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－Abstract－

Background: Secretory phospholipase A2 (sPLA2) are a group of extracellular enzymes that 

release fatty acids at the sn-2 position of phospholipids. Group IIA sPLA2 (sPLA2-IIA) has 

been detected in the inflammatory fluids, and its plasma level increases in the inflammatory 

disease. This study examined the effect of sPLA2-IIA on mouse macropahges in order to 

investigate the potential mechanism of sPLA2-induced inflammation.

Materials and Methods: Wild type PLA2 and mutant H48Q PLA2 were purified from 

HEK293 cells transfected with the corresponding plasmids, and the PLA2 activities were 

measured using 1-palmitoyl-2-[1-
14
C]linoleoyl-3-phosphatidylethanolamine as substrates. The 

TNF-α and IL-6 released in the supernatants were determined by ELISA. In addition, the 

TNF-α and IL-6 mRNA were analyzed by RT-PCR.

Results: sPLA2-IIA stimulated the production of TNF-α and IL-6 in a dose- and 

time-dependent manner. In addition, the effect of sPLA2-IIA on cytokine production from the 

macrophage was found to be associated with the accumulation of their specific mRNA. The 

mRNA levels of TNF-α and IL-6  peaked at 2 and 6 hours in a time-dependent manner, 

respectively.
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서    론

Phospholipase A2 (PLA2)는 인지질의 sn-2 

위치의 지방산-에스테르 결합을 가수분해하여 

아라키돈산(arachidonic acid)을 유리시키며, 동

일한 반응에서 또 다른 지질매개체인 lyso체 

인지질을 생성하는 효소이다. PLA2 기능은 인

지질 가수 분해 뿐만 아니라 세포 신호전달, 

숙주세포 방어기전, 세포막의 소화와 재형성과 

같은 세포 반응에 관여하며, 포유동물에서 최

소한 19종류의 PLA2가 동정되었다. PLA2는 분

비성 PLA2, 세포성 PLA2 및 칼슘-비 의존성 

PLA2로 분류되며, 세부적으로 분비성 PLA2는 

10 종류(IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, V, X, III, 

XII), 세포성 PLA2는 3 종류(α, β, γ), 칼슘-비

의존성 PLA2는 2 종류(VIA, VIB), platelet 

activating factor-acetylhydrolase (PAF-AH)

는 4종류(VIIA, VIIB, VIIIA, VIIIB)가 밝혀졌

다.
1) 

분비성 PLA2는 6∼8개의 이황화 결합을 가

진 약 14 kDa의 비교적 작은 분자로서, 활성

화되기 위해서는 mM 농도의 Ca
2+
을 필요로 

한다. 분비성 PLA2는 다양한 생물학적 활성을 

매개하여, 인지질 가수분해 작용뿐만 아니라 

항-박테리아 활성 조절자,
2)
 전신 염증반응 조

절자,3) 암 표지자 역할을 하기도 한다.4) 특히, 

IIA형 PLA2는 패혈증, 류마티스성 관절염, 다

발성 장기 부전 (multiple organ failure)와 같

은 염증관련 질환과 염증매개 세포에서 주로 

역할을 함으로써 염증성 PLA2로 명명되었으

며,5) eicosanoid 생성, 암 및 항균 작용 등이 

보고 되어 다양한 생리적 기능이 있을 것으로 

생각된다.

IIA형을 포함한 분비성 PLA2는 사람 혈소판

에서 분비되어 류마티스성 관절염 환자의 활액6)

과 기관지 천식 환자의 기관지 세정액으로 방

출된다. 많은 양의 IIA형 PLA2가 염증액과 염

증관련 질환의 혈장에서 발견된 점은 이 효소

가 염증과 조직손상에 있어서 중요한 역할을 

한다는 것을 의미한다.7) 분비성 PLA2는 아라

키돈산을 생성함으로써 염증반응을 시작하게 

되고 이것은 다시 eicosanoid로 변환된다. 그러

나 효소적으로 비활성화된 분비성 PLA2에 의

해서도 염증반응이 시작됨이 보고 되었고8) 그 

외에 분비성 PLA2에 의해 유도되는 염증반응

은 효소 활성화와 프로스타 란딘 E2 (PGE2)

를 생산하는 능력과는 관련이 없다는 보고도 

있다.
9)
 따라서 다양한 염증관련 세포에서 분비

성 PLA2의 염증반응 관련성은 세포막에서 발

현되는 특별한 수용체와 상호작용에 의해서 다

양한 세포성 반응을 이끌어 낸다고 보고 되었

다.10, 11) 대식세포는 다양한 매개체와 사이토카

인에 의해 유도되는 염증과 면역반응에서 중추

적인 역할을 담당하는 세포로
12)
 IIA형 PLA2가 

풍부한 활액부분13)과 폐포에 많이 존재한다.14) 

M-type이라 명명된 분비성 PLA2의 수용체는 

mannose 수용체와 상당한 유사성을 가지고 있

으며, mannose 수용체는 대식세포에서 항상 발

Conclusion: In conclusion, the production of proinflammatory cytokine might be mediated by 

the binding of sPLA2-IIA to the receptors.

