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서      론

  섬유모세포는 체내에 널리 분포하고 있는 결합조직세

포로서 같은 조직 내의 다른 세포형으로 항상 분화할 수 

있는 능력을 가지고 있으며 오랜 시험관 내 배양을 거친 

후에도 아주 안정된 표현형을 유지하고 있다(1,2). 면역

반응이 조절되는 기전을 연구하기 위한 최근의 모델들

은 좀 더 확장된 면역계에 관심을 두고 있으며 여기에서

는 기질세포들이 선천성 면역에서 후천성 면역으로의 

전환에 중요한 역할을 수행하고 있다. 섬유모세포를 자

극하면 즉시 싸이토카인, 케모카인, 그리고 prostaglandin 

E2 등을 생산해 내며, CD40-CD40L의 상호작용을 통하

여 침윤된 혈액세포의 행동을 조절하는 능력을 가지고 

있음이 알려져 있다(3). 정상적으로는, 위험신호가 조직

내에 상주하는 세포인 대식세포와 섬유모세포 등을 자

극하면 이들 세포들로부터 케모카인이 생산되며, 그 결

과로 염증세포가 모여들고 급성 염증반응이 개시되어 

후천성 면역반응의 경과를 거친다(4).

  극성을 띠지 않은 상태의 T 세포로부터 T helper (Th) 
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ABSTRACT
Background: Fibroblast functions both as a structural element and as a vital 
immunoregulatory cell. Fibroblasts regulate inflammation through governing of 
chemokine expression. In order to elucidate the mechanisms by which the expressions 
of chemokines were regulated, the co-stimulatory effects of Th1 and proinflammatory 
cytokines were compared using nasal mucosal fibroblasts. Methods: Human nasal 
mucosa was obtained from surgery for septal deviation and the growth of fibroblasts 
was established. Fibroblasts from 4th to 6th passage were stimulated with various 
combinations of cytokines. To inhibit selected signaling pathways, fibroblasts were 
pretreated with cyclosporin A, wortmannin, staurosporine, and dexamethasone prior to 
the stimulation with cytokines. The supernatants were collected and chemokines were 
detected with a sandwich enzyme-linked immunosorbent assay. Results: TNF-α/IFN-
γ-induced production of RANTES was inhibited by all inhibitors used. MCP-1 was 
produced constitutively and TNF-α-induced or TNF-α/IFN-γ-induced production of 
MCP-1 was not inhibited by cyclosporin A or wortmannin, but by stauroporine or 
dexamethasone. All inhibitors used in this experiment inhibited TNF-α/IFN-γ-induced 
or IL-1β/IFN-γ-induced production of MCP-2 in nasal mucosal fibroblasts. Although 
staurosporine or dexamethasone showed strong inhibitory effects, cyclosporin A or 
wortmannin did not inhibit the production of MCP-3 by IL-1β/IFN-γ treatment. 
Conclusion: Chemokines were strongly induced by stimulation of cytokines in 
combination and showed different pattern of inhibition by the inhibitors. Therefore, it 
was assumed that cytokines acted on multiple pathways or on unknown pathways which 
converged to gene-specific transcription factors. (Im m u ne N etw ork  2003 ;3(1):61-68)
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1 또는 Th2 세포로의 전환은 T 세포반응의 중심축을 형

성하며 감작 단계에서 존재하는 싸이토카인들의 조합은 

최종적으로 효과 T 세포로부터 생산되는 싸이토카인의 

양상을 결정하게 된다(5). 비강에 존재하는 섬유모세포

는 비용형성 및 비강의 알레르기 질환에서 중요한 역할

을 수행하며 아토피 질환을 가진 사람의 국소 점막으로

부터 여러 백혈구에 대해 특이성을 가지는 케모카인들

이 과발현된다는 사실이 알려져 있다(6). 비점막 유래의 

또는 폐조직 유래의 섬유모세포를 이용한 일련의 실험

들에서 Th1 싸이토카인과 Th2 싸이토카인의 혼합처치

가 특정한 조합으로 작용할 경우, 각종 케모카인이 서로 

다른 양상으로 발현되고 생산됨이 일부 보고되었다(7,8).

