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Innate immune response is initiated by the recognition of

unique microbial molecular patterns through pattern

recognition receptors (PRRs). The purpose of this study is to

dissect the expression of various PRRs in gingival epithelial

cells of differentiated versus undifferentiated states.

Differentiation of immortalized human gingival epithelial

HOK-16B cells was induced by culture in the presence of

high Ca
2+

 at increased cell density. The expression levels of

various PRRs in HOK-16B cells were examined by real-

time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-

PCR) and flow cytometry. In addition, the expression of

human beta defensins (HBDs) was examined by real time

RT-PCR and the amounts of secreted cytokines were

measured by enzyme linked immunosorbent assay. In

undifferentiated HOK-16B cells, NACHT-LRR-PYD-

containing protein (NALP) 2 was expressed most

abundantly, and toll like receptor (TLR) 2, TLR4,

nucleotide-binding oligomerization domain (NOD) 1, and

NOD2 were expressed in substantial levels. However, TLR3,

TLR7, TLR8, TLR9, ICE protease-activating factor (IPAF),

and NALP6 were hardly expressed. In differentiated cells, the

levels of NOD2, NALP2, and TLR4 were different from

those in undifferentiated cells at RNA but not at protein

levels. Interestingly, differentiated cells expressed the

increased levels of HBD-1 and -3 but secreted reduced

amount of IL-8. In conclusion, the repertoire of PRRs

expressed by gingival epithelial cells is limited, and

undifferentiated and differentiated cells express similar

levels of PRRs.
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서  론

치은상피는 치은 하방 조직을 덮어 보호하고 항상성을

유지하며 물리적인 손상, 세균 감염 등에 대해 물리적 장

벽을 제공한다(Dale, 2002). 또한, 상피세포가 생산하는

항균펩타이드(antimicrobial peptide)나 항균단백질(anti-

microbial protein)은 감염에 대한 화학적 장벽을 제공한

다(Ganz, 2003). 세균과 지속적으로 접촉하고 있는 상피

세포는 호중구의 화학주성을 유도하는 interleukin-8 (IL-

8)과 같은 케모카인(chemokine)과 사이토카인(cytokine)을

생성함으로서 이들에 대한 면역반응을 시작한다(Dale, 2002).

선천면역반응은 세균, 바이러스, 진균류 같은 다양한 미

생물들이 공통적으로 갖고 있는 병원성분자패턴(pathogen

associated molecular pattern)을 다양한 패턴인식수용체

(pattern recognition receptors)들이 인지함으로써 시작되는

일련의 반응으로 숙주의 첫 번째 방어 전선을 담당한다

(Medzhitov and Janeway, 1997; Janeway and Medzhitov,

2002). 가장 대표적인 패턴인식수용체로 toll like receptors

(TLRs)가 먼저 밝혀졌고(Qureshi and Medzhitov, 2003)

최근 들어서 세포 내 인식 장치로서 nucleotide-binding

oligomerization domain (NOD)-like receptors들의 중요

성들이 많이 보고되고 있다(Werts et al., 2006; Carneiro

et al., 2006). 현재까지 사람에게서 10개의 TLR이 보고

되었는데(Uehara et al., 2007), 이중 TLR1, 2, 4, 5, 6는

세포 밖 표면에 존재하는 반면 TLR3, 7, 8, 9는 소포에

존재한다(Qureshi and Medzhitov, 2003). TLR이 규명된

직후 세포 내 세균이나 바이러스를 TLR 비의존적 방법
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으로 인지할 수 있는 NODs가 발견되었으며 현재는 NOD-

1과 NOD-2를 포함한 다양한 종류의 유사 단백질들이 밝

혀진바 있지만(Masumoto et al., 2005) 아직까지는 그들

기전의 전부가 이해되지 못하고 있다. 정상적인 치은상피

세포에서는 TLR2뿐 아니라 TLR4도 발현 하고 있으며

NOD-1과 NOD-2의 경우 강하게 발현하는 것이 보고되어

있고(Suqawara et al, 2006) 구강상피세포에서는 TLR2,

TLR3, TLR4, TLR7, NOD1, NOD2가 발현된다고 보고

되었다(Suqawara et al, 2006).

