor PDTC and PI3K- 
Akt inhibitor, wortmannin and LY294002, respectively. Whereas the inhibition of AP-1 
and extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2 did not affect IL-17 production. 
These results provide new insight into that PI3K/Akt and NF-κB dependent signal 
transduction pathway could be involved in the overproduction of key inflammatory 
cytokine, IL-17 in rheumatoid arthritis. (Immune Network 2002;3(4):310-319)
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서      론

  류마티스 관절염(Rheumatoid Arthritis)은 관절 내 대식

세포 및 T세포 등 염증세포의 침윤 및 활막의 이상증식

(hyperplasia)을 특징으로 하며, 분비되는 염증성 사이토

카인들이 관절 파괴에 중요한 인자로 작용한다고 알려

져 있다(1). 특히 류마티스 관절염에서 IL-1, TNFalpha에 

대한 항사이토카인 치료가 임상에서 성공을 거두면서 

사이토카인의 중요성이 더욱 대두되고 있고, 핵심적인 

사이토카인의 봉쇄가 향후 류마티스 관절염의 치료제 

개발에서 중요한 이슈로 대두되고 있다. 

  류마티스 관절염 관절의 염증유발에 주된 역할을 할 

것으로 주목이 된 사이토카인은 림프구들의 광범위한 

활성화 물질로 알려진 IL-2, IFNgamma, TNFalpha, IL-1과 

같은 사이토카인들이었다. 그러나 TNFalpha, IL-1과 달

리 IL-2, IFNgamma와 같은 T세포 의존적 사이토카인의 

농도가 류마티스 관절 조직 내에서는 높지 않다는 것이 

밝혀져 T세포의 역할에 대해 의문이 제기되어왔다(2). 

그러나 저자들의 이전 연구에서 항원 특이 T세포 증식

을 밝힌 바 있고, Th1 사이토카인 편중성을 확인한 바 

있어 T세포의 역할에 대해 새로운 각도에서 연구의 필

요성이 요구된다(3). 류마티스 관절염에서 T세포와 대식

세포 및 단핵구를 따로 분리시켜 생각하기는 힘들고 이

들 세포의 상호작용에 의해 염증 반응이 증폭될 것으로 

여겨진다.

  대식세포에서 분비되는 IL-15는 류마티스 관절 조직 

내에서 T세포를 활성화시킨다는 것이 알려졌고(4,5), 사

이토카인 또는 항원과의 결합으로 자극이 된 T세포로 

부터 분비되어 염증 반응의 증폭에 기여하는 사이토카

인의 생성과 조절기전에 대한 연구도 꾸준히 진행되어 

오고 있다. IL-17는 주로 CD4+T세포에서 분비하는 염

증성 사이토카인으로 알려져 있으며 류마티스 관절염에

서도 관절염증 반응에 관여하는 것으로 많이 알려진

TNFalpha, IL-1과 같은 사이토카인처럼 관절파괴와 염증

유발 과정에 기여할 것으로 생각되는 사이토카인으로 

최근 새롭게 주목받고 있다. 최근까지 연구 결과에 의해 

IL-17은 RANKL receptor를 통한 골흡수세포(osteoclast)

를 활성화시켜 연골조직을 파괴시키는 데 관여하는 사이

토카인으로 알려져 있다(6). 또한 활막세포에서는 IL-6

와 leukemia inhibitory factor (LIF) 생성을 유도하고 연골

세포에서는 prostaglandinE2 (PGE2)와 nitric oxide (NO)의 

생성을 유도하며 수지상 세포에서는 세포의 분화와 활

성을 촉진시킬 수 있는 다양한 기능이 있는 물질로 알려

져 있다(7-9). IL-17은 골관절염 환자와 비교했을 때 류마

티스 관절염 환자의 활액과 혈액에서 더 많이 생성이 되

는 것을 확인할 수 있었고(10), CD4+T세포가 주된 공급

원 역할을 하는 것으로 증명이 되고 있다(11). 앞선 연구 

결과로 류마티스 관절염에서 IL-17의 역할이 확인되고 

있으나, IL-17 생성에 관련된 세포 내 신호 전달 기전에 

대해서는 아직 알려진 것이 많지 않다. 이러한 IL-17의 

생성과 조절 기전에 대한 연구는 류마티스 관절염의 발

병 기전에 대한 이해와 새로운 치료적 접근을 가능케 할 

것으로 생각된다. 본 연구에서는 류마티스 관절염 환자

의 말초혈액 단핵구에서 다양한 자극을 통한 IL-17의 생

성능을 조사하고 이러한 생성을 조절하는 세포내 신호

전달 기전을 알아보고자 하였다. 

대상 및 방법

대상. 강남성모병원에 내원하여 진단된 한국인 류마티

스 관절염 환자 24명을 대상으로 하였으며 대조군으로 

골관절염 환자 14명 정상대조군으로는 질환이 없는 건

강한 성인 14명을 대상으로 하였다. 각 군의 대상자의 

성별은 여성이 80%이며, 나이는 류마티스 관절염군과 

골관절염군은 50±8세이며 정상대조군은 30±6세이다.

시약. 사용한 자극제로는 purified anti-human CD3 (BD 

Biosciences Pharmingen, USA), purified anti-human CD28 

(BD Biosciences Pharmingen, USA), PHA (SIGMA, USA), 

ConA (SIGMA, USA)를 사용하였고 사이토카인으로는

IL-15 10 ng/ml (R&D, USA), IL-1beta 10 ng/ml (endogen, 

USA), TNFalpha 10 ng/ml (Peprotech, ENGLAND), IL-18 

10 ng/ml (R&D, USA), TGFbeta 10 ng/ml (R&D, USA)을 

사용하였다. 케모카인으로는 MCP-1 10 ng/ml (R&D, 

USA), MIP-1alpha 10 ng/ml (R&D, USA), MIP-1beta 10 

ng/ml (R&D, USA), IL-6 10 ng/ml (R&D, USA), IL-8 10 

ng/ml (R&D, USA)을 사용하였다.