  현재까지 여러 싸이토카인의 자극에 의한 케모카인의 

발현이나 생산의 양상들에 대한 연구들이 여러 세포 종

류들에 대하여 이루어져 왔으나 어떤 기전을 통하여 일

어나는지에 대해서는 많이 연구되어 있지 않다. 최근 

regulated upon activation, normal T cell expressed and 

secreted (RANTES)와 eotaxin 유전자의 촉진자에 대한 연

구에서 이들 싸이토카인들에 의해 촉진자 역에 존재

하는 nuclear factor-kappa B (NF-κB)나 signal transducer 

and activator of transcription (STAT)과 같은 전사인자들

의 결합이 일어나고 그 결과로서 이들 케모카인 유전자

의 전사가 증가하는 것이 알려진 바 있다(9-11). 싸이토

카인에 의한 케모카인의 발현 양상은 반응하는 세포나 

싸이토카인의 조합에 따라 반응하는 양상이나 반응 정

도가 아주 다르다. 뿐만 아니라 특정 싸이토카인의 자극

에 의해 특정 전사인자가 작용하여 케모카인의 발현에 

개입하기까지의 여러 신호 전달과정을 명확하게 밝혀주

는 연구가 별로 진행되어 있지 않다. 따라서 이들 신호 

전달과정에 대한 정보는 장차 케모카인에 의해 일어나

는 생리적 또는 병리적 현상들을 조절할 수 있는 가능성

을 열어 준다는 의미에서 어떤 신호전달과정이 케모카

인의 발현이나 생산에 개입하고 작용하는가를 확인하는 

작업은 중요한 의미를 가지고 있다.

  본 연구에서 저자는 섬유모세포에 작용하여 각종 케

모카인을 유도하는 것으로 알려져 있는 대표적인 싸이토

카인인 interferon (IFN)-γ, tumor necrosis factor (TNF)-α 

및 IL-1β 등을 이용하여 이들에 의해 케모카인이 조절

되는 기전을 확인하고자 하 다. 이들 싸이토카인에 의

해 비점막 섬유모세포로부터 유도된 케모카인이 세포 

내의 여러 신호전달 과정에 작용하여 억제효과를 나타

내는 것으로 알려져 있는 약제들을 처리하 을 때 어떠

한 양상으로 억제되는가를 확인함으로써 케모카인이 조

절되는 기전을 알아보고자 하 다.

재료 및 방법

비점막유래 섬유모세포의 배양. 인체 비점막 조직은 

비중격 만곡의 교정을 위해 수술하는 환자에게서 동의

를 얻은 다음 하비갑개로부터 수술중에 채취하 다. 비

점막조직을 2∼4 mm 정도로 잘게 자른 다음 Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM; GIBCO, NY, USA) 완

전배양액을 가하여 직경 10 cm 배양접시상에서 배양하

다. DMEM 완전배양액은 DMEM에 2%의 우태아혈청 

(GIBCO, NY, USA), 1%의 페니실린-스트렙토마이신, 

L-glutamine이 함유된 것으로 하 으며 5% CO2 존재하

에 37oC에서 배양하 다. 약  3∼4주 후 섬유모세포의 

성장이 확립되었을 때 점막조직 덩어리를 제거하고 제 

1차 계대배양을 실시하 다. 배양용기 바닥에 부착된 세

포는 0.05% trypsin 및 0.02% ethylenediaminetetraacetic 

acid로 떼어내고 phosphate buffered saline (PBS)으로 세척

한 다음 DMEM 완전배양액으로 배양하 다. 배양접시

의 바닥에 섬유모세포가 100% 차지하게 되면 다음 계대

배양을 실시하 으며 4∼6대째로 계대배양한 섬유모세

포를 실험에 사용하 다(8).

