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Toll-like receptors (TLRs) recognize pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and regulate the activation of 

innate immunity. All TLR signaling pathways culminate in the activation of NF-κB, leading to the induction of 
inflammatory gene products such as cyclooxygenase-2 (COX-2). Triptolide (TP), a natural component of Tripterygium 

wilfordii Hook. F, has been used as folk remedies to treat many chronic diseases for many years. In the present report, 

we present biochemical evidence that TP inhibits the NF-κB activation induced by polyriboinosinic polyribocytidylic 
acid (Poly[I:C], TLR3 agonist) and lipopolysaccharide (LPS, TLR4 agonist). TP also inhibits COX-2 expression induced 

by Poly[I:C] and LPS. These results suggest that TP can modulate the immune responses regulated by TLR3 and TLR4 

signaling pathways. 
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서  론 

 

선천성 면역 반응은 거의 모든 생물체에 존재하는 숙

주의 방어 체계로서, 병원균에 대항하기 위한 숙주의 최

초 방어 체계라 할 수 있다. 병원균들이 특이하게 가지고 

있는 분자 구조 (molecular patterns)를 Pathogen Associated 

Molecular Patterns (PAMP)이라고 부르며, PAMPs가 숙주 

안에 들어오면 최초로 숙주 안에 있는 pattern recognition 

receptors (PRRs)가 인식하게 된다 (Takeda and Akira, 2005). 

Toll-like receptor (TLR), NOD-like receptor, RIG-like receptor

가 PRRs 역할을 하는 대표적인 수용체들로 알려져 있다 

(Kumar et al., 2009). 특히 이 중에서도 TLRs가 중요한 

PRR 역할을 한다고 알려져 있다. 현재까지 적어도 13개

의 TLRs가 포유동물 세포 안에서 발견되었으며, 각각의 

TLRs는 병원균들이 가지고 있는 각각의 PAMPs를 인식

하는 것으로 알려져 있다 (Kawai and Akira, 2007). 

TLRs는 커다랗게 myeloid differential factor 88 (MyD88)

과 Toll/IL-1R domain-containing adaptor inducing IFN-β 

(TRIF)를 통한 두 개의 신호 전달 경로를 가지고 있다 

(Kawai and Akira, 2007). MyD88은 TLR3를 제외한 모든 

TLRs의 TIR domain에 붙는 어댑터 분자이며, IL-1 receptor-

associated kinase 4 (IRAK-4)를 유도한다. IRAK-4는 IRAK-1

의 인산화를 유도하며, 인산화된 IRAK-1은 TNF receptor-

associated factor 6 (TRAF6)를 유도한다. TRAF6는 IκB 

kinases (IKK) complex의 활성화를 유도하여 전사 요소 
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nuclear factor κB (NF-κB)를 활성화 시킨다. 활성화된 NF-

κB는 cytokine, cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible nitric 

oxide synthase (iNOS) 등과 같은 염증을 유발하는 유전자

들을 유도하여 여러 질병을 유발하게 된다 (Takeda and 

Akira, 2005). 

TLR3와 TLR4는 MyD88 대신에 어댑터 분자인 TRIF

를 통하여 interferon (IFN) regulatory factor 3 (IRF3) 활성

화를 유도한다 (Sato et al., 2003). TRIF는 TANK-binding 

kinase 1 (TBK1) 활성화를 유도하여 전사 요소 IRF3 활

성화를 유도한다. 활성화된 IRF3는 IFNβ나 IFN에 의해

서 유도되는 유전체들을 유도한다. 또한 TRIF의 C-말단 

부분은 receptor interacting protein 1 (RIP1)과 반응하여 지

연된 NF-κB 활성화를 유도하는 것으로 알려져 있다 

(Meylan et al., 2004). 