Key Words: Group IIA phospholipase A2, TNF-α, IL-6, Macrophage cells, Inflammation
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현된다.
15)
 대식세포에서 분비형 PLA2가 mannose 

수용체와 결합을 하면 대식세포의 식균작용을 

활성화시키고, 염증관련 사이토카인을 생성한

다고 보고 되었다.
16, 17)

 또한, 사람의 폐에 있

는 대식세포에서 IIA형 PLA2는 mannose 수용

체와 또 다른 특별한 수용체와의 상호작용에 

의해 세포의 유출반응과 IL-6의 생성을 유도

한다고 보고 되었다.17)

사이토카인은 면역, 염증 및 조혈반응 등의 

생체 방어에 중요한 역할을 담당하고 있을 뿐

만 아니라 내분비계나 신경계 등에도 작용할 

수 있는 생리활성인자이며, 생체의 기능을 유

지하기 위한 중요한 인자이다. 임파구가 생산

하는 lymphokine과 단구, 대식세포가 생산하는 

monokine, 백혈구의 세포 간 전달 물질로서의 

interleukin (IL), 바이러스 감염시에 생산되는 

interferon (IFN), 조혈에 작용하는 colony 

stimulating factor (CSF)와 그밖에 tumor 

necrosis factor (TNF)나 platelet derived 

growth factor (PDGF), epidermal growth 

factor (EGF) 등과 혈구계 세포, 상피 세포, 섬

유아 세포를 포함한 각종 세포에서 분비되는 

액성 인자를 사이토카인이라 총칭하 다.18)

이와 같은 사이토카인은 면역반응 등의 생

체반응에 중요한 역할을 맡고 있는 한편, 그 

과잉 생산이 만성 염증성 질환이나 자가 면역

성 질환, 더 나아가서는 바이러스성 질환이나 

암 등의 병인과 접하게 관련되어있다. 따라

서 본 연구는 IIA형 PLA2가 TNF-α, IL-6와 

같은 염증관련 사이토카인 생성에 대한 작용기

전을 규명하고자 하 으며, 더 나아가 여러 질

환의 병리기전의 규명이나 치료에 응용 될 것

이라고 생각된다.

재료 및 방법

실험재료

설치류 대식세포인 Raw264.7 세포는 American 

Type Culture Collection (Manassas, USA)

사에서 구입하 으며, 배양액인 RPMI-1640, 

Lipofectamin 2000, Opti-MEM은 Life Tech- 

nologies (Rockville, USA)사로부터, Duoset 

Mouse TNF-α, IL-6 EIA kit은 R & D systems 

(Minneapolis, USA)사에서, 우태아 혈청 (fetal 

bovine serum, FBS)는 Hyclone (Logan, USA)

사에서, RT-PCR kit은 Roche (Mannheim, 

Germany)사로부터 구입하여 사용하 다. IIA

형 PLA2는 과발현된 사람 배 신장세포인 

HEK293 세포에서 정제 한 후 사용하 으며, 

분비성 PLA2양은 Cayman Chemicals (Ann 

Arbor, USA)사의 Enzyme-linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) kit을 사용하여 확인하 다.

실험방법

세포배양과 유지

Raw264.7 세포는 2 mM L-glutamine, 100 

U/㎖ penicillin, 100 μg/㎖ streptomycin, 10% 

FBS가 포함된 RPMI 1640 배지로 배양하 다. 

세포는 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하 고 

1주일에 3번 계대 배양하 다. 배양된 세포는 

6-well 또는 12-well plate에서 5×10
5
 또는 

3×105 수의 세포를 분주하여 실험하 다.