치은상피는 구강상피(oral epithelium), 구강열구상피(oral

sulcular epithelium), 접합상피(junctional epithelium) 세

부분으로 나눌 수 있는데, 구강상피는 각화중층편평상피

로 구성되어 있는 반면 구강열구상피와 접합상피는 비각

화중층편평상피로 구성되어 있다(Presland and Dale, 2000;

민병무 et al., 2007). 각화중층편평상피는 기저막과 인접

한 기저층(stratum basale)의 각화세포(keratinocyte)가 분

화함에 따라 유극세포층(stratum spinosum), 과립층(stratum

granulosum) 및 각화층(stratum corneum)을 구성한다. 기

저층의 표지인자 (marker molecule)는 keratin 5, 14이며,

유극세포층의 표지인자는 keratin 1, 10이며 과립층의 표

지인자는 involucrin, loricrin, filaggrin 및 transglu-

taminase이며, 각화층의 표지인자는 cornified cell envelope

이다(Masumoto et al., 2005). 한편, 비각화중충편평상피

는 기저층(stratum basale), 중층(stratum intermediate),

표층(stratum superficial)으로만 구성된다. 기저층의 표지

인자는 keratin 5, 14, 19이며 중층과 표층의 경우 K4,

K13이다(Presland and Dale, 2000). HBD-1과 HBD-2는

상부 조직에서 강하게 발현 되는데 특히 치은 하부의 치

태와 계속적으로 접촉하고 있는 부분인 치은 가장자리에

서 강하게 발현되는 것을 관찰할 수 있었다(Dale, 2002).

우리 연구실을 포함한 많은 연구실에서 구강세균에 대

한 치은상피세포의 선천면역반응이 활발히 연구되고 있

다. 배양접시 내 연구에선 보통 분화되지 않은 기저층 상

태의 치은상피세포가 이용되는데 반해, 구강 내 생태 환

경에선 분화된 각화층 또는 표층 상피세포가 직접적으로

세균과 접하고 있다. 따라서 분화되지 않은 치은상피세포

가 분화된 치은상피세포와 동일한 면역학적 특성을 보이

는지 의문이 제기되었고, 본 연구에서는 분화되지 않은

상태와 분화된 치은상피세포에서 선천면역반응을 매개하

는 패턴인식수용체의 발현을 비교 분석하였다. 

실험 재료 및 방법

세포배양 및 세균배양

박노희(University of California Los Angeles, USA)교

수로 부터 얻은 불멸화된 치은상피세포, HOK-16B는 (Park

et al., 1991) GA-1000 (Gentamicin과 Amphotericin B)

과 0.15 mM CaCl2, 그리고 성장 인자를 포함하는 상

피세포배양액 (Keratinocyte Growth medium, Clonetics,

San Diego, CA)으로 37℃, 5% CO2 조건에서 세포를

유지하였다. 

치은상피세포의 칼슘에 의한 분화유도

분화되지 않은 상태의 치은상피세포는 HOK-16B 세포

를 6 × 10
4
cells/well로 24-well 배양접시에 분주해 상피

세포배양액(0.15 mM CaCl2포함)에서 총 45시간 배양해

사용했으며 분화된 치은상피세포는 12 × 10
4
cells/well로

HOK-16B 세포를 24-well 배양접시에 분주해 1.2 mM의

CaCl2을 첨가한 상피세포배양액에서 21시간 동안 배양한

후 일반 상피세포배양액에 24시간 추가 배양해 분화를

유도했다. 

실시간 역전사 중합효소연쇄사슬반응(real-time reverse-

transcription polymerase chain reaction)

세포에서 Trizol®Reagent (Invtrogen Ltd., Paisely, UK)

를 사용하여 RNA를 추출 하였다. 역전사 반응에 의한

cDNA를 합성하기 위하여 총 1 µg의 RNA를 oligo dT

primer (Bioneer, Seoul, Korea) 1 µg과 역전사효소를 첨

가하여 최종 25 µl의 반응액에서 42
o
C에서 1시간 조건으

로 반응시켰다. 실시간 중합효소연쇄사슬반응은 20 µl 반

응액에서 수행 하였으며, 반응액은 1 µl의 cDNA와 SYBR

premix EX Taq, ROX reference Dye (Takara Bio,

Otsu, Japan)와 각 primer (0.2 µM)를 포함하였다. Oligo-

nucleotide primers는 오염된 gDNA의 증폭을 방지하기

위하여 적어도 두 개의 엑손(exon)에 걸쳐 증폭하도록 디

자인되었다. 사용된 primer sequence는 Table 1과 같다.