비점막 섬유모세포의 싸이토카인 자극. 75 cm2 플라스

크(Falcon)에서 배양한 인체 비점막 유래의 섬유모세포

를 최종적으로 직경 35 mm 배양접시(Greiner, Germany)상

에서 5대째 계대배양하여 바닥에 100% 차게 되면 cy-

closporin A (최종농도: 0.1μg/ml), wortmannin (100 nM), 

staurosporine (100 nM), dexamethasone (2×10-7 M)을 각

각 18시간씩 전처치하 으며 그 후 이들 섬유모세포를 

여러 종류의 싸이토카인으로 처리하 다. 본 실험에 사

용된 싸이토카인들은 모두 R&D사(Minneapolis, MN, 

USA)에서 구입하여 사용하 다. MCP계열의 케모카인

을 확인하기 위하여 TNF-α, IFN-γ 그리고 IL-1β 등을 

단독으로 혹은 여러 가지 조합으로 처치하 다. RANTES

의 발현을 확인하기 위하여 Th2 싸이토카인인 IL-4와 

IL-13을 병행하여 처치하 다. 사용한 싸이토카인의 최

종 농도는 TNF-α와 IL-1β는 10 ng/ml이었으며 나머지 

싸이토카인들의 경우에는 20 ng/ml이었다. 싸이토카인

으로 자극한 다음 24시간이 경과한 후 배양상청액을 수

거하여 -70oC에 보관하 다가 면역효소측정법으로 측

정하 다.

역전사-중합 연쇄반응. 비점막 유래 섬유모세포로부터

의 역전사 중합 연쇄 반응(reverse transcription-polymerase 

chain reaction, RT-PCR)은 역전사 kit (Takara, Japan) 및 

중합 연쇄 반응 kit (Takara, Japan)/(Clontech, Palo Alto, 

CA, USA)를 이용하여 실시하 다. Total RNA의 추출을 

위해 TRIZOL (mono-phasic solution of phenol and guani-

dine isothiocyanate: Life Technologies, Grand Island, NY, 

USA)을 이용하 으며, TRIZOL 1 ml당 5×106 세포를 가
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하 다. RNA를 추출한 다음, 3μg의 total RNA를 역전사 

반응액(MgCl2 5 mM, 1 x RNA PCR buffer, dNTP 1 mM, 

RNase inhibitor 1 unit/μl, oligo dT 0.125μM, AMV RTase 

0.25 unit/μl)과 혼합하여 42
o
C에서 1시간 동안 반응시켜 

cDNA를 합성하 다. 합성한 cDNA를 10배 희석한 다음 

2∼5μl를 중합 연쇄 반응액과 혼합하여 glyceraldehyde- 

3-phosphate dehydrogenase (G3PDH)-특이 시발체를 이용

하여 반정량적인 PCR을 시행하 으며 RT-PCR 증폭 

산물은 1.2% agarose gel상에서 분석하 다. 실험에 사

용한 시발체의 염기 서열 및 증폭 산물의 크기는 다음

과 같다.

  G3PDH forward：5'-ATCACCATCTTCCAGGAGCG-3'/ 

reverse：5'-GATGGCATGGACTGTGGTCA-3' (324 bp)

RANTES forward: 5'-CCTCCGACAGCCTCTCCACA-3'/ 

reverse：5'-GTGTAAGTTCAGGTTCAAGGA (350 bp)

Chemokine 단백질의 측정. RANTES와 MCP의 생산량

을 sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

법으로 측정하 다. RANTES와 MCP-1의 측정은 ELISA 

kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)를 이용하 다. 

MCP-2 및 MCP-3는 capture 항체와 detection 항체(R&D 

Systems)를 별도로 구입하여 ELISA plate를 준비하 다. 

ELISA용 plate (Nalge-Nunc, Rochester, NY, USA)를 각각

의 싸이토카인 capture 항체로 coating하여 4oC에서 16시

간 처리하 다. 이때 항체의 농도는 coating buffer (PBS) 

1 ml당 1μl이었다. Plate 바닥에 고정되지 않은 여분의 

capture 항체를 씻어낸 다음 각 plate를 37oC에서 2% 

BSA-PBS로 blocking하 다. Blocking 후 plate를 PBS- 

Tween 20 (0.05%; v/v)으로 씻어내고 검체를 50μl씩 

duplicate로 가하 다. 재조합 MCP들의 표준곡선은 케모

카인의 농도를 측정하기 위하여 사용되었다. 각 plate들

을 세척한 다음 biotin을 결합시킨 rabbit 항-싸이토카인 

항체를 가하 다. 30분 후 세척하고 streptavidin-pero-

xidase를 가한 다음 30분간 더 처리하 다. 세척 후 발색 

기질을 가하고 ELISA reader로 측정하 다. MCP-1에 대

한 실험의 민감도는 5 pg/ml 다. 모든 기준치는 duplicate

로 측정하 고 결과는 3회에 걸친 독립적인 실험치 중 대

표적인 수치를 나타내었다. 이들 실험치는 ANOVA로 비

교하 고 P value＜0.01를 유의성이 있다고 간주하 다.

