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국문요약 

 

인플라마솜 매개 peroxiredoxin2의 분비와 

보체 고전경로 활성화 

 

Peroxiredoxins (Prxs)은 다양한 세포 구성 요소에서 발견되는 단백

질이다. 세포 내에서 존재하는 Prxs은 활성산소를 제거하거나 활성

산소에 의해 매개되는 신호전달을 억제하는 역할을 한다. 세포 내 

Prxs의 역할은 이미 잘 알려져 있지만, 분비된 Prxs의 역할에 대해

서는 많은 연구가 진행되어 있지 않다. 최근에 Prxs이 허혈성 뇌 증

후군에서 분비되어 염증 반응을 유도하는 danger-associated molecular 

pattern (DAMP) 단백질로서 역할을 한다고 보고되었다. 본 연구에서

는 허혈성 뇌 증후군과 같은 세포 괴사에 의한 분비뿐만 아니라 

LPS 또는 LPS와 ATP처럼 염증반응을 유도하는 자극원에 의해서도 

Prxs이 분비됨을 확인하였다. LPS와 ATP를 함께 이용한 자극은 면

역세포에서 inflammasome (인플라마솜)을 활성화시키는 자극원으로 

널리 알려져 있다. Inflammasome이 세포 내에서 형성된 후에는 

caspase-1의 활성화에 의해 IL-1β가 잘리게 되고, 잘린 IL-1β는 세포 
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밖으로 분비되어 염증반응을 유도하는 사이토카인으로 작용하게 된

다. Prx2의 분비가 실제로 inflammasome 형성에 의한 것인지 확인하

기 위해 caspase-1 억제제를 처리하거나 NLRP3가 결손된 마우스 유

래 세포에 LPS와 ATP로 자극하였을 때, Prx2의 분비가 감소함을 관

찰하였다. Prx2와 보체의 상호작용을 통한 보체 활성화에 미치는 영

향을 관찰한 결과 보체 고전경로의 개시자인 C1q와 결합하고 이후 

보체 활성화를 통해 C4b 및 C5b-9의 형성을 유도함을 확인하였다. 

본 연구를 통하여 세포 내 항산화 단백질인 Prx2가 inflammasome 

매개 기전으로 분비되고 C1q 단백질과의 결합을 통해 보체 고전경

로를 활성화시킴을 제시하는 바이다. 

 

 

 

 

 

                                                                

핵심되는 말: peroxiredoxin, danger-associated molecular pattern, 

inflammasome, complement 
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인플라마솜 매개 peroxiredoxin2의 분비와 

보체 고전경로 활성화 

 

<지도교수 신 전 수> 

 

연세대학교 의과학과 

이 현 숙 

 

Ⅰ. 서 론 

 

 Peroxiredoxins (Prxs)은 과산화수소 (hydrogen peroxide)와 알킬 하이드로과

산화물 (alkyl hydroperoxide)을 환원시키는 항산화 단백질이며, 세포질, 미

토콘드리아, 퍼옥시좀, 소포체 등 세포 내 다양한 위치에서 발현하고 있

다.
1
 Prxs이 항산화 단백질로서의 역할을 수행하기 위해서는 두 개의 

redox-active cysteine이 필요하다.
2,3

 포유류에서는 6개의 동형 단백질 

(isoform)이 발견되었으며, Prxs은 redox-active cysteines에 따라 두 개의 카테

고리로 나뉜다. Cysteine 잔기의 수에 따라 1-Cys와 2-Cys Prxs이 존재하며, 

2-Cys Prx에는 ‘typical’ 과 ‘atypical’ 형이 존재한다.
4-6

 6개의 동형 단백질 중 

typical 2-Cys Prx에 속하는 Prx1, 2, 3, 4 단백질의 역할에 대한 연구가 많이 
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진행되어 왔다. Prx1 결손 마우스에서 증가된 DNA 손상과 Prx2 결손 마우

스에서 나타난 적혈구 용혈현상이 항산화 단백질로서 Prxs의 역할을 보여

준다.
7,8

 

Prxs은 세포 내에서 DNA, RNA, 단백질 손상을 유발할 수 있는 과산화

수소를 환원시키는 강력한 산화제이다.
9
 세포 내 Prxs 역할 규명에 비해 

세포 밖에서 Prxs이 어떠한 역할을 하는지는 아직 잘 알려진 바가 없다. 