  Inhibitor들로는 PDTC (NF-κB inhibitor), DEX (NF-κB 

pathway blocker), Curcumin (AP-1 inhibitor), LY294002 

(PI3K inhibitor), wortmannin (PI3K inhibitor), CsA, FK506 

(calcineurin pathway blocker, NF-AT), Rapamycin (prevent 

IL-2 dependent lymphocyte activation), SB203580 (MAPK 

P38 inhibitor), PD98059 (MAPK P42/44 inhibitor) 등을 사

용하였다.

류마티스 관절염 환자의 말초 혈액 단핵세포 분리와 

배양. 류마티스 관절염 환자로부터 말초혈액 단핵세포 

(peripheral blood mononuclear cells, PBMC)는 heparin으로 

처리한 주사기를 이용하여 혈액을 채취한 후 Ficoll- 

Paque
TM 
(Amersham Biosciences, SWEDEN)를 이용하여

centrifuge gradient법으로 분리하였다(12). 실험에 사용된 

세포들은 56oC에서 1시간 동안 불활성화된 10% 우태아 

혈청, penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 ug/ml)이 포

함된 세포 배양액(RPMI 1,640, Gibco BRL, USA)을 첨가

하여 배양하였다. 혈액을 PBS (Phosphate-Buffered Saline)

와 1：1로 섞어 Ficoll과 혈액+PBS을 1：4의 비율로  

Ficoll층이 흐트러지지 않게 50 ml tube에 천천히 띠운 다
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음 혈액을 2,000 rpm, 30분간 원심 분리하였다. Buffy 

coat층만을 따서 새 tube에 담은 후 PBS로 세척하고 세포 

수를 세어 5×105개씩을 48 well plate (NUNCTM, Denmark)

에 넣어주고 anti-CD3, anti-CD28, PHA, ConA, 그밖의 여

러 사이토카인(IL-15, IL-1beta, TNFalpha, IL-18, TGFbeta)

과 케모카인(MCP-1, MIP-1alpha, MIP-1beta, IL-6, IL-8)으

로 자극하여 24시간 동안 37
o
C 배양기에서 배양하였다. 

위와 같은 방법으로 inhibitor들을 1시간 전처리 후 anti- 

CD3로 자극하였다. 

Sandwich ELISA. Sandwich ELISA용 96 well plate 

(NUNC, Denmark)에 capture monoclonal IL-17 Ab (R&D, 

USA) 4 ug/ml로 50 ul/well씩 넣고 4oC, 밤새 반응시킨 다

음 차단용액(1%BSA/PBST)을 200 ul/well씩 넣고 실온에

서 2시간 반응시킨다. Standard로는 recombinant human 

IL-17 (R&D, USA)을 이용하여 10 ng/ml∼15.6 pg/ml 농

도를 사용하였다. Standard와 함께 측정할 세포 배양 상

층액을 50 ul/well씩 넣고 실온에서 2시간 반응시켰다. 

well을 세척용액(0.05% Tween20/Phosphate-Buffered Sa-

line)으로 4번 세척하고 Biotinylated goat-anti-human IL-17 

Ab (R&D, USA)를 100 ng/ml로 희석하여 50 ul/well씩 넣

어 실온에서 2시간 반응시킨 후 세척용액으로 4번 세척

하였다. 마지막으로는 ExtraAvidin-Alkaline Phosphatase 

conjugate (SIGMA, USA)를 1：2,000으로 희석하여 50 

ul/well씩 넣고 실온에서 2시간 반응시키고 세척 후 

PNPP (Fluka, Phosphate Disodium Salt Hexahydrate)/DEA 

용액(Diethanolamine 97 ml, NaN3 0.2 g, MgCl2․6H2O 0.1 

g, 1차 증류수 800 ml)을 1 mg/ml 농도로 녹여 50 ul/well

씩 넣어 20∼30분 후 0.2 N NaOH로 반응을 멈추고 405 

nm 파장에서 흡광도를 측정하였다(13,14).

RNA분리와 IL-17의 역전사 효소-PCR. 류마티스 관절

염 환자로부터 말초혈액 단핵세포 1×10
6
개의 세포를 세

포 배양액 1 ml에 넣어 24 well plate (costar, Cambridge, 

MA)에 부유한 후 anti-CD3로 자극하여 12시간 동안 

37
o
C 배양기에서 배양하였다. 위와 같이 처리한 세포로

부터 총 RNA를 RNA zol B (TELTEST, USA)를 이용하여 

추출하였다. 

  추출한 총 RNA를 주형으로 cDNA를 만들었으며 

Diethyl Pyrocarbonate (DEPC) 증류수에 용해되어 있는 2 

ug의 RNA에 Oligo (dT) (Invitrogen, USA) 1μl와 10 mM 

dNTP mixture (TakaRa, JAPAN) 1μl를 가하고, 65
o
C의 수

조에 5분간 방치한 후 바로 얼음에 담가 급냉시켰다. 4

μl의 5× first strand (TakaRa, JAPAN), 2μl 0.1 M DTT 

(TakaRa, JAPAN), 1μl Ribonuclease Inhibitor (TakaRa, 

JAPAN)와 혼합하고, 총 반응액이 20μl가 되도록 증류수

를 가하였다. 37oC로 2분간 반응시킨 후 1μl M-MLV 

Reverse Transcriptase
99
 (TakaRa, JAPAN)를 더하고 37

o
C 

50분, 70oC 15분 반응시켜 cDNA를 얻었다. 이렇게 생성

된 cDNA 산물을 이용하여 중합효소 연쇄반응을 시행하

였다. 