증폭은 94
o
C에서 1분 동안 초기 변성(denaturation)을 시

켜준 다음 95
o
C에서 15초 동안의 변성, 60

o
C에서 15초

동안의 부착(hybridization), 72
o
C에서 33초 동안의 중합

반응(polymerization)을 40번 반복하는 조건으로 형광 열

순환 반응기(Applied Biosystems 7500 Real-time PCR,

Foster city, U.S.A.)를 사용하여 시행하였다. 실시간 역

전사 중합효소연쇄사슬반응 산물의 특이성은 해리 곡선

분석과 3% 아가로스 겔(agarose gel)에서의 분석으로 확인

하였다. Housekeeping gene, glyceraldehydes-3-phosphate

dehydrogenase (GAPDH)를 측정하고자 하는 유전자와

함께 나란히 증폭해 GAPDH와 비교한 특정 유전자의 상

대적인 발현양을 2-
∆Ct
으로 계산하였다. 실시간 역전사 중

합효소연쇄사슬반응은 2-3회 반복실험으로 얻은 RNA의

각 시료마다 3회 수행하여 얻은 실험값을 통계분석 하였다.

말초혈액 단핵세포 분리

공여자로부터 얻은 혈액 10 ml을 Dulbecco’s Phosphate-

Buffer saline (DPBS) 10 ml에 1 : 1로 희석한 것을 10

ml의 Ficoll-Hypaque (Amersham Bioscience, Uppsala
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Sweden) 층 위에 얹은 후 400 g에서 30분간 원심분리

했다. 이로부터 단핵세포를 분리해 10% 소 태아혈청 (fetal

bovine serum)과 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml strep-

tomycin (Gibco-BRL, Paisely, UK)이 들어가 있는 RPMI

1640 (Gibco, U.S.A.)로 두 번 세척한 후 사용하였다.

항체염색과 유세포 분석(flow cytometry analysis)

실시간 역전사 중합효소연쇄사슬반응에서와 같이 동일

한 방법으로 배양한 세포를 DPBS로 세척하여 준 후

1 mM EDTA를 포함한 세포 분리용액(Sigma, U.S.A.)을

사용해 세포를 떼어내었다. TLR4의 세포 표면 염색의

경우 phycoerythrin (PE)이 표지된 항-TLR4 단일클론항

체(eBioscience)로 4
o
C에서 30분간 염색해 준 다음 DPBS

로 두 번 세척하였다. TLR4와 NOD2의 세포 내 단백

질을 염색하기 위해선, CytoFix/CytopermTM (BD bio-

sciences, San Diego, CA, U.S.A.)을 사용하여 37
o
C에서

20분간 세포를 고정, 투과 시킨 후 DPBS로 두 번 세척

후 항체로 4
o
C에서 30분간 염색했다. NOD2 염색에는 항

-NOD2 다클론항체 (Santacruz, CA, U.S.A.)와 FITC가 표

지된 항-토끼 이차항체를 사용했다. 음성대조군으로 항-

TLR4 단일클론항체와 동일한 아이소타입(isotype)의 비특

이 항체나 이차항체만으로 염색을 시행하였다. 염색된 세

포는 유세포 분석기(FACSCalibur, BD Bioscience)로 분

석하였다. 

효소면역측정법(enzyme-linked immunosorbent assay)

효소면역측정 키트 (R&D systems, Minneapolis, U.S.A.)

및 포함된 제품 설명서에 의거하여 배양액에 분비된 IL-

8의 농도를 측정하였다.