최근에 한 그룹에 의해 허혈성 뇌 질환 모델에서 Prxs이 다량 존재하고, 

분비된 Prxs이 허혈성 뇌 증후군 이후에 나타나는 염증 반응의 중요한 유

도자로 작용한다는 것이 제시되었다.
10

 또한 glutathionylated Prx2가 

lipopolysaccharide (LPS)에 의해 이합체로 분비되고, 분비된 glutathionylated 

Prx2는 효소활성을 갖는 이합체 형태이기 때문에 수용체의 이황화 결합을 

유도하고 결과적으로 염증성 사이토카인의 분비를 유도할 수 있음을 통해 

DAMP 분자로서의 역할이 제시되었다.
11

 DAMP는 세포 내에서 내생적으로 

존재해야 하며, 세포 자극에 의해 세포 밖으로 분비되어 염증반응을 유발

할 수 있어야 한다.
12

 본 연구에서 Prxs 단백질이 LPS 자극뿐만 아니라 

inflammasome 자극원에 의한 분비도 확인하고자 하였다. Inflammasome은 

다양한 염증반응 유도 자극원을 인지하는 단백질 복합체 그룹이다. 자극

원을 인지한 후, IL-1β와 IL-18 같은 중요한 염증성 사이토카인의 생산을 

조절한다.
13,14

 IL-1β는 분비와 관련된 신호 서열 (signal sequence)을 갖고 있



5 

 

지 않다. 대신 이러한 IL-1β의 활성과 분비는 caspase-1에 의해 조절된다. 

Caspase-1은 IL-1β 외에도 IL-18, IL-1α, fibroblast growth factor-2의 분비에도 

관여한다.
15,16

 

보체계 (complement system)는 미생물 감염에 대한 숙주 방어 기전으로

서 알려진 대표적인 선천성 면역 기전 중의 하나이다. 패혈증은 보체를 

과도하게 활성화 시키며, 이로 인해 C5a와 같은 보체계 산물을 과다 생산

한다. 패혈증에서 증가된 C5a는 대식 세포로부터 TNF와 같은 염증성 사

이토카인의 분비를 증가시키며, 상피 세포로부터 응고 인자들을 분비해 

내거나 호중구에 의한 탐식 작용을 방해하는 작용을 한다.
17-23

 패혈증에서 

초기에 분비되는 염증성 사이토카인 중 하나인 IL-6는 C-reactive protein 

(CRP)를 매개로 하여 보체를 활성화 시킴으로써 패혈증에서 또 다른 기

능을 하는 것으로 알려져 있다.
24

 보체는 고전 경로 (classical pathway), 렉

틴 경로 (lectin pathway), 대체 경로 (alternative pathway)를 통해 활성화된다. 

보체계의 3가지 활성경로 중 면역 복합체를 인지하여 고전 경로 (classical 

pathway)를 시작하게 하는 보체 구성 성분인 C1q는 β-amyloid fibrils와 같

은 자체로부터 변형된 구조, prion 단백질과 같은 병원성 형태, 세포 사멸

이 일어나는 세포 (apoptotic cell)의 표면에 결합하여 보체를 활성화시킨

다.
25-28

 C1q는 사멸 세포에 의해 노출되는 phosphatidylserine에 결합하여 탐

식 세포에 의한 탐식 작용을 촉진시키는 분자로서도 역할을 한다.
29
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위와 같이 선천 면역에서 보체는 감염에 대한 첫 번째 방어선으로서 숙

주를 보호하는 역할을 수행하지만, 증가된 활성에 의해 오히려 면역 반응

을 과도하게 증가시킬 수 있다. 최근에 밝혀진 것처럼 다양한 환경에서 

분비된 Prxs이 염증 반응 유도자로서 작용한다는 것을 볼 때, 어떠한 자

극에 의해 분비된 Prxs이 혈중에 다량 존재하고 있는 보체와의 상호작용

이 일어날 수 있음을 시사한다. 또한, 이러한 상호작용에 의해 염증 반응

이 과도하게 일어나고, 염증 반응에 의해 나타나는 질병 또한 악화될 수 

있음을 예상할 수 있다. 

따라서 본 연구에서는 DAMP로 작용한다고 알려진 Prxs의 분비가 

inflammasome 매개 기전과 관련성이 있는지를 확인하고, 분비된 Prxs이 보

체 활성화에 관련성이 있는지를 확인하고자 하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 재료  

항체는 rabbit anti-Prx2 antibody (Abcam, Cambridge, UK), mouse anti-NLRP3 

antibody (Adipogen, San diego, CA, USA), mouse anti-caspase-1 antibody 

(Adipogen), goat anti-IL-1β antibody (R&D systems, Mineapolis, MN, USA), rabbit 

anti-His tag antibody (Abcam), rabbit anti-β-actin antibody (Cell signaling 

technology, Danvers, MA, USA), rabbit anti-GAPDH antibody (Abfrontier, Seoul, 

Korea)를 사용하였다. Rabbit anti-Prx1, Prx2, Prx3, Prx4, Prx5, Prx6 antibodies와 

tag 펩타이드가 결합되지 않은 사람 Prx1 (hPrx1), 사람 Prx2 (hPrx2), 마우

스 Prx1 (mPrx1), 마우스 Prx2 (mPrx2) 단백질은 연세대학교 의과대학 의생

명과학부 이서구 교수님 연구실로부터 제공받았으며, 재조합 hPrx1 및 

hPrx2 단백질은 분리 정제하여 사용하였다. 