Tripterygium wilfordii Hook. F는 오래 전부터 동양의학

에서 많이 사용되어 왔다. T. wilfordii Hook. F 추출물은 

관절염 (rheumatoid arthritis), 사구체 신염 (nephritis), 전신

성 홍반성 낭창 (systemic lupus erythematosus)와 같은 자

가면역 (autoimmune), 항염증 (anti-inflammatory) 질병 치

료제로써 사용되어 왔다 (Chen, 2001; Jiang, 1994; Tao et 

al., 1989). 현재까지 T. wilfordii Hook. F 안에서 300개 이상

의 성분의 밝혀졌으며, triptolide (TP)가 (Fig. 1) 가장 효과

적인 성분으로 알려져 있다. 여러 연구에 의하면 TP는 

면역억제 (immunosuppressive), 항염증 (anti-inflammatory), 

항증식 (anti-proliferative) 활성을 가지고 있는 것으로 밝

혀졌다 (Chen, 2001; Qiu and Kao, 2003). TP는 대식세포

(macrophages), 인간 대장암 세포 (human colon cancer cells), 

백혈병 세포 (leukemia cells)에서 lipopolysaccharide (LPS)

에 의해 유도된 iNOS와 COX-2 발현을 억제하는 것으로 

알려져 있다 (Kim et al., 2004; Tong et al., 2007). 또한 TP는 

염증과 관련된 면역세포 안에서 여러 가지 cytokines이나 

chemokines 생성을 억제시키는 것으로 알려져 있다 (Jiao 

et al., 2008; Lu et al., 2005). 

하지만 TP가 TLR3 agonist이며, 박테리아 double strand 

RNA (dsRNA)에 의해 유도된 TLRs 신호 전달 시스템을 

조절하는지는 알려져 있지 않다. 그래서 우리는 이번 연

구를 통해서 TP가 TLR3, TLR4 agonist에 의해서 유도된 

NF-κB 활성과 활성화된 NF-κB에 의해서 유도되는 유전

자인 COX-2 발현을 조절하는지 알아보았다. 

 

재료 및 방법 

재료 

실험에 사용한 TP는 Santa Cruz Biotechnology (Dallas, 

TX, USA)로부터 구입하였다. LPS는 List Biological Lab 

(San Jose, CA, USA)로부터, polyriboinosinic polyribocytidylic 

acid (Poly[I:C])는 Amersham Biosciences (Piscataway, NJ, 

USA) 회사로부터 각각 구입하였다. COX-2, β-actin 항체

는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) 회사로

부터 구입하였다. 그 밖의 다른 시약들은 Sigma-Aldrich 

회사로부터 구입하였다. 

세포 배양 

RAW 264.7 cells (a murine monocytic cell line, ATCC 

TIB-71)은 10% (v/v) FBS, 100 units/mL Penicillin, 100 μg/mL 

streptomycin을 포함하고 있는 Dulbecco's modified Eagle's 

medium (DMEM)에서 배양하였으며, 세포들은 5% CO2/ 

air를 포함하고 있는 37℃ 배양기 안에서 배양하였다. 

트랜스펙션 (transfection)과 발광효소 유전자 분석 

(luciferase reporter gene assay) 

NF-κB와 COX-2 luciferase plasmid, Heat shock protein 

(HSP) 70-β-galactosidase plasmid 등 transfection을 위한 모

든 DNA는 EndoFree Plasmid Maxi kit (Qiagen, Valencia, 

CA, USA)을 사용하여 준비되었다. NF-κB, COX-2 발광

효소 유전자 분석은 선행연구에서 사용한 방법에 의하

여 분석하였다 (Youn et al., 2006c). 발광효소 plasmid와 

HSP70-β-galactosidase plasmid는 Superfect transfection 시

약 (Qiagen, Valencia, CA, USA)을 사용하여 세포 안으로

transfection 시켰다. 발광효소의 활성화는 luciferase assay 

system (Promega, Madison, WI, USA)을 사용하여 측정하였

Fig. 1. The structure of triptolide (TP). 
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다. 발광효소 활성화는 β-galactosidase 활성화를 측정하여 

표준화시켰다. 

면역압 (immunoblotting)방법 

Western blotting은 선행연구의 방법에 의하여 분석하였

다 (Youn et al., 2006a; Youn et al., 2006b). 단백질 추출물들

은 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis)에서 분리되어 polyvinylidene difluoride 

membrane으로 전기영동에 의해서 이전되었으며, Mem- 

brane은 0.1% Tween 20와 5% 탈지 건조된 우유를 포함

하고 있는 phosphate-buffered saline을 가지고 blocking 

하였다. Membrane은 1차 항체를 가지고 blotting하고, 

horseradish peroxidase와 복합된 2차 항체에 노출시킨 다

음, ECL western blot detection 시약 (Amersham Biosciences, 

Arlington Heights, IL, USA)을 사용하여 단백질을 규명하

였다. 

데이타 분석 

각각의 데이타 값은 세 개가 하나의 실험으로 얻어졌

으며, mean ± standard error mean (SEM)으로 표현되었다. 