실험 결과

불멸화된 치은상피세포의 칼슘에 의한 분화 유도

6 × 10
4
cells/well의 세포를 저농도 칼슘에서만 배양해

분화되지 않은 상태를 유지시킨 HOK-16B 세포는 광학

현미경 하에서 윤기 있고 올록볼록한 형태를 관찰할 수

있었다. 반면 12 × 10
4
cells/well의 세포를 고농도 칼슘에

21시간 노출시킨 HOK-16B 세포는 평편한 모양으로 넓

게 퍼져 분화된 세포 형태를 보이는 것을 광학현미경으

로 관찰할 수 있었다(Fig. 1A). 한편 고농도 칼슘으로 분

화시킨 세포에서 치은상피세포의 분화 지표인 K13과

involucrin의 발현율이 유의성 있게 (p < 0.05) 증가되는

것을 실시간 역전사 중합효소연쇄사슬반응으로 관찰하였

다(Fig. 1B).

분화되지 않은 상태와 분화된 상태의 치은상피세포

에서 다양한 패턴인지수용체의 mRNA 발현 비교

실시간 역전사 중합효소연쇄사슬반응으로 다양한 패턴

인식수용체의 RNA 발현양을 분석한 결과, 치은상피세포

는 NALP2, NOD1, NOD2, TLR2, TLR4를 상당량 발

현하였고 NALP3, TLR3을 소량 발현하였다(Fig. 2).

IPAF, NALP6, TLR7, TLR8, TLR9의 발현은 관찰되지

않았는데 말초혈액 단핵세포에서는 이들의 발현이 잘 관

찰되었으므로 잘못된 primer제작에 의한 것이 아님을 확

인하였다(Ji et al., 투고 중). 분화되지 않은 치은상피세

포에 비해 분화된 치은상피세포에서 NOD2 발현의 증가

와 NALP2 및 TLR4 발현의 감소가 관찰되었다(Fig. 2). 

Table 1. 실시간 역전사 중합효소연쇄사슬반응에 사용된
primer 의 염기서열

 Primer sequence(5' → 3')

GAPDH Forward CAGCCTCAAGATCATCAGCA

K13
Forward CGAGAGCCTGAATGAAGAGC

Reverse CGACCACCTGGTTGCTAAAT

Involucrin
Forward GGCAGCTGAAGCACCTAGAG

Reverse CAGTTGCTTCTCCTCCTGCT

NOD1
Forward TGGTGGCCAAGTGATTGTAA

Reverse CAATCTCCACCTCTTGCCAT

NOD2
Forward GGTGTCTGCAAGGCTCTGTA

Reverse TCAATGCCAAGAAGTTCTGC

NALP2
Forward GAAATGTCATCTGCCTGGGT

Reverse ATCTCCCGGAACTTCGTCTT

NALP3
Forward TGAAGAGGAGTGGATGGGTT

Reverse TTCAATGCACTGGAATCTGC

NALP6
Forward GCGCAGGAGAAGAAGAAGAA

Reverse CACAGTGGGTCAGTCATTGC

IPAF
Forward CAGAACCCTGCTGACTGAGA

Reverse CCAAATGGAAAGGTCAAAGG

TLR2
Forward ATTGTGCCCATTGCTCTTTC

Reverse ACCCACACCATCCACAAAGT

TLR3
Forward CGACGAAATGTCTGGATTTG

Reverse GATGCACACAGCATCCCA

TLR4
Forward AACCAAGAACCTGGACCTGA

Reverse GAGAGGTGGCTTAGGCTCTG

TLR7
Forward TGCTCTGCTCTCTTCAACCA

Reverse CCAAGGAGTTTGGAAATTAGGA

TLR8
Forward TGCTGCAAGTTACGGAATGA

Reverse CGCATAACTCACAGGAACCA

TLR9
Forward TCCTTCCCTGTAGCTGCTGT

Reverse GTAGGAAGGCAGGCAAGGTA

HBD-1
Forward GTCGCCATGAGAACTTCCTA

Reverse GTTCATTTCACTTCTGCGTCATTTCTTCT

HBD-2
Forward ATCAGCCATGAGGGTCTTGT

Reverse GGATCGCCTATACCACCAAA

HBD-3
Forward TGTTTGCTTTGCTCTTCCTG

Reverse CTTTCTTCGGCAGCATTTC
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분화되지 않은 상태와 분화된 상태의 치은상피세포