  본 실험에 사용한 IL-17, glyceraldehyde-3- phosphate 

dehydrogenase (GAPDH)의 시발체는 모두 Genotec Co 

(Korea)에서 구입하였고 염기 서열은 IL-17 (sense; ATG 

ACTCCTGGGAAGACCTCATTG, antisense; TTAGGCC 

ACATGGTGGACAATCGG), GAPDH (sense; CGATGCT 

GGGCGTGAGTAC, antisense; CGTTCAGCTCAGGGAT 

GACC)을 사용하였다.

  PCR 과정 중 각각 서로 다른 양으로 역전사된 cDNA

와 PCR cycle 수를 변경하면서 PCR을 시행하여 대수적

으로 증가하는 cDNA양과 PCR cycle 수를 결정하였다. 

PCR을 위한 반응 화합물은 총 25μl가 되도록 하였고 용

액의 조성은 2.5μl의 10×reaction buffer (10 mM Tris- 

HCl, pH 8.3; 15 mM MgCl2; 50mM KCl; TakaRa, JAPAN), 

0.5 mM의 dNTP (TakaRa, JAPAN), 최종 각각 1 M의 두

가지 시발체, 1.25 unit의 Taq DNA polymerase (TakaRa, 

JAPAN)를 함유한 용액 내에 1μl의 역전사된 cDNA를 

첨가한 후 시행하였다. 증폭을 위해 Takara PCR Thermal 

Cycler (TakaRa, JAPAN)를 사용하였다. 변성을 위해서 

94oC에서 1분간, annealing은 GAPDH에서 56oC에서 1분, 

IL-17에서도 56
o
C에서 1분간, 신장을 위해서 72

o
C에서 1분

간의 과정을 GAPDH에서는 25회, IL-17에서는 30회씩 반

복하였다. 음성 대조군으로 추출한 cDNA 대신 증류수를 

사용하여 시행한 PCR 반응에서 GAPDHPCR 산물이 관찰

되지 않도록 하여 PCR 오염이 없음을 확인하였다(15).

Electrophoresis mobility shift assay (EMSA). 류마티스 

관절염 환자로부터 말초혈액 단핵세포에서 핵 추출물 

(nuclear extract)를 얻었으며 NF-κB 활성화를 유도하기 

위해 류마티스 관절염 환자로부터 말초혈액 단핵세포에 

anti-CD3 (10 ug/ml)와 anti-CD28 (1 ug/ml), ConA (10 

ug/ml), PHA (5 ug/ml)로 1시간 동안 자극하였다. Human 

IL-17전구체에 존재하는 double stranded oligonucleotide 

probe는 IL-17 (NF-κB) sense: 5'-ATG ACC TGG AAA 

TAC CCA AAA TTC-3', IL-17 (NF-κB) antisense: 

5'-GAA TTT TGG GTA TTT CCA GGT CAT-3'; IL-17 

(AP-1) sense: 5'-CTC ATT GGT GTC ACT GCT AC-3', 

IL-17 (AP-1) antisense: 5'-GTA GCA GTG ACA CCA 

ATG AG-3'을 사용하였다. [γ-32P]dATP를 T4 polynucleo-

tide kinase (TakaRa, Japan)와 purified using NucTrap col-

umns (Stratagene, USA)를 사용해 5'-end에 32P를 Label시

켰다. NF-κB binding 반응은 2 ug의 핵 추출물과 400,000 

cpm 정도로 label 된 oligonucleotide를 binding buffer들과 

총 10μl로 맞춰 실온에서 30분간 반응시켰다. DNA-pro-

tein complex는 5% polyacrylamide gel에 전기영동하였으

며 전기영동 후 gel은 건조시켜 X-ray film (AGFA, 

Belgium)으로 -70oC, 12시간 동안 감광시켰다(16).
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Supershift assay. Supershift assay는 specific antibodies 

(p65, p50, 그리고 c-Rel)를 사용하여 확인하였다. p65, 

p50, c-Rel (Santa Cruz Laboratory, USA)를 protein과 probe

를 더하기 전에 미리 1μl로 실온에서 20분 동안 반응시

켰다(16).

Western blot. 전기영동은 12% SDS-PAGE (sodium do-

decyl sulfate polyacrylamide gel)을 사용하였고 전기영동

시 한 lane에 가하는 시료는 세포 수 1×107으로 부터 추

출된 양이 되게 조절하였다. 

  전기영동 후 젤은 nitrocellulose 흡착지(Amersham Pha-

rmacia Biotech, Germany)를 사용하여 4oC, 100 volt, 150 

mA로 2시간 동안 단백을 이동시켰다. 전기영동을 끝낸 

후 흡착지를 분리해 내어 차단용액(5% fat free skim milk 

in Tris-Buffered Saline)에 담가 실온에서 1시간 반응시켰

다. 차단용액을 버리고 세척용액(0.01% Tween20/Tris- 

Buffered Saline)으로 차단용액을 세척하였다. 흡착지를 

꺼내어 1：1,000으로 희석한 항Akt 항체(cell signaling, 

USA) 또는 항Phospho-Akt 항체(cell signaling, USA)로 

4
o
C, 밤새 반응시키고 흡착지를 꺼내어 세척용액으로 3

회 세척하였다. 항체 희석액으로 HRP (horseradish perox-

idase)가 부착된 goat anti-rabbit IgG (PIERCE, USA)로 

1：1,000으로 희석한 후 실온에서 1시간 동안 반응시켰

다. 흡착지를 꺼내어 세척용액으로 4번 세척하고 Supe-

rsignal west Pico Chemiluminescent Substrate (PIERCE, 

USA)의 용액 1, 2를 1：1로 섞어서 흡착지에 반응시키

고 X-ray film (AGFA, Belgium)에 노출시켜 항체 결합 신

호를 확인하였다(17).