pET17b 발현 벡터 (Novagen, Darmstadt, Germany)에 C 말단에 6xHis가 tag

된 hPrx1-His와 hPrx2-His를 클로닝하였다. 발현 벡터를 E. coli BL21에 형

질전환 시킨 뒤 ampicillin이 첨가된 LB plate에 도말하여 37
o
C에서 하루 밤 

동안 배양하였다. 형질 전환된 집락을 ampicillin이 첨가된 LB 배지에 접

종하여 37
o
C에서 OD600 0.5~0.6 정도가 되도록 배양한 후 1 mM IPTG를 이

용하여 단백질 생성을 유도하였다. E. coli pellet을 모아 sonication을 통하여 

용해시키고, Ni
2+

 resin과 섞어 4
o
C에서 하루 밤 동안 부착시켰다. Imidazole
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을 이용해서 최저 20 mM에서 최고 200 mM의 버퍼를 만들고, 이를 통해 

재조합 hPrx1-His와 hPrx2-His 단백질 (rhPrx1-His, rhPrx2-His)을 분리 정제

하였다. 내독소는 Triton X-114를 이용하여 제거하였다.
30

 

 

2. 세포배양 

마우스 대식세포 주 J774A.1 세포와 마우스 골수 유래 대식세포 (mouse 

bone marrow-derived macrophage, BMDM)를 사용하였다. 세포는 10% 우태아

혈청 (fetal bovine serum, FBS)(Gibco, Rockville, MD, USA)과 2 mM L-

glutamine, 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin이 포함된 Roswell Park 

Memorial Institute (RPMI) 1640 배지를 사용하여 5% CO2, 37℃에서 배양하였

다.  

마우스 골수 유래 대식세포를 추출하기 위하여 마우스의 넓적 다리뼈와 

정강이뼈를 분리하였다. 분리된 뼈를 양끝을 절단하고 주사기를 이용하여 

골수를 세척한 후 cell strainer를 이용하여 단일 세포를 준비하였다. 적혈구 

용해 용액인 ammonium-chloride-potassium 버퍼 (Sigma Aldrich, St Louis, MO, 

USA)를 상온에서 5분간 반응시켜 적혈구를 제거하였다. 얻어진 단일 세

포를 RPMI 1640 배지로 여러 차례 씻은 후 FBS가 10% 포함된 RPMI 1640 

배지에 마우스 mGM-CSF (R&D systems)를 20 ng/ml이 되게 첨가하여 일 

주일간 분화시켰다. 분화되어 배양 용기 바닥에 부착한 세포를 실험에 이

http://en.wikipedia.org/wiki/Roswell_Park_Memorial_Institute_medium
http://en.wikipedia.org/wiki/Roswell_Park_Memorial_Institute_medium
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용하였다. 

 

3. Inflammasome 유도 및 Western blot 분석 

Prxs 단백질의 inflammasome 매개 분비를 관찰하기 위하여 J774A.1 세포

와 BMDM 세포를 FBS가 포함되지 않은 RPMI 1640 배지로 교환해 준 후 

LPS (Sigma Aldrich) 0.25 μg/ml을 2시간 처리한 후에 추가로 ATP (Sigma 

Aldrich)를 1.5 mM 또는 2.5 mM로 30분 처리하여 자극하였다. 또 다른 

NLRP3 inflammasome 자극원인 nigericin (Sigma Aldrich)과 alum (Invivogen, 

San Diego, CA, USA)은 LPS 처리 후에 각각 5 μM을 30분, 0.5 mg/ml을 6시

간 처리하여 자극하였다. 이 후 세포배양액을 농축시켜 SDS-PAGE를 시행

하고 nitrocellulose membrane (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ)에 transfer

한 후 Western blot을 시행하였다. 

Caspase 억제제에 의해 inflammasome 매개 Prx2의 분비가 감소하는지 확

인하기 위하여 pan-caspase 억제제인 Z-VAD (R&D systems) 또는 caspase-1 

억제제인 YVAD (Calbiochem, Darmstadt, Germany) 10 μM과 함께 LPS 0.25 

μg/ml을 2시간 처리한 후에 추가로 ATP 를 2.5 mM로 30분 처리하여 자극

하였다. 이 후 세포배양액을 농축시켜 Western blot을 시행하였다. 

 분비된 Prx2가 효소활성을 갖는 이합체 형태인지 확인하기 위해 LPS 

0.063, 0.125, 0.25 μg/ml을 2시간 처리하거나 LPS 0.25 μg/ml을 2시간 처리한 
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뒤 ATP 1.5 mM을 30분 동안 처리하였다. 이 후 세포배양액을 농축시켜 

non-reducing condition의 SDS-PAGE를 시행하고 nitrocellulose membrane에 

transfer한 후 Western blot을 시행하였다. 