결      과

비점막 섬유모세포에서의 RANTES 발현 및 억제. 

RANTES는 정상 섬유모세포 배양에서는 거의 생산되지 

않으나 Th1 싸이토카인들인 TNF-α/IFN-γ의 혼합처리

에 의해 현저하게 mRNA의 발현과 단백질의 생산이 증

가하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 이를 확인하

기 위해 먼저 RANTES의 발현이 유도되는 것을 RT-PCR

을 통해 확인하 다(Fig. 1A). RT-PCR을 시행한 결과에

Figure 1. Effects of cytokines on the mRNA expression and 
production for RANTES in nasal mucosal fibroblasts (NMF). 
Confluent monolayers of NMFs were stimulated with IL-4 (20 
ng/ml), IL-13 (20 ng/ml), TNF-α (10 ng/ml), and IFN-γ(20 
ng/ml). These cytokines were used alone or in combination for
24 hours. (A) mRNA expression of RANTES. (B) RANTES 
levels in the supernatants of cells. Co-stimulation with TNF-α
/IFN-γ showed most potent effect in the production of 
RANTES.
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Figure 2. Effects of cyclosporin A, wortmannin, staurosporin,
and dexamethasone on TNF-α/IFN-γ-induced RANTES pro-
duction in nasal mucosal fibroblasts. Cells were pretreated with
any one of cyclosporin A (CsA, 0.1μg/ml), wortmannin (W, 100
nM), staurosporine (S, 100 nM), or dexamethasone (Dex, 2×10-7

M) for 18 hours and then incubated with TNF-α (10 
ng/ml)/IFN-γ (20 ng/ml) for 24 hours. The RANTES amount 
secreted was determined by ELISA. TNF-α/IFN-γ-induced 
production of RANTES was inhibited by all inhibitors used. NC:
negative control (no stimulation), PC: positive control (stimul-
ation with TNF-α/IFN-γ). *: P＜0.01 compared with PC.
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서는 TNF-α의 단독처치 및 IL-4/TNF-α, IL-13/TNF-α, 

TNF-α/IFN-γ의 혼합처치 시 모두 RANTES mRNA의 

발현을 볼 수 있었으나 양적인 차이를 확인할 수는 없었

다. ELISA을 시행한 결과, mRNA의 발현을 보 던 경우 

모두 단백질이 생산되었으나 이미 알려진 바와 같이 섬

유모세포에서의 RANTES 생산에 필요한 자극으로는 TNF-

α/IFN-γ의 혼합처치가 현저하게 작용함을 확인할 수 

있었으므로 본 연구에서 RANTES의 유도를 위해 TNF-

α/IFN-γ을 혼합처치하 다(Fig. 1B). RT-PCR의 결과로

는 발현유무만 확인할 수 있었으며 생산량을 추정할 수 

있는 근거가 되지 못하 으므로 이후 양성대조군의 설

정에는 ELISA 결과만을 참고하 다. 아무 자극도 가하

지 않은 실험군을 음성대조군(NC, negative control)으로, 

억제제로 전처치하지 않고 싸이토카인만 처리한 실험군

을 양성대조군(PC, positive control)으로 각각 설정하

다. 억제제를 처리한 4가지 각각의 실험군들 모두에서 

TNF-α/IFN-γ에 의한 RANTES의 생산이 억제되었고 

staurosporine의 억제효과가 가장 현저하 다(Fig. 2).