에서 NOD2 와 TLR4의 단백질 발현 비교

관찰된 RNA 발현양의 차이가 단백질 발현에 영향을

주었는지 확인하기 위해, 유세포 분석을 이용하여 NOD2

와 TLR4 발현을 관찰하였다. 세포내 단백질인 NOD2를

세포내 염색 후 관찰한 결과 분화되지 않은 상태와 분화

된 상태간의 발현 차이를 관찰할 수 없었다(Fig. 3). 세

포막 단백질인 TLR4는 세포면 염색과 세포내 염색을 모

두 시행해 관찰한 결과, 비록 분화된 세포에서 분화되지

않은 세포에 비해 세포내에 TLR4를 발현하는 비율이 감

소한 것으로 보였으나 이는 분화된 세포에서 비특이 항

체를 이용한 음성대조군의 염색이 증가되어 나타난 현상

으로 신뢰하기 어려웠다. 더욱이, 세포막에 TLR4를 발현

하는 비율은 큰 차이가 없었기 때문에 치은상피세포의

분화가 TLR4 단백질 발현양에 영향을 주지 않는다고 판

단하였다(Fig. 3). 이는 분화된 치은상피세포가 감염체에

대해 분화되지 않은 세포와 유사한 면역 반응을 보이리

라는 것을 암시한다.

분화되지 않은 상태와 분화된 상태의 치은상피세포

에서 HBDs와 IL-8의 발현 비교

실시간 역전사 중합효소연쇄사슬반응으로 HBD-1과 -3

발현을 비교한 결과 분화되지 않은 치은상피세포에 비해

서 분화된 치은상피세포에서 이들의 발현양이 유의적으

로 증가됨을 관찰할 수 있었다. 그러나 배양액으로 분비

된 IL-8량은 분화된 세포에서 다소 감소하는 경향을 보

였는데, 이는 처음에 분주한 세포 수의 차이를 고려할 때

분화에 따라 IL-8 생성이 감소함을 의미한다. 

Fig. 1. Differentiation of  immortalized human gingival epithelial  (HOK-16B)  cells was induced by calcium. HOK-16B cells, plated at either
6 × 10

4

 or 12 × 10
4

 cells/well into 24-well plates,  were cultured for 2 days in KGM containing  0.15 mM or 1.35 mM CaCl2, respectively. A.
Morphology of cells was examined by an inverted-phase-contrast microscope (× 400). B. Expression levels of K13 and involucrin, the differ-
entiation markers of oral keratinocytes, were examined by real time RT-PCR. *, p <0.05 

Fig. 2. The expression levels of various PRR transcripts in undifferentiated versus differentiated HOK-16B cells presented  difference only in
NOD2,  NALP2 and TLR4. The expression of various PRRs  was examined by real-time RT-PCR. The expression levels of PRR transcripts
were presented as relative ratios to that of GAPDH. *, p <0.05 by  paired t-test. 



Expression of Various Pattern Recognition Receptors in Gingival Epithelial Cells 81

고  찰

본 연구에서는 치은상피세포의 분화상태에 따라 면역학

적 특성이 변화하는지 알아보기 위해 분화되지 않은 상

태와 분화된 치은상피세포의 패턴인식수용체 발현을 비

교 분석하였다. 그 결과 패턴인식수용체 발현에 큰 차이

가 없어 분화된 치은상피세포는 분화되지 않은 세포와

유사한 면역반응을 할 것으로 사료된다. 

HOK-16B 세포는 일차 배양한 정상치은상피세포에 재 조

합된 인간의 papillomavirus type 16 DNA를 transfection

하여 불멸화 시킨 형질변형세포로 약 25 copies의 HPV-

16DNA를 함유하고 있다. 세포골격의 변형으로 인해 정상

치은상피모양을 상실하였고 세포 내 myc proto-oncogene

을 과발현 하고 있으나 nude mice에서 암을 형성하지는

않는 부분적인 형질 변형 세포이다(Park et al., 1991).