T cell 증식반응. 96 well microtiter plate에 류마티스 관절

염 환자로부터 말초혈액 단핵세포를 각각 2×105개씩 넣

고 PHA, ConA, IL-15, anti-CD3를 10 ug/ml로 자극하여 

24시간 배양한다. 배양 종료 16시간 전에 
3
H-thymidine 

(NEN, Boston MA)을 0.5 uCi씩 넣어 주었다가 세포를 수

집한 후 beta counter (Packard Instrument Co., Downers 

Grove, IL)로 동위원소 양을 측정한다. T 림프구 증식반

응의 결과를 나타내는 자극지수(stimulation index, S. I.)

는 자극한 세포의 동위 원소량을 자극하지 않은 세포의 

동위 원소량으로 나눈 값이며, S. I. 값이 2 이상인 경우

를 양성 증식반응(positive proliferative response)으로 간

주하였다(18).

통계적 유의성의 검증. 실험 결과는 평균표준오차로 표

현하였으며 통계적 유의성은 SPSS 통계 프로그램(ver-

sion 10.0)을 사용하여 student's t-test를 실시하였고 P값

이 0.05 이하일 때 통계적으로 유의하다고 분석하였다.

결      과

류마티스 관절염(RA), 골관절염(OA), 정상인(Normal)

의 말초혈액 단핵세포에서의 IL-17생성능 조사. RA, 

OA, Normal로부터 말초혈액 단핵세포를 분리하여 in 

vitro상에서 T세포을 자극한 뒤 IL-17생성의 차이를 

ELISA로 조사하였다. 이 때 T세포의 자극제로 PHA (5 

ug/ml)를 사용하였다(Fig. 1). 자극을 하지 않은 말초혈액 

세포에서는 RA (62 pg/ml±31), OA (43 pg/ml±19), nor-

mal (43 pg/ml±10)에서 IL-17의 생성의 차이가 통계적으

로 의미가 없었으나 PHA로 자극 후 IL-17의 생성은 RA

에서 자극 전후로 비교하여(62 pg/ml±31 vs. 768 pg/ml

±295, P＜0.001) 크게 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 

또한 동일한 자극 후 OA (463 pg/ml±211 vs. 768 pg/ml

±295, P＜0.05)와 normal (241 pg/ml±29 vs. 768 pg/ml±

295, P＜0.05)에 비하여 RA에서 IL-17의 생성능이 증가 

되어있는 것을 확인하였다.

류마티스 관절염 환자 말초혈액 단핵세포를 mitogen

이나 T세포 수용체를 통하여 자극한 후 IL-17 생성효

과. Mitogen과 TCR자극에 의한 류마티스 관절염 환자 

말초혈액 단핵세포에서의 IL-17의 생성을 비교해 보고

자anti-CD3와 anti-CD28, ConA 또는 PHA로 자극하여 

IL-17생성을 ELISA로 알아보았다. TCR을 자극하는 

anti-CD3의 자극 농도로는 1, 5, 10 ug/ml을 사용하였으며 

그 결과 농도 의존적으로 IL-17 (62 pg/ml±4, 98 pg/ml±

19, 155 pg/ml±24)의 생성이 증가하는 것을 알 수 있었

다. 또한 보조자극 인자로 알려진 anti-CD28을 anti-CD3

와 함께 자극하였을 때 anti-CD3 단독으로 자극했을 때

보다 IL- 17 (96 pg/ml±51, 149 pg/ml±10, 211 pg/ml±6)

의 생성이 부가적으로 증가한 것을 확인할 수 있었으며, 

이 때 농도 의존적인 경향은 anti-CD3 단독으로 처리하

였을 때와 비슷하였다(Fig. 2A). 일반적으로 알려진 자극

농도 anti-CD3 (10 ug/ml)와 anti-CD28 (1 ug/ml)에서는 자

극 전과 비교하여 IL-17생성이(211 pg/ml±6 vs. 42 pg/ml

±11, P＜0.05) 의미있게 증가됨을 확인하였다.

  T세포 mitogen으로 알려진 ConA, PHA로 자극하였을 

Figure 1. Levels of IL-17 in PBMCs from RA, OA patients and
Normal. EachPBMCs were stimulated for 24 h with or without
PHA (5 ug/ml). The levels of IL-17 were measured in culture 
supernatants by ELISA. Data are expressed as the means±SEM.
One representative result of five independent experiments is 
shown. The student's t test was used for statistical evaluation of
the results. 
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때 IL-17의 생성을 살펴보면 anti-CD3와 anti-CD28로 자

극했을 때와 비교하여(825 pg/ml±76 vs. 211 pg/ml±6, 

P＜0.05) (599 pg/ml±111 vs. 211 pg/ml±6, P＜0.05) 2∼

4.5배 가량 더욱 증가하였다(Fig. 2B, C).