비점막 섬유모세포에서의 MCP-1 생산의 억제. MCP-1

은 정상 섬유모세포의 배양상청액에서도 상당량 검출되

었다(2208±81 pg/ml). 본 연구에서는 MCP-1의 유도를 

위하여 TNF-α를 단독으로 처치하거나 TNF-α와 IFN-γ

를 동시에 함께 처치함으로써 MCP-1의 생산을 유도하

다. 먼저 TNF-α의 단독 처치 시(45244±5490 pg/ml) 

cyclosporin A 처치는 20% 정도 생산을 억제시켰으며

(36467±188 pg/ml) wormannin의 처치는 오히려 10% 정

도의 생산을 증가시키는(50828±1317 pg/ml) 반대 결과

를 보여 주었다. 한편 staurosporine (9813±291 pg/ml) 및 

dexamethasone (14898±100 pg/ml)의 억제 효과는 현저하

게 강하 으며 staurosporine의 억제 효과가 가장 강하

다(Fig. 3A).

  TNF-α와 IFN-γ를 혼합처치한 경우에도 TNF-α의 단

독처치 시와 거의 유사한 양상을 보여주었다. 다만 dexa-

methasone을 전처치한 경우에서 TNF-α의 단독처치에 

비해 억제되는 정도가 다소 약하 다(Fig. 3B).

비점막 섬유모세포에서의 MCP-2 생산의 억제. MCP- 2

는 정상 섬유모세포에서는 전혀 생산되지 않았으며 실

험에 사용한 싸이토카인의 단독처치 시에는 생산되지 

않거나 미미한 수준이었다(Table I). TNF-α의 처치에는 

전혀 반응하지 않았으나 IFN-γ으로 처치한 경우 cyclo-

sporin A는 어느 정도의 억제 효과를 보 으나 wort-

mannin과 staurosporin은 오히려 생산을 증가시켰으며 

dexamethasone의 억제효과가 현저하 다. IL-1β의 경우 

Figure 3. Inhibition of cytokine-induced MCP-1 production by various inhibitors in nasal mucosal fibroblasts. Cells were pretreated 
with any one of cyclosporin A (CsA, 0.1μg/ml), wortmannin (W, 100 nM), staurosporine (S, 100 nM), or dexamethasone (Dex, 2×10-7 M) 
for 18 hours and then incubated with TNF-α (10 ng/ml) alone (A) or TNF-α (10 ng/ml)/IFN-γ (20 ng/ml) combination (B) for 
24 hours. The MCP-1 amount secreted was determined by ELISA. Staurosporine and dexamethasone inhibited TNF-α-induced MCP-1
production. Among the inhibitors used, only staurosporine inhibited TNF-α/IFN-γ-induced MCP-1 production. *: P＜0.01 compared
with PC.
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Table I. Effects of inhibitors on the production of MCP-2, 
MCP-3 by single cytokine treatment
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

InhibitorsCytokine NoChemokine ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ(stimuli) inhibitor
CsA W S Dex

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
MCP-2 TNF-α ND  ND ND ND  ND

IFN-γ 259  471 692  57  380
IL-1β  44   99  48  10  108

MCP-3 TNF-α 150  190  30  13  133
IFN-γ 693  709  27 155  394
IL-1β 947 1481 170 155 1235

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
ND: not detectable, detection level: pg/ml
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wortmannin의 전처치는 별 향을 미치지 못하 으나 

cyclosporin A 및 staurosporine의 경우 50% 이상 억제하

고 dexamethasone의 억제효과가 가장 현저하여 약 90% 

정도까지 억제하 다. 한편 TNF-α와 IFN-γ의 동시 자

극 또는 IL-1β와 IFN-γ의 동시 자극 시 MCP-2의 증가

가 가장 현저하여 이들의 자극 시 MCP-2의 생산을 억제

하는 약제의 효과를 확인하 다. 동시 자극 시 모든 억제 

약제들에 의해 억제효과가 나타남을 확인할 수 있었으

며 dexamethasone의 경우가 억제효과가 가장 좋았다 

(Fig. 4A, B).