IIA형 PLA2의 안정적 발현 세포주 확립

사람 IIA형 PLA2 cDNA는 HEK293 세포에 

Lipofectamine 2000 시약을 사용하여 transfec- 

tion 하 다. 200 ㎕의 Opti-MEM 배지가 든 
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튜브에 1 μg의 플라즈미드와 3 ㎕의 Lipofec- 

tamine 2000을 혼합하여 20분 동안 실온에서 

방치한 다음 배양한 세포에 이 혼합액을 천천

히 처리하 다. 5시간 후, 새로운 배지로 교체

하여 12시간 동안 다시 배양하 다. 안정된 세

포주를 확보하기 위하여 transfection된 세포에 

1000 μg/㎖ G418이 포함된 배지로 수일동안 

배양하고 살아 남은 세포로부터 단일 클론의 

세포주를 획득하기 위하여 하나 well에 하나의 

세포가 들어가도록 96-well에 분주하 다. 수

주 동안 다시 배양한 후, 집락이 형성된 well

을 선택하여 대량 배양하고 IIA형 PLA2 발현

은 reverse transcriptase polymerase chain 

reaction (RT-PCR)과 Northern blot 분석법으

로 확인하 다.

Endotoxin test
정제한 IIA형 PLA2에 오염된 내독소 함량은 

Cambrex사의 Limulus Amoebocyte Lysate 

(LAL) kit (Walkersville, USA)을 사용하여 확인

하 다. 96-well에 시료와 표준시료(Escherichia 

Coli Endotoxin)를 각각 50 ㎕씩 첨가하고 

LAL 용액 50 ㎕를 첨가하여 37℃에서 10분간 

반응하 다. 반응이 끝 난 후, chromogenic 기

질 100 ㎕를 첨가하고 37℃에서 6분간 계속 반

응한 후 10% SDS로 반응을 중지하고 405 nm

에서 흡광도를 측정하 다.

PLA2 활성 측정
PLA2 활성은 1-palmitoyl-2-[

14C]linoleoyl-sn- 

glycero-3-phosphoethanolamine을 기질로 사

용하여 측정하 다. 반응 혼합액(100 mM Tris- 

HCl, pH 7.4, 5 mM CaCl2, 기질 20,000 cpm) 

100 ㎕에 정제된 IIA형 PLA2를 첨가하고 37℃

에서 30분간 반응하 다. 30분 후 Dole' reagent 

(1N-H2SO4, isopropanol, N-heptane; 1:39:40, 

V/V/V)와 n-heptane을 일정량 첨가하고 강하

게 혼합하 다. 원심분리에 의해 분리된 상층

액을 취하고 동일양의 n-heptane과 silicagel을 

일정량 넣은 후, 다시 강하게 혼합하 다. 상층

액을 취하고 scintillation cocktail 용액을 넣고 

β-Counter로 측정하 다.

사이토카인 생성량 측정

대식세포를 배양하여 6-well 또는 12-well 

plate에 분주하고 IIA형 PLA2를 농도별 또는 

시간별로 처리한 세포 배양액을 취하여 TNF-

α, IL-6 함량을 enzyme immuno assay (EIA) 

kit을 사용하여 측정하 다. Capture 항체가 부

착된 96-well plate에 세포배양액을 첨가하고 

24시간 반응 후 희석된 TNF-α, IL-6 항체와 

horseradish peroxidase가 결합된 2차 항체를 

각각 2시간 동안 실온에서 반응시켰다. 반응 

후 세척액으로 2∼3번 씻은 다음 효소기질을 

가하여 20분 반응시킨 후 1N-sulfuric acid를 

가하여 반응을 중지시켰다. 반응 중지 후 발색

된 흡광도는 흡광광도계를 사용하여 450 nm 

파장에서 측정하 다. TNF-α, IL-6의 함량은 

표준물질의 반응으로부터 얻어진 표준곡선을 

이용하여 환산하 다.

Total RNA 분리
세포를 6-well 또는 12-well plate에 분주하

고 IIA형 PLA2를 처리한 세포를 시간대 별

로 수확하고 인산완충용액(phosphate buffered 

saline, PBS)으로 수세한 다음 TRI-reagent 

(phenol, guanidine thiocyanate)로 세포를 용해

하 다. 용해된 세포에 chloroform을 첨가하고 
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잘 섞은 다음, 실온에서 10분간 방치하 다. 방

치한 total cell lysate를 원심분리하여 상층액

을 취하고 동일한 양의 isopropanol을 첨가하

여 RNA를 분리한 후 75% ethanol로 RNA를 

수세하여 diethyl pyrocarbonate (DEPC)-water

로 RNA를 용해시켰다.