류마티스 관절염 말초혈액 단핵세포에서 사이토카인, 

케모카인 자극을 통한 IL-17 생성효과. 말초혈액단핵

세포에서 염증성 사이토카인이나 케모카인들에 인해 

IL-17 생성이 변화하는지 알아보고자 하였다. 자극하지 

않은 세포에 비하여 IL-15 (10 ng/ml)으로 자극한 후에는

(31 pg/ml±11 vs. 58 pg/ml±17 P＜0.05) IL-17의 생성이 

증가되었으나, IL-1beta (10 ng/ml)로 자극한 군(46 pg/ml

±5)이나 TNFalpha (10 ng/ml), IL-18 (10 ng/ml), TGFbeta 

(10 ng/ml)로 자극한 군(26 pg/ml±7, 34 pg/ml±11, 36 

pg/ml±13)에서는 IL-17의 생성이 자극을 통하여 증가하

지 않은 것을 확인하였다(Fig. 3A). 10 ng/ml의 MCP-1을 

처리하였을 때 자극 전과 비교하여(62 pg/ml±42 vs. 31 

pg/ml±11 P＜0.05) IL-17의 생성이 의미있게 증가되었

으며, IL-6 (10 ng/ml)로 자극하였을 때에도 자극 전과 비

교하여(50 pg/ml±10 vs. 31 pg/ml±11 P＜0.05) IL-17의 

생성이 증가되었다. 반면에 IL-8 (10 ng/ml), MIP-1alpha 

(10 ng/ml), MIP-1beta (10 ng/ml)로 자극한 경우에는 33 

pg/ml±7, 27 pg/ml±12, 31 pg/ml±8로 자극에 의한 효과

가 거의 나타나지 않았다(Fig. 3B). 다음은 IL-15, IL- 

1beta, MCP-1과 같은 사이토카인이나 케모카인을 T세포 

Figure 2. Mitogen stimulation of IL-17 protein. 
This plot represents the mean levels of IL-17 
protein in response to mitogens. AntiCD3 (1, 5,
10 ug/ml) plus antiCD28 Ab (1 ug/ml) (A); 
ConA (1, 5, 10 ug/ml) (B); PHA (1, 5 ug/ml)
(C); Nil, unstimulated PBMCs. The levels of 
IL-17 were measured in culture supernatants by 
ELISA.
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Figure 3. Production of IL-17 by PBMCs from RA patients. A. 
Production of IL-17 by cytokine induction. PBMCs from RA 
patients were stimulated for 24 h with IL-15 (10 ng/ml), IL-1beta
(10 ng/ml), TNFalpha (10 ng/ml), IL-18 (10 ng/ml), and 
TGFbeta (10 ng/ml). The levels of IL-17 were measured in 
culture supernatants by ELISA. Each value represents the mean 
±SEM of three independent experiments. B. Production of 
IL-17 by chemokine induction. PBMCs were cultured in the 
presence of MCP-1 (10 ng/ml), MIP-1alpha (10 ng/ml), 
MIP-1beta (10 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml), and IL-8 (10 ng/ml).
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수용체를 통한 자극과 함께 자극하였을 때 IL-17의 생성

에 미치는 부가적인 효과를 조사하였다(Fig. 4).

  Anti-CD3 (1 ug/ml) 단독으로 T세포 수용체를 자극한 

것과 비교해 anti-CD3 (1 ug/ml)에 IL-1beta (10 ng/ml)을 

동시에 처리했을 때는(63 pg/ml±11 vs. 131 pg/ml±28 P

＜0.05)으로 IL-17의 생성이 의미있게 증가하였다. MCP- 

1이나 IL-15의 경우에도 단독으로 자극한 경우에 비하여 

anti-CD3와 동시에 자극하였을 때(71 pg/ml±42 vs. 110 

pg/ml±33, P＜0.05), (57 pg/ml±17 vs. 81 pg/ml±27, P＜

0.05) 증가하는 것을 각각 확인할 수 있었다. 따라서 

IL-1beta의 경우에는 단독으로 자극한 경우에는 자극하

지 않은 경우와 비교하여(31 pg/ml±13 vs. 46 pg/ml±5) 

IL-17의 생성이 증가되는 것을 확인할 수 없었으나 T세

포 수용체를 통한 자극과 IL-1beta를 동시에 자극하였을 

경우 단독으로 자극하였을 때와 비교하면(131 pg/ml±28 

vs. 46 pg/ml±5, P＜0.005) 의미 있게 증가됨을 확인할 

수 있었다.

류마티스 관절염 말초혈액 단핵세포에서 신호전달 기

작에 관련된 저해제들에 의한 IL-17 생성 억제 효과. 

IL-17의 생성이 미치는 세포에 신호전달 기작에 대한 연

구는 NF-κB와 MAPK에 관련하여 보고되고 있으나, 

IL-17이 어떤 신호전달 기작을 통해 생성이 조절되는 지

에 대해서는 보고된 바가 없다. 따라서 다양한 세포 신호

전달 기작에 관련된 저해제들을 처리하여 IL-17의 생성

을 ELISA로 조사하였다(Fig. 5). 말초혈액 단핵세포에 

anti-CD3 (5 ug/ml)와 NF-κB inhibitor로 알려진 PDTC나 

DEX를 처리할 경우 anti-CD3 단독으로 처리한 경우에 

비하여 각각(38 pg/ml±5 vs. 98 pg/ml±19 P＜0.005), (54 

pg/ml±11 vs. 98 pg/ml±19 P＜0.05)으로 감소되는 것을 

확인하였고, PI3K inhibitor인 LY294002와 wortmannin의 

경우에도 anti-CD3 단독으로 처리한 경우에 비하여 각각 

(38 pg/ml±10 vs. 98 pg/ml±19 P＜0.005), (48 pg/ml±4 

vs. 98 pg/ml±19 P＜0.05)으로 IL-17의 생성이 억제되는 

것을 확인하였다. 그밖에 calcineurin inhibitor로 알려진 

CsA와 FK506을 사용하였을 때도 T세포수용체 자극을 

통한 IL-17의 생성을 감소시켰으며 MAPK P38 inhibitor

인 SB203580 역시(47 pg/ml±22 vs. 98 pg/ml±19 P＜

Figure 4. Combined effects of antiCD3 (1 ug/ml) plus IL-15 
(10 ng/ml), IL-1beta (10 ng/ml) or MCP-1 (10 ng/ml) on the
expression of IL-17 protein. RA PBMCs were cultured for 24 
h in the presence of cytokines (IL-15, IL-1beta) or chemokine 
(MCP-1), and the concentrations of IL-17 in culture supernatants
were determined. Measurements were made on PBMCs from 
four different patients. 
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Figure 5. Effects of protein kinase inhibitors and antirheumatic
drug on anti CD3-triggered IL-17 production by PBMCs from 
RA patients. PBMCs pretreated for 1h with PDTC, curcumin, 
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Figure 6. Effects of LY294002 or PDTC on an anti CD3 
antibody-triggered IL-17 mRNA expression by PBMCs from RA
patients. PBMCs were cultured with unstimulated (lane 1), 
antiCD3 Ab (1 ug/ml) (lane 2), antiCD3 Ab (10 ug/ml) (lane
3) plus LY294002 (20uM) (lane 4) or PDTC (lane 5) for 12h.
Total RNA (2µg) was used for cDNA synthesis in a volume 
of 20µl; 1µl of the synthesized cDNA was used for RT-PCR 
as described. 25 ul PCR reaction product was separated on an
agarose gel containing ethidium bromide. The relative intensities
of the bands were visualized in UV light. 
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0.05) IL-17의 생성을 감소시킨다는 사실을 아울러 확인