비점막 섬유모세포에서의 MCP-3 생산의 억제. MCP-3

의 생산도 MCP-2에서와 마찬가지로 자극하지 않은 경

우에는 거의 생산되지 않았으며 싸이토카인의 단독처치

에 의한 경우에는 약간 생산되었다 TNF-α 처치군에서 

cyclosporin A는 향을 미치지 못하 으나 wortmannin

은 오히려 MCP-3의 생산을 증가시켰다. 그러나 stauro-

sporine 또는 dexamethasone의 전처치는 완전한 억제효과

를 보여주었다. IFN-γ 처치군에서 cyclosporin A 및 

wortmannin은 억제효과가 없이 오히려 현저하게 증가시

키는 양상을 보 으나 staurosporine은 완전한 억제효과

를 보 고, dexamethasone은 50% 이상 MCP-3의 생산을 

감소시키는 역할을 하 다. IL-1β 처치군에서도 cyclo-

sporin A는 약간의 감소를, wortmannin은 약간의 증가를 

보 으나 staurosporine과 dexamethasone은 완전한 억제

Figure 5. Inhibition of cytokine-induced MCP-3 production by various inhibitors in nasal mucosal fibroblasts. Cells were pretreated with
any one of cyclosporin A (CsA, 0.1μg/ml), wortmannin (W, 100 nM), staurosporine (S, 100 nM), or dexamethasone (Dex, 2×10-7 M) for
18 hours and then incubated with TNF-α (10 ng/ml)/IFN-γ (20 ng/ml) (A) or IL-1β (10 ng/ml)/IFN-γ (20 ng/ml) combination 
(B) for 24 hours. Staurosporine or dexamethasone showed strong inhibitory effects on TNF-α/IFN-γ-induced or IL-1β/IFN-γ
-induced production of MCP-3. *: P＜0.01 compared with PC.
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Figure 4. Inhibition of cytokine-induced MCP-2 production by various inhibitors in nasal mucosal fibroblasts. Cells were pretreated 
with any one of cyclosporin A (CsA, 0.1μg/ml), wortmannin (W, 100 nM), staurosporine (S, 100 nM), or dexamethasone (Dex, 2×10-7 M) 
for 18 hours and then incubated with TNF-α (10 ng/ml)/IFN-γ (20 ng/ml) (A) or IL-1β (10 ng/ml)/IFN-γ(20 ng/ml) combination 
(B) for 24 hours. All inhibitors used in this experiment inhibited TNF-α/IFN-γ-induced or IL-1β/IFN-γ-induced production of 
MCP-2 in fibroblasts. *: P＜0.01 compared with PC.
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효과를 나타내었다(Table I).

  TNF-α와 IFN-γ의 혼합처치 시 MCP-3의 생산량은 

1922±131 pg/ml이었으며 cyclosporin A 처치군에서는 

4,601 pg/ml, wortmannin 처리군에서는 4,718 pg/ml로 

MCP-3가 오히려 크게 상승하 으나 staurosporine 처치

군에서는 253 pg/ml, dexamethasone 처치군에서는 754 pg/ 

ml로 현저하게 억제되었다(Fig. 5A). IL-1β와 IFN-γ의 

혼합처치 시에는 cyclosporin A 및 wortmannin은 별 향

을 주지 못하 고 staurosporine과 dexamethasone은 현저

한 억제효과를 보여주었다(Fig. 5B).

고       찰

  케모카인이란 특정한 세포에 대해 화학적 주성을 일

으킴으로써 백혈구의 기능이나 이동을 조절하는 싸이토

카인을 말하며 염증 반응에서 중요한 역할을 하고 있다

(12,13). 면역학적 반응이나 염증성 반응에서 서로 다른 

종류의 세포들에서 생산되므로 케모카인을 지령하는 유

전자들은 특정한 조건들에서 활성화되는 전사인자에 의

해 조절된다고 예상할 수 있다. NF-κB는 면역반응과 염

증반응에 있어서 중요한 전사인자들 가운데서도 핵심적

인 요소이다. 전염증성 싸이토카인이나 LPS 등에 의해 

NF-κB가 활성화되면 케모카인 유전자의 전사가 여러 

종류의 세포에서 확인된다.

 전염증성 싸이토카인들인 TNF-α와 IL-1β가 혈관내막

세포나 섬유모세포에 작용하여 MCP-1의 생산을 유도한

다고 보고되었다(14). TNF-α는 phosphatidylinositol-3-OH 

kinase (PI3K)의 활성화를 포함한 일련의 세포 내 반응을 

일으키는데 PI3K의 하부 표적은 phospholipase C, protein 

kinase C (PKC), protein kinase B 등이 있다. 비록 TNF-α

는 일부 세포나 종양에 대해서 apoptosis을 유도하지만 

대부분의 경우 유전자의 발현을 자극하는 작용을 한다. 