 

 

 

 

결과 및 고찰 

TP의 TLR3, TLR4 agonists에 의해 유도된 NF-κB 활성화 

억제 

먼저 우리는 TP가 TLR3, TLR4 agonists에 의해 유도된

NF-κB 활성을 억제하는지 알아보았다. Poly[I:C] (TLR3 

agonist)와 LPS (TLR4 agonist)는 TLR3, TLR4에 의해 각각 

인식하게 되면 MyD88-, TRIF-dependent 신호 전달 시스

템을 통하여 NF-κB 활성화를 유도하게 된다. 우리는 NF-

κB 활성화 측정을 위해서 발광효소 유전자 분석법을 사

용하였다. TP는 Poly[I:C], LPS에 의해 유도된 NF-κB 활

성을 억제시켰다 (Figs. 2A, B). 또한 TP는 LPS에 의해서 

유도된 IκBα 분해를 억제시켰다 (Fig. 2C). 이것은 TP가 

TLRs 신호 전달 시스템을 조절하여 NF-κB 활성을 억제

할 수 있다는 것을 의미한다. 

TP의 TLR3, TLR4 agonists에 의해 유도된 COX-2 발현 

억제 

TLR3, TLR4가 agonists를 인식하여 신호를 아래로 전

달하면, NF-κB 활성화를 유도하고, 활성화된 NF-κB는 

cytokine, COX-2와 같은 염증 유전자들 발현을 유도한다. 

숙주에 침입한 병원체들의 계속된 자극과 이러한 과정들

이 반복됨으로써 여러 질병이 발생하게 된다. 다음 실험

A B C 
NF-κB NF-κB IκBα 

β-actin

Fig. 2. TP suppressed the NF-B activation induced by Poly[I:C] and LPS. (A, B) RAW264.7 cells were transfected with NF-B
luciferase reporter plasmid and pre-treated with TP (10, 50, 100 nM) for 1 hr and then treated with Poly[I:C] (10 μg/mL) (A) or LPS (10
ng/mL) (B) for an additional 8 hrs. Cell lysates were prepared and luciferase and β-galactosidase enzyme activities were measured as 
described in "Materials and Methods". Relative luciferase activity (RLA) was normalized with -galactosidase activity. Values are mean ±
SEM (n=3). *, Significantly different from Poly[I:C] alone, P<0.01 (**) (A). +, Significantly different from LPS alone, P<0.01 (++) (B). 
(C) RAW264.7 cells were pretreated with TP (50, 100 nM) for 1 h and then further stimulated with LPS (10 ng/mL) for 30 min. Cell lysates
were analyzed for IκBα and β-actin protein by immunoblots. Veh, vehicle; TP, triptolide. 
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으로 COX-2 발광효소 유전자 분석법과 western blotting 

방법을 사용하여 COX-2 발현이 TP에 의해 억제되는지 

알아보았다. TP는 Poly[I:C]와 LPS에 의해 유도된 COX-2 

발현을 억제시켰다 (Figs. 3, 4). 이것은 TP가 염증 유전자

들을 조절하는 항염증 효과에 대한 중요한 역할을 가진

다는 것을 의미한다고 할 수 있겠다. 

Fig. 3. TP suppressed the COX-2 expression induced by Poly[I:C] and LPS. (A, B) RAW264.7 cells were transfected with COX-2
luciferase reporter plasmid and pre-treated with TP (50, 100 nM) for 1 hr and then further stimulated with Poly[I:C] (10 μg/mL) (A) or 
LPS (10 ng/mL) (B) for an additional 8 hrs. Cell lysates were prepared and luciferase and β-galactosidase enzyme activities were measured
as described in "Materials and Methods". Relative luciferase activity (RLA) was normalized with β-galactosidase activity. Values are mean
± SEM (n=3). *, Significantly different from Poly[I:C] alone, P<0.01 (**) (A). ++, Significantly different from LPS alone, P<0.01 (++)
(B). Veh, vehicle; TP, triptolide. 

A B 

Fig. 4. TP suppressed the COX-2 protein induced by Poly[I:C] and LPS. (A, B) RAW264.7 cells were pretreated with TP (50, 100 
nM) for 1 hr and then further stimulated with with Poly[I:C] (10 μg/mL) (A) or LPS (10 ng/mL) (B) for 8 hrs. Cell lysates were analyzed 
for COX-2 and β-actin protein by immunoblots. The blots were subjected to densitometric analysis (upper panel). Densitometric units were
normalized to β-actin. Veh, vehicle; TP, triptolide. 