할 수 있었다. 그러나 IL-2에 반응하는 T세포의 증식을 

억제하는 면역억제제인 rapamycin, MEK-1 억제제인

PD98059을 사용할 경우(104 pg/ml±3 vs. 98 pg/ml±19 

P＜0.05), (106 pg/ml±12 vs. 98 pg/ml±19 P＜0.05) IL-17 

생성에는 거의 영향을 미치지 못하는 것을 확인할 수 있

었다. 우리가 사용한 저해제들에 의한 세포의 독성 효과

는 없었다(data not shown).

류마티스 관절염 말초혈액 단핵세포에서 IL-17 mRNA

발현. 지금까지 IL-17생성을 ELISA로 단백질 수준에서

조사하였으나 다음은 mRNA 수준에서도 확인하기 위하

여 RT-PCR을 수행하여 조사하였다(Fig. 6). 그 결과 

anti-CD3에 의한 IL-17 mRNA의 생성은 농도 의존적으로 

증가하였으며, anti-CD3와 PI3K inhibitor인 LY294002 혹

은 NF-κB inhibitor인 PDTC로 같이 처리하였을 때는 자

극하지 않은 군만큼 IL-17의 mRNA 생성이 감소된 것으

로 나타났다. 

IL-17 전구체에 존재하는 NF-κB, AP-1 활성화 효과. 

IL-17 생성 효과를 보인 유도제를 사용하여 생성된 IL-17

이 NF-κB나 AP-1 경로에 의존적인지 확인하기 위하여 

EMSA를 시행하였다. Anti-CD3와 anti-CD28, ConA, PHA

나 IL-15으로 자극하여 IL-17 전구체에 존재하는 NF-κB

를 활성화시켰다. Fig. 7에서 보는 바와 같이 anti-CD3와 

anti-CD28 (lane 2), PHA (lane 4)로 자극한 군에서 IL-17

에 대한 NF-κB 활성화는 자극하지 않은 군(lane 1)에 비

해 증가하였으며, ConA (lane 3), IL-15 (lane 5) 또한 증가

한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 7). 이 중 anti-CD3에 의한 

자극이 NF-κB binding activity 중 특정 아형에 의한 증가

로 이루어졌는가를 알아보기 위해 supershift assay를 시

행하였다. 이 때 사용한 antibody로는 p65, p50, c-Rel Ab

를 사용하여 시행하였고, 그 결과 p65, p50에서 shift된 

band가 나타났다. 그러나 c-Rel은 전혀 shift되지 않았다 

(data not shown). 다른 Transcription factor인 AP-1을 통해

서도 활성화되는지 확인한 결과 anti-CD3와 anti-CD28, 

ConA, PHA, IL-15으로 자극하여도 IL-17에 의한 AP-1 활

성화에는 아무런 변화가 없었다(data not shown).

자극을 통한 IL-17 생성에 미치는 PI3K/Akt 신호전달 

경로 활성 효과. 신호전달 경로에 관련된 억제제들을 처

리하여 IL-17을 측정한 결과 PI3K/Akt 전달 경로 저해제

들(LY294002, wortmannin)에 의해 IL-17 생성이 억제되

는 것을 확인하였다(Fig. 5). 이러한 ELISA 결과를 토대

로 자극을 통한 IL-17 생성이 PI3K 경로에 관여되어 있

는지 알아보기 위해서 PI3K downstream에 존재하는 Akt

와 인산화된 Akt의 변화를 시간별로 western blot으로 조

사하여 보았다(Fig. 8).

  이 모든 변화는 자극하지 않은 조건과 anti-CD3로 자

극한 조건 그리고 anti-CD3와 LY294002를 같이 처리한 

조건에서 조사되었다. Fig. 8에서 보는 바와 같이 10분간 

처리한 조건에서는 자극하지 않은 조건이나 anti-CD3에 

의한 자극조건이나 anti-CD3에 LY294002를 처리한 조건

에서 인산화된 Akt band의 차이를 보이지 않았지만, 30

분 이후부터는 anti-CD3에 의한 자극 효과가 나타나기 

시작하여 1시간째에서는 anti-CD3에 의한 자극효과뿐만 

아니라 LY294002에 의한 억제 효과가 가장 큰 것으로 

보였으며 그 후 2시간, 4시간에서도 LY294002에 의한 억

제 효과가 지속된다는 사실을 확인할 수 있었다. 이때 

변화를 보인 인산화된 Akt band와는 달리 대조군으로 사

Figure 7. Effects of antiCD3 plus antiCD28, mitogen, or 
cytokine on NF-κB complex in nuclear extracts of RA PBMCs.
NF-κB activity in the absence (lane 1) or presence antiCD3 Ab
plus antiCD28 (lane 2), ConA 10 ug/ml (lane 3), PHA 5 ug/ml
(lane 4), and IL-15 10 ng/ml (lane 5). Supershift assay of NF-κB
site using antibodies against p65 (lane 6), p50 (lane 7). Cells 
using supershift assay were pre-stimulated with antiCD3 plus 
antiCD28. Arrows denote labeled oligonucleotide band shifted
upon NF-κB binding. 
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Figure 8. Phosphorylated Akt activation in response to IL-17 
inducer. PBMCs were cultured with unstimulated (lane 1), 
antiCD3 Ab (10 ug/ml) (lane 2) or antiCD3 Ab (10 ug/ml) plus
LY294002 (20 uM) (lane 3) for 10 to 120 minutes. Cell lysates
were analyzed for Akt activation by western blot analysis of total
and Ser473-phosphorylated Akt (P-Akt) using specific antibodies.
P-Akt level was compared with each time point, after nor-
malization to Akt and beta actin in same sample. A represen-
tative of 3 separate experiments is shown.
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용된 Akt와 beta actin band는 변화가 없는 것을 확인하