많은 종류의 유전자가 TNF-α에 응답성이 있으며 여기

에는 싸이토카인, 전사인자, 부착 단백질 및 구조단백질 

등이 포함되며 TNF-α에 의한 유전자의 발현은 NF-κB

에 집중된다. NF-κB는 억제물질인 IκB에 의해 결합되

어 있다가 TNF의 신호에 의해 IκB가 인산화되어 제거

됨으로써 활성화된다(15). Murao 등(16)은 혈관내막세포

에서 TNF-α에 의한 MCP-1의 생산이 wortmannin에 의해 

억제됨을 보고하 다. wortmannin은 강력한 PI3K 억제제

로서 PI4-kinase나 PKC는 억제하지 않는다. 본 연구의 결

과에서는 wortmannin의 전처치가 TNF-α에 의한 섬유모

세포에서의 MCP-1의 생산을 전혀 억제하지 못하 으나 

staurosporine나 dexamethasone이 현저하게 억제시켰으므

로 섬유모세포에서의 MCP-1의 생산은 TNF-α로 자극할 

때 PI3K의 경로는 거치지 않음을 예상할 수 있었다. 한

편 TNF-α는 IKKβ 및 p38 MAP kinase 등의 경로를 통한 

신호 전달을 독립적으로 수행하여 최종적으로 전사복합

체의 형성으로 귀착되므로 섬유모세포에서의 TNF-α의 작

용은 이들 경로를 통하여 일어날 수도 있을 것으로 추정

된다.

  Dexamethasone은 가장 강력하고 안정된 glucocorticoid

로서 항염증성 유전자의 전사를 증가시키고 염증성 유

전자의 전사는 감소시킴으로서 염증과정을 억제한다

(17). Dexamethasone에 의해 전사가 억제되는 cytokine들

로는 IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-13, TNF-α 등이 

있으며 IL-8, RANTES, MIP-1α, eotaxin 등과 같은 케모

카인도 억제함이 알려져 있다. 그 외에도 유도성 nitric 

oxide syntase, 유도성 cyclooxygenase, 유도성 phospholipase 

A2 및 adhesion molecule 등이 dexamethasone에 의해 억제

되는 것으로 알려져 있다. Dexamethasone에 의한 주된 

면역억제의 기전은 IκBα의 생산을 촉진함으로써 NF-

κB를 불활성화시키는 것이다. 뿐만 아니라 전사인자인 

activating protein (AP)-1이 표적유전자의 촉진자에 결합

하는 것을 차단하여 유전자의 전사가 일어나지 못하도

록 한다. Martin 등(18)은 사람의 내막세포에서의 MCP-1

의 발현에는 NF-κB와 AP-1의 협동이 필요함을 보고하

으며 Ping 등(14)은 또 다른 전사인자인 Sp1의 결합이 

TNF-α에 의한 MCP-1 유전자의 촉진자의 조립과 활성

화에 필수적이라고 보고한 바 있다. 본 연구에서 dexame-

thasone에 의해 현저하게 억제되었을 뿐 아니라 PKC 억

제제인 staurosporine에도 억제되었으므로 TNF-α가 PKC

를 경유하는 신호전달과정을 통해 MCP-1의 유도를 일

으킬 것으로 추정되었다.

  RANTES의 유도에 있어서 TNF-α가 약간의 유도능을 

보여주나 같은 전염증성 싸이토카인에 속하는 IL-1β의 

경우에는 거의 향이 없었다. Lebovic 등(9)은 endometrio-

tic stromal cell에서 IL-1β에 의해 RANTES가 유도되고 

이는 NF-κB에 의존적임을 보고하 으며 Yamada 등(19)