NLRP3 의존적인 Prx2의 분비를 확인하기 위하여 C57BL/6 야생형 마우

스와 NLRP3 결손 마우스에서 추출한 BMDM에 동일하게 LPS 0.25 μg/ml

을 2시간 처리한 후에 ATP를 0.5 mM 또는 1.5 mM로 30분 처리하여 자극

하였다. 이 후 세포배양액을 농축시켜 Western blot을 시행하였다. 

 

4. 효소면역항체법 (ELISA) 

C1q와 Prx1, Prx2의 직접적인 결합 여부를 알아보기 위하여 효소면역항

체법을 실시하였다. Microtiter plate (Corning costar, Corning, NY, USA)에 PBS

에 희석한 Prx2를 1 μg/ml으로 4
o
C에서 16시간 동안 고정 시키고, 3% 

BSA (Sigma Aldrich) PBST (0.05% Tween 20이 포함된 PBS)를 상온에서 2시

간 반응시켜 blocking 하였다. 재조합 C1q 단백질 (Sigma Aldrich)의 농도

를 PBS에 농도 별로 희석하여 2시간 상온에서 반응 시켰다. PBST를 사

용하여 세척한 후 rabbit anti-C1q antibody (Dako, Glostrup, Denmark)를 상온

에서 1시간 반응시켰다. PBST로 세척한 후 peroxidase가 결합된 goat anti-

rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA)를 상

온에서 40분 반응시켰다. 다시 PBST로 세척한 후에 TMB 용액 (KPL, 
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Gaithersburyg, MD, USA)으로 30분 반응시킨 뒤, 2.5 N H2SO4를 넣어 반응

을 멈추고 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.  

 

5. Complement activation assay 

C1q와 Prx2의 결합을 통한 보체의 활성화를 알아보기 위하여 microtiter 

plate에 PBS에 희석한 Prx2를 1 μg/ml으로 4
o
C에서 16시간 동안 고정 시키

고, 1% BSA PBST를 상온에서 2시간 반응시켜 blocking 하였다. 사람 혈청

을 Veronal buffer (Lonza, Walkersville, MD, USA)에 농도 별로 희석하여 반응

시켰다. C4b 형성을 관찰하기 위하여 20분, C5b-9 형성을 관찰하기 위하여 

45분 동안 상온에서 반응시킨 뒤, 차가운 PBST를 이용하여 반응을 종결

시켰다. 형성된 C4b와 C5b-9을 확인하기 위하여 각각 rabbit anti-C4b 

antibody (Dako) 및 mouse anti-C5b-9 antibody (Quidel, San Diego, CA, USA)를 

상온에서 1시간 반응시킨 뒤 peroxidase가 결합된 goat anti-rabbit IgG 또는 

goat anti-mouse IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories)를 상온에서 40분 

반응시켰다. PBST로 세척한 후 TMB 용액으로 반응시킨 뒤 위와 마찬가

지로 흡광도를 측정하였다. 

Prx2에 의한 보체의 활성화가 C1q 의존적인 반응인지 확인하기 위하여 

실시하며, microtiter plate에 PBS에 희석한 Prx2를 1 μg/ml으로 4
o
C에서 16시

간 동안 고정 시키고, 1% BSA PBST를 상온에서 2시간 반응시켜 blocking 
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하였다. C1q 결핍된 사람 혈청 (Quidel)과 여기에 C1q 단백질을 정상 수준

으로 첨가한 각각의 시료를 Veronal buffer로 희석하고 45분 동안 반응 시

켰다. 차가운 PBST를 사용하여 혈청 반응을 종료시킨 후 보체 활성화에 

의한 C5b-9 형성을 확인하였다. C5b-9에 대한 항체를 상온에서 1시간 반응

시킨 뒤 peroxidase가 결합된 goat anti-mouse IgG를 상온에서 40분 반응시

켰다. 이후 PBST로 세척한 후에 TMB 용액으로 반응 시킨 후 흡광도를 

측정하였다. 

또한 Prx2에 의한 보체 활성화로 C5b-9이 세포 표면에 퇴적되는지 확인

하고자 하였다. J774A.1 세포를 FBS가 포함되지 않은 RPMI 1640 배지로 

교환해 준 뒤 사람 혈청 10%에 Prx2를 5 μg/ml 넣은 후 2시간 처리하였다. 

이후 세포배양액을 제거하고 세포를 용해하여 SDS-PAGE 및 Western blot

을 시행하여 mouse monoclonal anti-C5b-9 antibody (Quidel)로 검출하였다. 