역전사-중합효소 연쇄 반응(RT-PCR)
분리한 total RNA를 사용하여 RT-PCR을 

행하 다. cDNA 합성을 위하여 분리한 RNA

에 25 mM MgCl2, dNTP, RNase inhibitor, 

MMLV RT, Random hexamers를 PCR buffer

와 혼합하여 thermocycler (Perkin Elmer, 

Norwalk, USA)에서 역전사시켜 cDNA를 확보

하 다. PCR을 위하여 50∼58℃ 합성온도에서 

AmpliTaq DNA polymerase (5 U/㎕)와 각각

의 primer를 이용하여 thermocycler에서 23∼

45 cycle을 수행한 후 PCR 산물을 획득하 다. 

PCR 산물은 1% agarose gel에서 전기 동하

여 확인하 고, control은 β-actin의 primer를 

이용하여 동일 조건으로 PCR을 수행하여 확

인하 다. 각각의 유전자 발현을 확인하기 위

하여 primer는 다음과 같이 제작하 다.

TNF-α (sense: TTC TGT CTA CTG AAC 

TTC GGG GTG ATC GGT CC; antisense: 

GTA TGA GAT AGC AAA TCG GCT 

GAC GGT GTG GG), IL-6 (sense: TTC 

CCT ACT TCA CAA GTC; antisense: ACT 

AGG TTT GCC GAG TAG). M-type 수용체 

(sense:ATT ATC CAG AGC GAG AGC CT; 

antisense:TCT TGC CAC CAC TGT GTT 

GT).

Primer 제작과 Site-Directed Mutagenesis

PLA2 활성을 제거한 mutant DNA를 확보하

기 위하여 IIA형 PLA2 48번의 histidine (CAU)

을 glutamine (CAG)으로 변형하 다. 변형된 

DNA를 얻기 위한 각각의 primer와 HEK293 세

포주에 과발현된 세포주를 얻기 위한 primer 

제작은 다음과 같다. Primer 1 (P1, sense); ATG 

AAG ACC CTC CTA CTG TTG GCA 

GTG), mutagenic primer 2 (P2, antisense); 

GTA GCA ACA GTC CTG AGT GAC 

ACA GCA), primer 3 (P3, sense); TGC TGT 

GTC ACT CAG GAC TGT TGC TAC), 

mutagenic primer 4 (P4, antisense); TCA 

GCA ACG AGG GGT GCT CCC TCT 

GCA), cloning vector (sense); CAC CAT 

GAA GAC CCT CCT ACT GTT GGC 

AGT.

주형으로 사용할 IIA형 PLA2 cDNA를 94℃ 

∼95℃에서 1분동안 변성시키고 P1, P2 primer

와 P3, P4 primer를 이용하여 68℃에서 35 

cycle을 반복하여 2개의 PCR 산물을 획득하

다(1차 PCR). 1차 PCR 산물을 투석막을 이용

하여 정제하고 다시 P1, P4 primer를 이용하여 

60℃, 35 cycle 조건에서 2차 PCR 산물을 얻

고 다시 한번 PCR 산물을 정제하 다. PCR 

산물은 ethidium bromide가 포함된 1% agarose 

gel 전기 동으로 분리, 확인하 다. 그리고, 

pcDNA3.1 Directional TOPO Expression 

kit (Invitrogen life technologies)를 이용하여 

ligation하고 One shot TOP10 competent cells

를 이용하여 형질전환하고 HEK293 세포에 

transfection하여 과발현된 안정적 세포주를 확

보하 다. 변형된 IIA형 PLA2는 DNA 염기서

열 분석과 PLA2 활성을 측정하여 확인하 다. 

한편, RT-PCR은 RNeasy kit을 이용하여 RNA
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를 분리하고, RT-PCR kit을 이용하여 역전사

시켜 cDNA를 확보하 다. 

결    과

IIA형 PLA2의 안정적 발현 세포주 확립

IIA형 PLA2의 생물학적 기능을 조사하기 위

하여 HEK293 세포에 IIA형 PLA2의 유전자를 

과발현하는 세포를 구축하 다. IIA형 PLA2의 

cDNA를 transfection 시킨 후, G418 저항성을 

가진 집락을 선별하 다. 수주 동안 다시 배양 

후, 집락이 형성된 well을 선택하여 대량 배양

하고 IIA형 PLA2 발현은 RT-PCR을 통하여 

확인하 다. 대조세포인 HEK293/pcDNA3.1에

서는 IIA형 PLA2의 mRNA 유전자 발현이 나

타나지 않았으며 HEK293/wt PLA2에서는 안

정적으로 mRNA 유전자 발현을 나타내었다 

(Fig. 1).