였다. 가장 효과를 보인 1시간째에서는 anti-CD3 이외

에도 PHA나 ConA, IL-15과 같은 자극 조건에서도 인

산화된 Akt band가 증가되었으며, 이러한 Akt의 활성은 

LY294002뿐만 아니라 wortmannin과 PDTC와 같은 역제

제를 사용했을 때 억제효과를 보인 것을 아울러 확인할 

수 있었다(data not shown). 

고      찰

  T세포에서 생성이 되는 것으로 알려진 IL-17은 Th1 유

형의 사이토카인으로 염증반응을 촉진하는 인자들의 생

성을 유도하는 것으로 알려져 있다. 하지만 이러한 IL-17 

생성의 조절 기작에 대한 연구는 거의 보고된 내용이 없

다. 그렇지만 최근까지도 다양한 세포에서 IL-17의 역할

은 많이 조사되고 있다. 염증세포의 비정상적인 증식을 

통한 염증 과반응이 초래되는 질환으로 류마티스 관절

염은 특히나 관절 내에 자가항원을 인지하는 T세포의 

과다증식을 통해 관절 내로 이러한 세포들이 침윤되는 

것이 특징이다. 따라서 이러한 T세포들이 분비하는 염증

성 사이토카인과 케모카인의 연구가 병인연구에 중요하

다고 생각할 수 있다. 이러한 사이토카인 중 T세포에서

만 특이적으로 유도되는 사이토카인의 생성이 오히려 

높지 않은 것으로 밝혀지면서 T세포 특이적인 새로운 

사이토카인의 연구가 필요 시되고 있다(2).

  본 연구에서는 류마티스 관절염의 말초혈액세포를 분

리하여 ConA나 PHA와 같은 자극제, 다양한 사이토카인

이나 케모카인, 직접 T세포 수용체를 통한 자극 등으로 

IL-17의 생성능을 조사하고 이러한 생성이 유도되는 과

정에 관여하는 신호전달 기작을 알아보고자 하였다. 

  이전의 보고에서도 IL-17은 류마티스 관절염 환자군

의 혈액과 활액에서 모두 골관절염 환자군에 비해서 증

가되어 있다고 보고된 바 있다(10). 말초혈액에서 분리

한 단핵세포에서 PHA와 같은 자극제로 자극시킬 경우 

대조군에 비해서 의미있게 IL-17의 생성이 증가되는 것

을 확인할 수 있었다(Fig. 1). PHA나 ConA와 같은 여러 

세포를 활성화시킬 수 있는 자극제뿐만 아니라 anti-CD3 

antibody를 이용한 T세포 수용체를 직접 자극했을 때에

도 농도 의존적으로 IL-17의 생성이 증가되는 것을 확인 

할 수 있었다(Fig. 2). 이러한 세포의 자극을 통한 IL-17의 

생성은 세포수의 증가를 통한 것이 아니라 세포 자체의 

활성이 증가되어 사이토카인 생성능이 증가된 것이라는 

것을 세포증식반응으로 확인하였다(data not shown). 

IL-17의 생성은 아직까지는 T세포에서 특이적으로 생성

이 되는 사이토카인으로 알려져 있다. 특히 T세포 중에

서도 CD4+ T세포에서 생성이 되는 것으로 알려져 있으

며 또한 이러한 CD4+ T세포의 활성은 항원 특이적인 

세포의 활성이 많이 일어나기 때문에 항원에 반응하는 

T세포의 활성을 통해 생성이 된다는 보고도 있다(20). 본 

연구팀에서도 관절염 마우스모델인 CIA 마우스에서 관

절염 자가항원의 하나로 연구되고 있는 콜라젠으로 T세

포를 자극할 경우 IL-17의 생성이 의미있게 증가되는 것

을 확인할 수 있었다(24,25). 관절에서 T세포를 포함한 

많은 세포들은 과다증식하며 많은 사이토카인과 케모카

인을 생성하게 되는데 이렇게 생성된 것들이 분비되면 

이들은 다시 다른 세포를 활성화시킬 수 있다. IL-15은 

관절의 활액과 조직에서 많이 존재하며 T세포를 자극하

여 IL-17을 증가시킨다는 보고가 있었다(4). 우리는 IL- 

15을 포함하여 류마티스 관절염군에서 증가되어있는 사

이토카인과 케모카인을 처리하여 IL-17의 생성을 조사

하였다. IL-15과 MCP-1은 직접 IL-17의 생성을 증가시켰

으며(Fig. 3) T세포 수용체와 동시에 자극하였을 경우 

IL-17의 생성이 더욱 증가하였다(Fig. 4). 반면에 TNF- 

alpha나 IL-1beta와 같이 염증 촉진인자로 알려진 사이토

카인들은 IL-17의 생성을 직접 증가시키지는 못했다(Fig. 

3). MCP-1은 T세포의 활성을 직접 증가시킨다는 보고는 

없으나 단핵세포나 대식세포를 활성화시켜 간접적으로 

T세포의 활성을 유도할 수 있을 것으로 생각된다. 염증

성 신호 전달체로서의 IL-17의 역할에 대해서는 이미 다

른 논문에서도 보고된 바가 있다. IL-17을 처리한 bovine 

chondrocyte는 NO의 생성을 증가시킬 뿐만 아니라 PKA, 

JNK, ERK 1/2 signal이 관련되어 있다고 보고하고 있다. 