 

6. 용혈 보체 검정 (Hemolytic complement 50, CH50 assay) 

사람 혈청을 Veronal buffer에 순차적으로 희석하여 항체로 감작된 면양 

적혈구 (antibody sensitized sheep erythrocytes, EA)와 round bottom microtiter 

plate (Corning costar)에 넣은 다음 37
o
C에서 30분 동안 반응시켰다. 차가운 

Veronal buffer로 반응을 중지시키고 원심분리를 통해 상층액을 flat bottom 

microtiter plate (Corning costar)로 옮겨 405 nm 파장에서 적혈구의 용혈 정도
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를 확인하여 50% 용해 값을 갖는 혈청의 희석 농도를 정하였다. 

이 값을 대조군 (50% 용해 혈청)으로 하고 Prx2를 50% 용해 혈청에 순

차적인 농도로 희석하여 37
o
C에서 10분 동안 반응시켰다. 이 후, round 

bottom culture plate에 옮기고 37
o
C에서 30분 동안 EA와 반응시켰다. 차가

운 Veronal buffer로 반응을 중지시키고 원심분리를 통해 상층액을 flat 

bottom microtiter plate로 옮겨 405 nm 파장에서 적혈구의 용혈 정도를 확인

하였다. 

Relative complement consumption (%) = [1 - (ODsample – ODspontaneous 

hemolysis)/(ODhemolysis by normal human serum – ODspontaneous hemolysis)] x 100으로, spontaneous 

hemolysis는 EA에 Veronal buffer만을 넣어줬을 때 자발적으로 일어나는 용

혈현상이고, hemolysis by normal human serum은 EA에 Prx2를 넣지 않고 50% 

용해 값을 갖는 혈청만을 넣어줬을 때 일어나는 용혈현상이다 

 

7. 면역세포형광염색 

LabTek2 8-wells chambers (Nunc, Roskilde, Denmark)에 J774A.1 세포를 배양

한 후 세포 배양액을 FBS가 포함되지 않은 RPMI 1640 배지로 교환해준다. 

10% 사람 혈청과 사람 Prx2 단백질을 1 μg/ml 또는 5 μg/ml으로 37
o
C에서 

2시간 동안 처리하였다. 세포배양액을 제거한 후 4% paraformaldehyde 

(Biosesang, Seongnam, Korea)로 상온에서 30분 반응하여 세포를 고정하였다. 



14 

 

PBS를 이용해 세척한 후 PBS에 녹인 1% BSA로 상온에서 1시간 동안 

blocking 하였다. Mouse anti-C3c-FITC antibody (Abcam)를 1:300으로 희석하

여 상온에서 2시간 반응시킨 뒤 PBST로 세척하였다. DAPI 염색액 (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA, USA)을 이용하여 핵을 염색한 후 FV1000 공

초점 현미경 (Olympus Optical, Tokyo, Japan)을 통하여 세포 표면에 퇴적된 

C3c를 관찰하였다. 
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Ⅲ. 결 과 

 

1. LPS 및 ATP 처리에 따른 Prxs의 분비 

포유류에는 6개의 Prxs 동형 단백질이 존재한다. 이러한 Prxs은 세포 괴

사에 의해 세포 밖으로 분비될 수 있다.
10

 세포 괴사에 의한 수동적인 분

비가 아닌 특정한 자극에 의해서도 Prxs이 분비되는지 확인하였다. 염증

반응 유발 자극원인 LPS 0.25 μg/ml을 2시간 처리하거나 inflammasome 형

성을 유도하기 위해 LPS 0.25 μg/ml을 2시간 처리한 뒤 ATP 1.5 mM을 30분 

동안 처리하였다. 세포 배양액으로 분비된 Prxs을 Western blot 방법을 통

하여 확인하였다. 마우스 대식세포 주 J774A.1 세포에서는 LPS와 ATP를 

통해 inflammasome을 활성화 시켰을 때 6개의 Prxs 동형 단백질 중 Prx1, 

2, 5, 6이 세포 배양액으로 분비되었다(그림 1A). 마우스 BMDM 세포에서 

LPS와 ATP를 통해 inflammasome을 활성화 시켰을 때 Prx1, Prx2, Prx5가 

세포배양액으로 분비되었으며, Prx6의 경우도 미약하나마 분비됨이 관찰되

었다(그림 1B). 양성 대조군으로 LPS와 ATP 모두를 처리하였을 때 IL-1β

가 세포 밖으로 분비되는 것으로 보아 inflammasome 형성이 유도되었음을 

확인할 수 있다. 
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그림 1. 면역세포에서 LPS와 ATP 자극 후 Prxs의 분비 측정. (A) J774A.1 

세포와 (B) BMDM 세포에 LPS 0.25 μg/ml을 2시간 처리하거나, LPS 0.25 

μg/ml을 2시간 처리하고 ATP 1.5 mM을 30분 처리한 후, 세포 용해물 

(lysates, lys)과 세포 배양액 (supernatants, sup)을 수합해 Western blot 방법으

로 Prx1, Prx2, Prx3, Prx4, Prx5, Prx6의 발현을 관찰함. 
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2. LPS 및 ATP, nigericin, alum 처리에 따른 Prx2의 분비 