IIA형 PLA2 내독소 함량 측정
IIA형 PLA2의 기능을 확인하기 위하여 HEK 

293 세포에 IIA형 PLA2의 유전자를 과발현하

는 세포를 구축하 다. 그리고 IIA형 PLA2의 

안정적 발현은 RT-PCR을 통해서 확인하 으

며, IIA형 PLA2 단백질 준비 중에 오염될 가

능성이 있는 내독소는 Vivapure mini column 

(Vivascience, Goettingen, Germany)을 사용하여 

제거하 다. 또한, 내독소의 오염여부는 Kinetic 

Quantitative Chromogenic Limulus Amoebocyte 

Lysate Kit (Biwhittaker, Walkersville, MD)을 

사용하여 확인하 으며, 1번에서 4번까지 모든 

시료에서 내독소 함량이 < 0.2 EU/㎖로 음성

Fig. 2. Quantification with LAL of contaminating 

endotoxin in sPLA2-IIA. sPLA2-IIA was purified 

from the conditioned medium and cell pellets of a 

HEK293 cell expressing sPLA2-IIA. Endotoxin 

content was determined using the Kinetic 

Quantitative Chromogenic LAL kit, and the amount 

was expressed as EU/㎖. sPLA2-IIA contained < 

0.2 EU/㎖ in each test.
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Fig. 1. Stable expression of sPLA2-IIA in HEK293 cells. HEK293 cells were transfected with 

vector (HEK293/pcDNA3.1) or cDNA of sPLA2-IIA (HEK293/WT PLA2) and then selected 

overexpressed single cells. The mRNA expression of sPLA2-IIA in the selected cells were 

confirmed by RT-PCR.
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으로 판단하 다(Fig. 2).

IIA형 PLA2 농도에 따른 TNF-α와 IL-6의 생성
IIA형 PLA2에 의한 사이토카인 생성을 확인

하기 위하여 Raw264.7 세포에 IIA형 PLA2를 

농도별(0.2∼1 ㎍/㎖)로 24시간 처리한 후, 상

층액을 취하여 TNF-α와 IL-6의 생성을 확인

하 다. IIA형 PLA2 농도가 0.2 ㎍/㎖일 때 

TNF-α의 생성이 급격히 증가하여 0.6 ㎍/㎖일 

때 최대로 생성되었다. 그러나 1 ㎍/㎖ 이상의 

농도에서는 오히려 감소하는 경향을 나타내었

다(Fig. 3A). IL-6의 생성량은 IIA형 PLA2가 

0.2 ㎍/㎖에서 서서히 증가하다가, 0.6 ㎍/㎖에

Fig. 3. Effect of the concentrations of sPLA2-IIA 

on the release of TNF-α and IL-6 from Raw264.7 

cells. A and B: Cells were stimulated with 0, 0.2, 

0.4, 0.6, 0.8 ㎍/㎖ of sPLA2-IIA. At the end of the 

incubation (24 h), the supernatants were collected 

and centrifuged (10,000 rpm, 4℃, 1 min). The 

amounts of TNF-α and IL-6 released in the 

supernatant were determined by ELISA.

0

10

20

30

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

sPLA2-IIA (μg/㎖)

sPLA2-IIA (μg/㎖)

A

B

T
N

F
-
α

(n
g
/㎖

)
IL

-
6
 (

n
g
/㎖

)

Fig. 4. Kinetics of TNF-α and IL-6 induced by 

sPLA2-IIA from Raw264.7 cells. A and B: Cells 

were stimulated for the 0, 1, 2, 4, 6, 24 h with 0.4 

㎍/㎖ of sPLA2-IIA. At each time point, 

supernatants were collected and centrifuged (10,000 

rpm, 4℃, 1 min). The amounts of TNF-α (A) and 

IL-6 (B) released in the supernatants were 

determined by ELISA.
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서 급격히 증가하여 0.8 ㎍/㎖에서 최대가 되

었다. 또한, TNF-α에서와 마찬가지로 1 ㎍/㎖ 

이상의 농도에서는 오히려 감소하는 경향을 나

타내었다(Fig. 3B).

IIA형 PLA2 시간에 따른 TNF-α와 IL-6의 생성
IIA형 PLA2 시간에 따른 사이토카인 생성을 

확인하기 위하여 Raw264.7 세포에 IIA형 PLA2 

(0.4 ㎍/㎖)를 시간 별(1, 2, 4, 6, 12, 24 h)로 처

리하여 사이토카인 생성을 확인하 다. TNF-α 

생성은 IIA형 PLA2를 처리한지 1시간부터 서

서히 증가하여 12시간까지 계속 증가하 으며, 

24시간째에는 생성량이 최대로 되었다(Fig. 4A). 