A B 

COX-2

β-actin

COX-2

β-actin
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우리는 이번 연구에서 TP가TLR3 agonist인 Poly[I:C]

와 TLR4 agonist인 LPS에 의해 유도된 NF-κB 활성과 

COX-2 발현을 억제시킬 수 있다는 것을 알아내었다. TP

는 선천성 면역과 염증에 관련된 NF-κB 활성을 억제하

여 COX-2 발현을 조절하는 효과를 가지는 염증 억제제

로써도 중요한 역할을 할 것으로 생각된다. 이러한 연구 

결과를 바탕으로 미래에는 TP가 TLRs 신호 전달 시스템

을 어떻게 조절하여 염증 인자 또는 염증 유전자를 억제

하는지 정확한 분자학적인 타깃이 밝혀질 것으로 기대

한다. 

염증 (inflammation)은 여러 분자학적인 기전에 의해서 

유도되는데, 그 중에서도 COX-2에 의한 prostaglandins 

(PGs)의 생성이 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 

(Moncada, 1999; Turini and DuBois, 2002). COX는 적어도 

두 개의 isoforms인 COX-1과 COX-2로 존재한다고 알려

져 있다. COX-1은 거의 모든 세포나 조직에서 항상 발

현되며 신장 (kidney)에서 위장관 세포보호작용 (gastro- 

intestinal cytoprotection), 전해질 항상성 (electrolyte homeo- 

stasis)과 같은 중요한 생리적 과정을 조절하는 것으로 알

려져 있지만, COX-2는 염증을 유발하는 요소에 의해서 

커다랗게 증가되어 여러 질병을 유발하는 것으로 알려져 

있다 (Vane et al., 1998). 1971년 Vane이 aspirin과 관련된 

약들이 PG 합성을 억제하여 항염증 효과를 가지고 있다

는 것을 발견한 이래로 많은 물질들이 PG 합성을 위한 

항염증 억제제로써 탐구되었다 (Vane, 1971). Non-steroidal 

anti-inflammatory drugs (NSAID)에 의한 독성효과 중에서 

많은 것은 COX-1 억제에 의해서 유도되지만, 치료효과는 

COX-2 억제에 의해서 유도된다고 알려져 있다 (Grzanna 

et al., 2005). 이러한 사실은 많은 제약회사들에게 NSAID 

개발에 있어서 COX-2 억제제를 개발하도록 유도하였으

며, 현재까지 많은 COX-2 억제제가 개발되어 항염증제로

써 사용되고 있다. 특히 많은 파이토케미칼이 COX-2 발

현을 억제하는 것으로 밝혀졌다 (Khanna et al., 2007; Surh, 

2003; Surh et al., 2001). 

오늘날 염증 치료제로써 통증을 완화시키는 NSAIDs

들이 개발되었다. NSAIDs의 대표적인 약들로는 aspirin, 

ibuprofen과 naproxen 등이 있지만, 이러한 NSAIDs는 많

은 문제를 일으키는 부작용 때문에 오늘날 많은 연구

자들은 염증 치료를 위해서 자연에서 얻어진 물질에 보

다 높은 관심을 가지기 시작하였다 (Harris et al., 2005; 

Naesdal and Brown, 2006). 이번 연구에서는 자연에 존재

하는 물질인 Tripterygium wilfordii Hook. F의 추출물 TP가 

면역시스템 조절을 위해서 중요한 역할을 하는 TLRs 신

호 전달 시스템을 어떻게 조절하여 항염증 효과를 가지

고 있는지 알아보았다. 우리는 TP가 TLR3, TLR4 agonists

에 의해서 유도된 NF-κB 활성화와 COX-2 발현을 억제

하는 것을 알아내었다. 특히 TLR3 agonist인 Poly[I:C]는 

viral dsRNA이다. 이것은 TP가 바이러스에 의해 유도되

는 염증 반응이나 여러 질병을 조절할 수 있다는 것을 

보여주는 결과라 할 수 있다. 앞으로 우리는 TP가 TLR3 

신호 전달 시스템을 통해서 유도되는 어떤 유전자나 단

백질을 조절하는지, 그리고 TP의 정확한 분자학적인 타

깃을 알아내고자 한다. 
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