J774A.1 세포와 BMDM 세포 모두에서 다른 Prxs 동형단백질에 비해 

Prx1, Prx2가 inflammasome 자극원에 의해 많은 양이 세포배양액으로 분비

되었다. Prx2가 LPS 단독 자극에 의해서도 분비되는지 확인하였다. J774A.1 

세포에서 Prx2는 LPS 단독 자극에 의해서도 소량 세포 배양액으로 분비

되지만, inflammasome 자극원을 처리했을 때 더 많은 양이 분비되었다(그

림 2A). 이를 통해, Prx2는 inflammasome 의존적 신호 전달, inflammasome 

비의존적 신호 전달에 의해 분비될 수 있음을 확인하였다. 다양한 

inflammasome 중, NLRP3 inflammasome은 ATP와 nigericin 등에 의한 칼륨 

배출, alum과 같은 particulate에 의해 활성화 될 수 있다.
31,32

 본 실험에서도 

J774A.1 세포에 LPS 0.25 μg/ml을 2시간 처리한 후 ATP 2.5 mM 또는 

nigericin 5 μM을 30분, alum 0.5 mg/ml을 6시간 추가 처리하여 Prx2의 분비

를 확인하였다. 그 결과, 다양한 NLRP3 inflammasome 자극원에 의해 Prx2

의 분비가 더욱 증가함을 확인하였다(그림 2B). LPS와 ATP, nigericin 혹은 

alum을 처리한 경우에만 IL-1β가 세포 밖으로 분비되는 것으로 보아 

inflammasome 형성에 의한 Prx2의 분비임을 확인할 수 있다. 기존에 항산

화 단백질로서 알려져 있던 Prx2는 이황화 결합으로 이합체가 형성되는데, 

이러한 이합체로 존재할 때 효소활성을 나타낸다.
33

 Inflammasome 자극원

에 의해 분비되는 Prx2가 효소활성이 있는 이합체 형태인지 확인하기 위
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해 LPS 0.063, 0.125, 0.25 μg/ml을 2시간 처리하거나 ATP 1.5 mM을 30분 동

안 추가 처리하였다. Non-reducing condition의 SDS-PAGE에서 확인한 결과 

LPS 단독 자극과 inflammasome 자극원에 의해 세포 배양액으로 분비되는 

Prx2는 이합체로 관찰되었다(그림 2C). 관찰된 사이즈가 이합체 형태의 

Prx2임을 확인하기 위해 dithiothreitol (DTT)를 처리한 세포 배양액도 함께 

확인하였다. 강력한 환원제인 DTT를 처리한 세포 배양액에서는 Prx2의 

단량체 형태만 관찰되었다. 
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그림 2. 면역세포에서 LPS와 ATP, nigericin, alum 자극 후 Prx2 분비 측정. 

(A) J774A.1 세포에 LPS를 2시간 처리하고 ATP를 30분 추가 처리한 후 세

포 용해물 (lys)과 세포 배양액 (sup)을 수합해 Western blot 방법을 이용하

여 Prx2를 확인함. (B) J774A.1 세포에 LPS를 2시간 처리하고 ATP, nigericin 

또는 alum을 각각 30분, 30분, 6시간 추가 처리한 후 세포 배양액을 수합해 

Western blot 방법으로 Prx2 분비를 관찰함. (C) J774A.1 세포에 LPS 2시간 

처리하고 ATP 30분 추가 처리한 후 세포 배양액의 1/2은 dithiothreitol 

(DTT)을 37
o
C에서 30분 동안 반응시킨 뒤 non-reducing condition에서 Prx2

의 발현을 Western blot으로 관찰함. 
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3. Caspase-1 의존적인 Prx2의 분비 

Prx2가 inflammasome 자극원에 의해서 세포 밖으로 분비되는 것을 확

인하였다. 이러한 Prx2의 분비가 inflammasome 형성 과정 중에 활성화되

는 casapase-1 의존적인 반응인지 확인하기 위해서 J774A.1 세포에 pan-

caspase 억제제인 Z-VAD 10 μM과 LPS 0.25 μg/ml을 함께 2시간 처리한 뒤 

ATP 2.5 mM을 30분 동안 추가 처리하였다. 그 결과, inflammasome 자극원

에 의해 분비되던 Prx2가 pan-caspase 억제제인 Z-VAD에 의해 분비가 감

소하는 것을 관찰하였다(그림 3A). Z-VAD는 caspase-1 뿐만 아니라 세포 

죽음과 관련된 caspase-3, caspase-7, caspase-9 등도 억제하므로 caspase-1에 

의한 특이 반응임을 확인하기 위해 caspase-1 특이 억제제인 YVAD 10 μM

과 LPS 0.25 μg/ml을 함께 위와 같이 처리하였다. Z-VAD와 동일하게 

YVAD 역시 inflammasome 자극원에 의한 Prx2의 분비를 억제하였다(그림 

3B). Caspase-1과 IL-1β의 분비도 Z-VAD 또는 Y-VAD로 처리한 경우 억제

되는 것으로 보아 효과적으로 inflammasome 형성이 억제됨을 확인할 수 

있다. 
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그림 3. Inflammasome 매개 Prx2의 분비에서 caspase-1 억제 효과 측정. 