IL-6의 생성량은 IIA형 PLA2를 처리한지 12시

간부터 증가하기 시작하여 24시간째에 최대로 

생성되었다(Fig. 4B).

IIA형 PLA2에 의한 TNF-α, IL-6 mRNA의 조절
IIA형 PLA2에 의한 TNF-α, IL-6의 생성에 

관여하는 신호전달 메카니즘을 밝히는 과정 중 

전사단계에서의 변화를 확인하 다. Raw264.7 

세포를 6-well plate에 일정량 분주 후 0.4 ㎍/

㎖의 IIA형 PLA2를 시간 별(1, 2, 4, 6, 12, 24 h)

로 처리하여 TNF-α, IL-6 mRNA의 변화를 

RT-PCR로 확인하 다. TNF-α mRNA는 1시

간부터 발현이 되어 2시간째에 최대로 되었다

가 4시간부터는 서서히 감소하 다. IL-6의 

mRNA 변화는 1시간부터 서서히 발현되었다

가 6시간째에 최대한 발현되어 12시간까지 유

지되었다. 그러나 24시간 이후에는 감소하는 

경향을 나타내었다. 각 시료의 표준화 정도는 

β-actin을 이용하여 확인하 다 (Fig. 5).

Mutant IIA형 PLA2의 안정적 발현 세포주 

확립

Fig. 6. Enzymatic activity of the wild type PLA2 

and mutant H48Q PLA2. Wild type PLA2 and mutant 

H48Q PLA2 were purified from HEK293 cells 

transfected with corresponding plasmids and PLA2 

activities of wild type and mutant PLA2 were 

measured using 1-palmitoyl-2-[1-14C]linoleoyl-3- 

phosphatidylethanolamine as a substrate. The mRNA 

expression of wild and mutant PLA2 in HEK293 

transformants was assessed by RT-PCR (upper panel).
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PLA2 효소 활성이 사이토카인 생성에 미치

는 기여도를 확인하기 위하여 IIA형 PLA2 활성 

부위인 48번 histidine을 glutamine으로 치환하

다. 치환된 IIA형 PLA2는 cDNA 염기서열 분

석을 통하여 확인하 다. Mutant IIA형 PLA2 

cDNA를 다시 HEK293 세포에 transfection하

여 안정적으로 발현되는 세포주를 확보하 다.  

IIA형 PLA2 발현은 RT-PCR을 통하여 확인 

하 으며, 확보된 wild type PLA2와 치환된 

PLA2 단백으로 효소 활성을 비교 검토하 을 

때 mutant IIA형 PLA2 (H48Q)활성은 완벽하

게 사라짐을 확인하 다(Fig. 6).

IIA형 PLA2의 활성이 사이토카인 생성에 미

치는 향 

대식세포에서 PLA2 효소 활성이 사이토카인 

생성에 미치는 향을 확인하 다. Wild type 

PLA2와 mutant PLA2 (H48Q) 플라즈미드를 

HEK293 세포에 transfection 한 후 발현된 단

백을 정제하여 사용하 다. 정제된 두 단백을 

Raw264.7 세포에 0.4 ㎍/㎖ 농도로 6 h 처리하

여 TNF-α 생성량을 확인 해 보았다. 그 결과 

mutant PLA2에 의해서도 TNF-α의 생성이 증

가된 것을 확인하 다(Fig. 7A). IL-6의 생성

량은 두 단백을 Raw264.7 세포에 0.4 ㎍/㎖ 농도

로 24 h 처리한 후 확인하 다. 그 결과 TNF-α

와 마찬가지로 mutant PLA2에 의해서 IL-6의 

생성량이 증가됨을 확인하 다(Fig. 7B).

고    찰

현재까지 잘 알려진 분비성 PLA2의 생물학

적 기능은 세포막 인지질을 가수분해 해서 생

성되는 아라키돈산과 lyso체 인지질에 의존한

다. 그러나 PLA2에 의해 유도되는 모든 현상

들을 이들 가수분해 산물들의 작용만으로 설명

하기는 매우 어려운 실정이며, 가수분해 산물 

이외의 다른 작용에 의한 증거들도 최근에 보

고되고 있다. 세포성장, 세포유주 현상, 호르몬

Fig. 7. Effects of enzymatic activity of sPLA2-IIA 

on the release of TNF-α and IL-6 from Raw264.7 

cells. Wild type PLA2 and mutant H48Q PLA2 

were purified from HEK293 cell transfectants. A: 