또한 TRAF 2와TRAF 6가 결핍된 마우스의 embryonic fi-

broblast를 사용한 동물 모델에서 TRAF 6는 NF-κB와 

JNKcascade를 통한 IL-17 signal에 있어 중요한 매개자로 

보고하였다(19). 따라서 IL-17에 의한 세포의 활성에 NF-

κB나 MAPK 신호전달 경로가 연구되고 있다(21). 관절

염 환자의 활막세포를 IL-17으로 자극하면 NF-κB와 

p38/MAPK 같은 신호전달 경로가 활성화되면서 IL-6나 

IL-8 같은 사이토카인이 증가된다는 보고가 있다. 또한 

MMP (Matrix Metallo Protenase)를 활성화시켜 골조직파

괴에도 관여할 것으로 생각된다(23). 그렇지만 어떤 신호

전달 경로를 통하여 IL-17의 생성이 유도되는지에 대해서

는 아직까지 보고된 바가 없다. 우리는 먼저 신호 전달을 

억제할 수 있는 각 경로의 특이적인 억제제를 사용하여 

IL-17의 생성을 조절해 보았다. 먼저 NF-κB와 PI3K의 

신호전달 경로 억제제인 PDTC와 LY294002, wortman-

nin에 의해서 IL-17의 생성이 억제되는 것을 확인할 수 

있었으며(Fig. 5) 류마티스 관절염 환자의 치료에 사용하

고 있는 calcineurin 억제제인 CsA도 IL-17의 생성을 억제

시킬 수 있었다. 따라서 이러한 IL-17의 생성은 NF-κB

와 PI3K 경로에 의존적인 것으로 생각된다. 직접 IL-17의 

전구체에 존재하는 NF-κB 표지자를 찾아 EMSA를 시행

한 결과 NF-κB의 활성이 직접 증가된다는 것을 확인할 

수 있었다. Supershift assay를 통해 NF-κB의 유형으로 
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p50과 p65가 확인되었으며(Fig. 7), c-rel은 나타나지 않았

다. AP-1은 전혀 활성되지 않는 것을 확인하였다 (data 

not shown). 또한 PI3K/Akt 신호전달 경로를 직접 확인해

본 결과 1시간째 가장 유의하게 증가되며 2시간이 지나

면서 서서히 활성유형이 사라지는 것을 확인할 수 있었

다(Fig. 8). 이 때 CsA에 의한 IL-17의 생성억제 효과에서

도 역시 NF-κB와 PI3K/Akt 신호전달 활성을 억제하는 

것으로 확인되어, 이전에 보고되지 않은 새로운 결과로 

해석된다. 따라서 현재 이 부분에 대해서는 연구를 진행

하고 있다. NF-κB의 경우 류마티스 관절염을 비롯한 수

많은 질환에서 염증유발인자를 생성하고 촉진하는 전사

인자로서 대표적으로 알려져 있다. 많은 질환 연구군에

서 이러한 NF-κB의 활성을 이해하고 조절하는 방법을 

찾기 위해서 연구 중에 있다. 특히나 류마티스 관절염은 

염증유발인자들의 과다 발현이 질환진행을 더욱 악화시

키므로 이를 조절하는 것은 병인을 이해하고 치료하는 

데 큰 부분이 될 것이다. 최근 많은 논문들에서 PI3K/Akt 

신호 전달에 대한 연구가 활발히 진행 중이다. PI3K/Akt 

역시 어느 특정 세포에서만 유도되는 것이 아니라 다양

한 세포에서 활성이 일어나는 것으로 알려지고 있는데 

아직까지 류마티스 관절염 환자군 연구에서는 그러한 

보고가 미진한 상태이다. PI3K/Akt 통한 신호전달이 NF-

κB나 MAPK 같은 전사인자들의 활성을 촉진시킨다는 

보고는 나오고 있다(22). 결론적으로 류마티스 관절염에

서 IL-17은 혈액이나 활액에서 증가되어 있으며(4) 혈액

에서 분리한 단핵세포에서는 세포의 자극 정도에 따라 

IL-17의 생성능이 더욱 증가되는 것을 확인 할 수 있었

다. IL-17은 T세포에서 생성이 되는 사이토카인으로 우

리는 T세포를 직접 자극하여 IL-17의 생성을 관찰하였

고 뿐만 아니라 말초혈액에 있는 단핵세포 중 T세포 외

에 다른 세포들까지 자극했을 경우 T세포 특이적인 자

극에 비하여 10배 이상의 IL-17의 생성능을 확인 할 수 

있었다. 이는 류마티스 관절염에서 혈액이나 활액에 있

는 많은 종류의 세포들이 서로 신호를 전달하고 자극하

여 T세포에서 IL-17의 분비를 더욱 촉진시킬 수 있는 것

으로 생각된다. 또한 이러한 T세포에서 IL-17의 생성은 

PI3K/Akt 신호전달 경로를 통하여 NF-κB 전사인자를 

활성화시킴으로 해서 생성이 되는 것을 확인할 수 있었

다. 이러한 IL-17의 생성은 류마티스 관절염 환자의 활막 

조직에서 다른 염증성 인자들의 발현을 유도하고 골조

직 파괴 등을 유발하여 병의 진행을 도모하는 것으로 생

각되는바 이 사이토카인의 생성 기전을 파악하고 억제

할 수 있는 방안을 모색한다면 더욱 활발한 치료 효과를 

기대할 수 있을 것으로 생각된다. 또한 자가항원에 특이

적인 과반응을 동반하는 관절염 환자의 T세포의 활성기

전을 이해하는 데 도움이 될 것으로 기대한다.
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