은 IL-1β의 자극에 의한 RANTES의 생산에 Syk와 TNF 

receptor associated factor (TRAF) 6가 관여하고 TNF-α의 

신호전달에는 TRAF2가 관여한다고 보고하 다. 본 실

험에서 IFN-γ 단독처치로는 유도되지 않으나 TNF-α와 

IFN-γ를 혼합처치하 을 경우에만 강력한 유도 및 상승

작용을 나타내었고, 사용한 4가지 억제제 모두에 반응하

여 억제되었다. 아직까지 TNF-α와 IFN-γ의 동시자극이 

어떤 기전으로 RANTES의 발현을 유도하는지 보고되어 

있지 않으며 본 연구의 결과만으로 활성화되는 경로를 

명확하게 확인하기는 어려웠다. 다만 IL-1β에 대한 반응

성이 전혀 없기 때문에 일반적으로 염증반응을 유도할 

경우에 TNF-α와 IL-1β가 공통적으로 거치는 경로들과

는 무관하면서 TNF-α/IFN-γ를 동시에 자극할 경우에만 

작용하는 미지의 기전이 존재할 가능성이 있을 것으로 

추정된다. 한편 이들 싸이토카인의 조합에 의한 다른 유

전자의 유도 시에는 억제제에 대한 효과가 다르게 나타
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났으므로 싸이토카인의 혼합에 의한 작용부위는 유전자

의 조절특성을 보여줄 수 있는 촉진자 역에서의 전사

인자들일 것으로 생각한다.

  MCP-2는 IFN-γ에 의한 자극 시 dexamethasone에 의

해서만 억제되었다. MCP-2의 촉진자 역에는 공통적

인 NF-κB 결합염기서열이 존재하지 않으므로 NF-κB

가 직접적인 표적이 될 가능성보다는 다른 전사인자들

의 조절이 일어날 것으로 생각한다(20). JAK1 및 JAK2 

두 가지 tyrosine kinase을 활성화시키는 인자인 IFN-γ는 

PI3K 및 Akt의 활성화를 거쳐 궁극적으로는 STAT1 전

사인자를 인산화시킴으로써 gamma-activated sequence 

(GAS) 역에 작용하여 유전자의 발현을 유도한다. 아

직 이들 기전에 의한 케모카인의 발현이 보고되어 있지

는 않다. 그러나 IL-13에 의한 MCP-1의 유도에 Stat6의 

인산화가 필요하다는 연구와(21)와 IL-4 또는 TNF-α에 의

한 eotaxin-1의 유도에 STAT6가 개입한다는 연구(11) 등

으로 미루어볼 때 IFN-γ에 의한 MCP-2 또는 MCP-3의 

유도에 STAT1의 개입이 가능할 것이다. 실제로 MCP-2

의 촉진자 역에 두 개의 GAS와 유사한 역이 존재하

며 이들이 개입되어 작용할 것으로 예상된다. 최근에는 

또 다른 DNA 염기서열인 gamma-activated transcription 

element (GATE)와 여기에 작용하는 전사인자인 EBP-β

가 IFN-γ에 의해 조절됨이 발표되었으며(22), Stat1 null 

mutation 마우스에서 Stat1이 인산화되지 않아도 c-myc이

나 c-jun이 IFN-γ에 의해 유도되어 유전자들을 조절할 

수 있음이 보고되었다(23). MCP-2와 MCP-3 모두 전염증

성 싸이토카인과 IFN-γ의 혼합처치 시에 크게 상승작용

을 일으키며 생산되며 이들은 예외없이 staurosporine 및 

dexamethasone에 의해 크게 억제되었으므로 섬유모세포

에서 이들 케모카인의 유도에 개입하는 싸이토카인들은 

PKA, PKC 등의 경로, JAK 경로 혹은 아직 밝혀지지 않

은 다른 경로를 통해 작용하여 최종적으로는 전사인자

들을 조절할 것으로 보인다. 억제되는 양상은 케모카인

에 따라 특이적으로 일어나므로 유전자의 특성을 나타

내는 촉진자 역과 직접적으로 관련되어 억제제들이 

작용할 것으로 추정되나 명확한 억제경로를 확인하기 

위해서는 더욱 특이적인 여러 가지 억제제를 사용하여 

추적하여야 할 것으로 생각되었다.

  본 연구에서는 비점막유래의 섬유모세포가 여러 싸이

토카인의 자극에 의해 케모카인을 생산함에 있어 조절

되는 양상을 신호전달의 억제를 통하여 알아보았다. 본 

연구결과는 섬유모세포가 케모카인의 조절을 통해 염증

반응에 관여하는 기전을 이해하는 데 도움이 될 것으로 

기대한다.
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