Raw264.7 cells were stimulated with wild and 

mutated sPLA2-IIA (0.4 ㎍/㎖) for 6 h. B: The 

cells were stimulated with wild and mutated 

sPLA2-IIA (0.4 ㎍/㎖) for 24 h. The supernatants 

were collected and centrifuged (10,000 rpm, 4℃, 1 

min). The amount of TNF-α and IL-6 released in 

the supernatants were determined by ELISA.
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분비, eicosanoid 합성 같은 기능들과 세포사

멸, NO 생성, 사이토카인 생성 조절 등이 그 

예이다. 그러므로 분비성 PLA2의 일반적인 기

능 이외에 새로운 기능을 완전한 이해하려면 

이들 효소에 의한 세포 기능을 파악하고 그 조

절 기전을 밝히는 것이 필수적이다.

분비성 PLA2는 염증반응과 조직손상을 매개

하는 인자로 많이 알려져 있다.7) 염증관련 혈

장이나 체액에서 분비성 PLA2 양이 많이 검출

되는 것은 염증에 있어서 중요한 역할을 한다

는 것을 의미한다. 본 연구는 IIA형 PLA2가 

염증관련 사이토카인의 생성에 미치는 향에 

대해서 관찰하 다. 대식세포는 면역과 염증반

응을 조절하는데 중추적인 역할을 하는 세포이

며, 또한 식작용19)과 염증관련 매개체, 사이토

카인을 생성하는 주요한 세포이다.
12)
 특히 

Interleukin (IL)과 Tumor necrosis factor (TNF)

는 대식세포와 단구세포 또는 면역과 염증반응

에 관련된 세포들에서 생성되는 중요한 염증 

매개인자로20) 류마티스성 관절염을 포함한 다

양한 염증관련 질환에서 발견된다. 단핵세포에

서 특별한 자극제에 의해 류마티스 관절염에서 

IL과 TNF가 생성되는 기전은 불명확하지만 

lipopolysaccharide (LPS)를 비롯한 몇몇 자극

제에 의한 사이토카인 합성과 생성의 기전은 

밝혀졌다.20, 21) 본 연구에서 IIA형 PLA2는 설

치류 대식세포에서 TNF-α, IL-6의 생성을 유

도하 다. TNF-α 생성은 농도-의존적으로 증

가하 으며 0.6 ㎍/㎖ 이상의 농도에서는 오히

려 감소하는 경향을 나타내었다. 또한 IL-6 생

성량도 농도-의존적으로 증가하여 0.8 ㎍/㎖ 

농도에서는 포화가 되었다. 시간 의존성에 따

른 사이토카인의 생성은 TNF-α는 1시간째부

터 유의성 있게 증가하기 시작하여 24시간까지 

지속적으로 증가하 다. IL-6는 12시간부터 증

가하여 24시간까지 지속적으로 증가하 다. 

IIA형 PLA2에 의해 유도되는 TNF-α, IL-6는 

이들 mRNA 발현의 증가와 접하게 관련이 

있다. IIA형 PLA2에 의한 TNF-α, IL-6 유도

에 있어서 전사단계에서의 변화를 본 결과 

TNF-α mRNA는 2시간째에 발현이 최대로 되

었다가 4시간째부터 감소하 다. IL-6 mRNA

는 2시간째부터 서서히 증가하다가 6시간째에 

최대로 발현되어 12시간까지 유지되었다. 이와 

같은 결과는 분비성 PLA2가 세포외 유출과 사

이토카인 유전자의 전사를 활성화시키는 세포

내 신호를 발생시킨다는 것을 의미한다.

IL-6는 다형질 발현성의 사이토카인으로서 

조혈세포의 분화와 B-cell 증식 및 활성화에 

관여한다.
22)
 또한 간세포 자극인자로서 급성기 

단백질의 생성과 발현을 유도하는 인자이다.23) 

IIA형 PLA2는 생체 내에서는 염증반응 동안에 

분비가 되며 생체 외에서는 염증관련 사이토카

인과 함께 자극되어진 간세포에 의해 분비가 

된다.24) 사이토카인에 대한 많은 연구 결과에 

의하면 IL-6는 IIA형 PLA2의 생성과 발현을 

유도한다고 보고 되었다.25) 본 연구 결과는 

IIA형 PLA2가 설치류 대식세포에서 사이토카

인 생성을 유도하는데 중추적인 자극제로서 사용

된다는 것을 의미한다. 그러므로 분비성 PLA2

와 IL-6는 염증반응의 발생에 있어서 상호간

에 상승작용을 나타낼 것이라 생각한다.