다양한 구강세균에 대한 HOK-16B 세포의 선천면역반응

은 정상치은세포와 유사한 반응을 보였다(Ji et al., 2007).

치은상피세포는 말초혈액 단핵세포에 비해 매우 제한된

종류의 패턴인지수용체를 발현하였다. 특히 흥미롭게도,

소포체에 존재하는 TLR 중 TLR7, TLR8, TLR9의 발

현은 전혀 관찰되지 않았고, TLR3은 매우 소량만 발현

하는 것으로 관찰되었다(Fig. 2). 이러한 결과는 정상치

은상피세포를 이용한 실험에서도 확인하였다(결과 생략).

우리의 연구 결과와 달리 Uehara 등 (Uehara et al.,

2007)은 치은상피세포에서 TLR3, TLR7이 상당량 발현

됨을 보고 하였으나, 그들의 결과는 한 개의 엑손만을 증

Fig. 3. The expression levels of  NOD2 and TLR4 protein in differentiated HOK-16B cells were similar to those in undifferentiated cells.
Cells were stained with Ab with or without permeabilization and analyzed by flow cytometry. Cells stained with isotype control or secondary
Ab alone served negative controls. The percentages of stained cells compared with negative controls are indicated.

Fig. 4. Differentiated HOK-16B cells expressed higher levels of human beta defensin (HBD) -1 and -3 but secrete lower level of IL-8, com-
pared with undifferentiated cells. The expression of HBDs was examined by real time RT-PCR and the amount of secreted IL-8 were mea-
sured by ELISA. *; p <0.01 **; p <0.0002
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폭하는 primer를 이용하였으므로 오염된 genomic DNA

의 증폭을 배제할 수 없는 결과이다. 소포체에 분포하는

패턴인지수용체의 낮은 발현이 치은상피세포와 감염체의

상호작용에 어떤 영향을 줄지 앞으로 추가 연구가 필요하다.

분화되지 않은 치은상피세포에 비해 분화된 치은상피세

포에서 NOD2 유전자 발현의 증가와 NALP2 및 TLR4

유전자 발현의 감소가 관찰되었으나(Fig. 2A), 단백질 발

현양의 차이는 관찰 할 수가 없었다(Fig. 3). 이것은 아

마도 유전자 발현양의 차이가 현저하지 않았기 때문인

것으로 생각되며, 전반적으로 치은상피세포가 발현하는

패턴인지수용체의 종류와 양이 분화에 의해 큰 영향을

받지 않는 것으로 보인다. 

패턴인지수용체와 달리 HBD와 IL-8의 발현은 분화상

태에 따라 큰 차이를 보였다. HBD-1과 HBD-3는 분화

된 치은상피세포에서 발현양이 2배 이상 증가하였는데,

이는 치은조직 상피층의 분화된 부위에서 HBD-1과 HBD-

2가 강하게 염색됨을 보고한 Dale (2002)의 연구결과와

일치한다. 분비된 IL-8의 양은 분화된 치은상피에서 약간

감소하는 경향을 보였는데, 분화된 치은상피는 2배 수의

세포를 배양하였으므로 이는 분화에 의해 IL-8의 분비가

2배 이상 감소한 것을 의미한다. Dale (2002)은 칼슘에

의한 세포분화가 IL-8 발현도 증가시킨다고 보고한 바

있으나, 그들의 결과는 역전사 중합효소연쇄사슬반응만

시행한 결과이다. 우리는 치은상피세포를 배양접시에 분

주하여 배양시간이 경과할수록 IL-8 유전자 발현양이 감

소함을 실시간 역전사 중합효소연쇄사슬반응으로 관찰한

바 있다(결과생략). 우리의 실험결과는 아마도 치은상피

가 세균과 접하는 가장 분화된 표층에서 HBDs 발현을

증가시키고, IL-8 발현은 분화 정도가 떨어지는 접합상피

에서 많이 발현되도록 조절한다고 해석될 수 있다.

결론적으로 본 연구는 치은상피세포는 제한된 종류의

패턴인식수용체를 발현하며 치은상피세포의 분화에 의해

패턴인식수용체의 발현양에는 변화가 없었으나 항생물질

의 발현이 현저하게 증가함을 보여준다. 
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