J774A.1 세포에 Z-VAD 10 μM (A) 혹은 YVAD 10 μM (B)과 LPS를 2시간 처

리하고 ATP를 추가로 30분 처리한 후 세포 배양액으로 분비된 Prx2를 

Western blot으로 관찰함. 
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4. NLRP3 의존적인 Prx2의 분비 

Prx2의 분비가 NLRP3 의존적인 반응인지 확인하기 위하여, C57BL/6 야

생형 마우스와 NLRP3 결손 마우스에서 추출한 BMDM을 이용하였다. 동

일하게 inflammasome 형성을 유도하기 위해서 LPS 0.25 μg/ml을 2시간 처

리한 뒤 ATP 1.5 mM을 30분 추가 처리하였을 때, 야생형 마우스 BMDM

에서는 분비되던 Prx2가 NLRP3 결손 마우스 BMDM에서는 분비되지 않

았다(그림 4). 이를 통해, Prx2의 분비는 NLRP3 의존적인 반응임을 확인하

였다. NLRP3 결손 마우스 BMDM에서는 잘린 IL-1β 및 NLRP3 모두 

inflammasome 형성 조건에서 분비되지 않았다.
34
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그림 4. NLRP3 결손 마우스 BMDM 세포에서 Prx2의 분비 측정. 야생형 

마우스와 NLRP3가 결손 된 마우스의 BMDM 세포를 mGM-CSF 20 ng/ml

로 처리해 분화시킨 후 LPS를 2시간 처리하고 ATP를 30분 추가 처리한 

후 세포 배양액 내 Prx2 분비를 관찰함. 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

5. Prx1과 Prx2 단백질 제조 

혈청 내에 다량 존재하는 보체는 선천 면역에서 첫 번째 방어선으로서 

중요한 역할을 수행하지만, 활성화된 보체는 과도한 염증반응을 일으켜 

자가면역질환을 유발하기도 한다. 실제 in vivo 내에서는 세포 밖으로 분비

된 Prx2가 혈청 내에 존재하는 보체와 상호작용을 할 수 있다는 가능성에 

초점을 두고 두 단백질 간의 상호작용을 확인하기 위해서 재조합 단백질

을 제조하였다. 먼저 Prx1-His, Prx2-His 재조합 단백질 발현을 위한 DNA 

construct를 제작하였다. 박테리아 대량 배양을 통해 Prx1-His, Prx2-His 단

백질을 얻고, Ni
2+ 

resin을 이용한 affinity column을 통해 정제하였다. 정제된 

단백질은 Coomassie blue 염색 방법을 통해 순도를 확인하였다(그림 5A). 

또한, anti-His 항체를 이용하여 정제된 단백질을 확인하였다(그림 5B). 정

제된 Prxs가 효소활성이 있는 이합체로 존재하는지 확인하기 위하여 non-

reducing condition의 SDS-PAGE gel에서 확인한 결과, Prx1과 Prx2 모두 이합

체로 존재함을 확인하였다. 또한, 정제된 Prx1은 Prx2에 비해 oligomeric 

form이 더 잘 형성되었다(그림 5C). Prx1은 다른 동형 단백질들에 비해 쉽

게 과산화되는 경향이 있기 때문에 좀 더 안정된 형태의 oligomeric 구조

를 이룰 수 있다. 이러한 특징이 Prx1이 Prx2보다 샤페론으로서의 역할을 

수행하는데 더 유리함을 보여준다.
35
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그림 5. 정제된 Prx1과 Prx2 단백질 확인. (A) Coomassie blue 염색을 통해 

정제된 사람 Prx1 (hPrx1), 사람 Prx2 (hPrx2) 단백질을 확인함. (B) anti-His 

antibody를 통해 정제된 hPrx1, hPrx2 단백질을 Western blot 방법을 이용하

여 확인함. (C) anti-His antibody를 통해 정제된 hPrx1, hPrx2 단백질의 이합

체를 non-reducing condition에서 확인함. 
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6. Prx1, Prx2와 C1q의 결합 

mPrx1 및 mPrx2, hPrx1 및 hPrx2 단백질에 대한 C1q 결합을 알아보고자 

각 Prx 단백질 1 μg/ml을 ELISA plate에 밤새 부착시킨 후, C1q 단백질을 

농도 별로 상온에서 반응시켰다. C1q에 대한 1차 항체와 peroxidase가 결합

된 2차 항체를 이용해 결합여부를 관찰한 결과 mPrx1, mPrx2와 hPrx1, 

hPrx2 모두 C1q의 농도가 높아짐에 따라 결합력이 증가하였다(그림 6A-D). 