TNF는 염증반응에 있어서 중요한 매개체로

서 백혈구의 활성화와 호중구 단구세포의 세포

내 기질에 부착능의 증가, 섬유아세포 증식, 염

증관련 사이토카인의 생성 등의 작용이 알려져 

있다.26) 그러므로 TNF는 악성세포에서 세포독

성을 포함한 감염, 조직손상, 침윤 등에 관여하
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는 세포성 반응을 매개한다고 알려져 있다. 또

한 패혈증, 악액질, 질병의 전신 발현에 있어서 

치명적인 향을 미친다고 보고 되었으며,27) 

사구체 간질세포, Jurkat 세포, 신경교 성상세

포, 골 형성세포, 장관 상피세포 등과 같은 다

양한 세포에서 분비성 PLA2의 활성을 유도한

다고 보고 되었다.
26)
 또 다른 보고로는 분비성 

PLA2가 TNF에 의해 유도되는 세포독성을 매

개하는 신호전달 메카니즘에 관여한다는 보고

도 있었다.
28)
 

분비성 PLA2에 의한 다양한 생물학적 기능

이 PLA2 특이적 수용체에 의해 매개될 것이라

고 Ohara 등
29)
은 제시하 다. 분비성 PLA2 수

용체의 존재 가능성은 IB형 PLA2가 췌장과 같

은 소화 기관뿐만 아니라 폐, 신장, 비장, 난소 

등과 같은 비 소화 기관에서도 다량 존재한다

는 것이 밝혀짐으로써 처음 제시되었다.30) 최

근에는 토끼의 근육세포에서 PLA2에 대한 특

이적 수용체를 동정하고 클로닝 하여 M-type 

수용체라고 명명하 다. 이 수용체는 약 180 

kDa 분자량을 가진 단백질로, 칼슘과 무관하

게 PLA2와 결합한다고 알려졌다.
15)
 M-type 

PLA2 수용체는 토끼뿐만 아니라 사람,
31) 소,32) 

쥐,33)와 같은 다양한 종에 분포하고 있으며, 사

람에서는 신장, 폐, 태반과 같은 조직에서 발현

되고 생쥐(mice)에서는 폐, 비장, 신장 그리고 

rat에서는 간과 정소에서 발현된다고 보고하

다.
33)
 M-type PLA2 수용체는 근육세포뿐만 아

니라 NIH3T3 섬유아세포, 비만세포 등에서도 

존재함으로써 다양한 작용 가능성을 다시 한번 

제시하고 있다. M-type PLA2 수용체와 함께 

뇌에서 맨 처음 밝혀짐으로써 N-type이라고 

명명된 분비성 PLA2 수용체도 보고 되었다.
34) 

그러나 분비성 PLA2는 대식세포에서 비 특이

적인 수용체인 mannose 수용체와도 결합을 하

며,6) 수지상 세포에서 DEC-205 단백질과 결합

을 한다고 보고 되었다.35) 분비성 PLA2가 이들

의 수용체와 결합을 하면 세포외 유출, 세포증

식, 유전자 발현과 같은 세포내 신호전달을 활

성화시킨다고 보고 되었다.11) 본 실험에서도 

분비성 PLA2가 수용체를 경유해서 사이토카인

을 생성 할 것이라는 가설 하에 실험을 실시하

다. 이전 보고에서 Raw264.7 세포는 자체적

으로 M-type 분비성 PLA2 수용체를 발현하

으며36), Triggiani 등17, 37)은 혈액과 활액 부분

의 단구세포로부터 분비성 PLA2에 의해 사이

토카인이 생성된다는 것을 보고 하 고 사람 

폐 대식세포에서 분비성 PLA2에 의해 β

-glucuronidase와 IL-6가 생성됨을 보고하

다. 본 연구에서 IIA형 PLA2의 효소 활성을 

소실시켰음에도 불구하고 TNF-α, IL-6 생성

에는 별 향이 없었다. 이와 같은 결과는 IIA

형 PLA2가 수용체에 결합하여 사이토카인을 

생성할 수 있다는 가능성을 의미한다. 

결론적으로, 본 연구의 결과에 의하면 설치

류 대식세포에서 염증관련 사이토카인의 생성

이 IIA형 PLA2의 활성과는 관련 없이 M-type 

수용체를 경유해서 사이토카인 생성을 유도 할 

것으로 생각된다. 본 연구에서는 IIA형 PLA2

에 의해 사이토카인이 생성되기까지의 여러 가

지 신호전달 경로에 대해서는 많은 연구가 이

루어지지 않았다. 또한 M-type 수용체의 역할

에 대해서도 더 규명해야 할 것이라 생각된다.
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