또한 Prx2 단백질이 Prx1에 비해 C1q와의 결합이 더 강함을 알 수 있었다

(그림 6B 및 D). 
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그림 6. Prx1, Prx2와 C1q의 결합 확인. mPrx1 (A) 및 mPrx2 (B), hPrx1 (C) 

및 hPrx2 (D) 각각 1 μg/ml 농도로 ELISA plate에 밤새 부착시킨 후 다양한 

농도의 C1q를 상온에서 2시간 반응시키고 그 결합을 ELISA 방법으로 확

인함. 
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7. Prx1, Prx2와 C1q의 결합에 따른 보체의 활성화 

C1q와 Prx1, Prx2의 물리적인 결합이 보체의 활성화를 유도하는지 확인하

기 위하여 보체 활성화 과정 중에 형성되는 C4b, 그리고 보체 활성화의 

최종 산물인 C5b-9의 형성을 확인하였다. mPrx1, mPrx2, hPrx1, hPrx2 단백

질을 각각 ELISA plate에 고정하고 정상 사람 혈청을 넣어 반응시킨 결과 

C4b 생성이 관찰되었고 Prx1에 비해 Prx2에 의해 C4b의 형성이 더 잘 일

어남을 관찰할 수 있었다(그림 7A). 마찬가지로 보체 활성화로 인한 

membrane attack complex인 C5b-9 형성을 관찰한 결과 위와 유사하게 나타

났음을 알 수 있었다(그림 7B). C1q와 Prxs의 결합을 통한 보체의 활성화

가 C1q 의존적인 반응인지 확인하기 위하여 C1q가 결핍된 혈청과 이러한 

혈청에 정상수준의 C1q를 넣어준 혈청 각각을 이용하여 hPrx2와 반응시

킨 뒤, 형성되는 C5b-9을 관찰하였다. 그 결과, C1q가 결핍된 혈청을 이용

한 경우에는 C1q가 있는 혈청에 비해 C5b-9의 형성이 크게 감소되었으며 

C1q의 첨가에 의해서 어느 정도 회복되는 것을 관찰할 수 있었다(그림 

7C).  



30 

 

 

 

 



31 

 

그림 7. Prx1, Prx2와 C1q의 결합에 따른 C4b 및 C5b-9의 형성. (A 및 B) 

mPrx1, mPrx2, hPrx1, hPrx2 단백질을 각각 1 μg/ml 농도로 ELISA plate에 밤

새 부착시킨 후 다양한 농도의 정상인 혈청을 반응시킴. C4b를 관찰하기 

위해서는 상온에서 20분, C5b-9을 관찰하기 위해서는 상온에서 45분 동안 

반응시키고 ELISA 방법으로 확인함. (C) hPrx2를 1 μg/ml 농도로 ELISA 

plate에 밤새 부착시킨 후 C1q가 결핍된 사람 혈청 (C1q-depleted serum)과 

여기에 C1q 단백질을 넣어 준 혈청을 다양한 농도로 상온에서 45분 동안 

반응시키고 C5b-9 형성을 ELISA 방법으로 확인함. 
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8. 용혈 보체 검정 

Prx1, Prx2 단백질이 C1q와 결합하여 보체를 활성화함을 관찰하였다. 실

제로 보체가 활성화 되어 기능적인 역할을 하는 지를 확인하기 위해 용혈 

보체 검정을 시행하였다. 먼저 다양한 농도의 사람 혈청을 항체로 감작된 

적혈구 (EA)와 반응시켜 50% 용혈이 일어나는 사람 혈청의 반응 농도를 

1/35로 정하였다. 희석된 혈청을 hPrx2 단백질과 미리 반응시킨 뒤 EA를 

넣어 추가로 반응시켰다. 적혈구의 용혈 정도를 측정하여 보체의 소비 정

도로 환산한 결과, hPrx2에 의해 농도 의존적으로 소비된 보체의 양이 증

가하였다(그림 8). 이 실험을 통해 hPrx2는 inflammasome 조건에서 분비되

어 혈중의 C1q와 결합하고 기능적으로 보체를 활성화하여 염증 반응을 

유발 시킬 수 있음을 제시하였다.  
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그림 8. 용혈 보체 검정. 다양한 농도의 hPrx2 단백질을 50% 용해 사람 

혈청과 37
o
C에서 30분 배양한 후 EA (2x10

7
 cells/well)를 넣고 다시 37

o
C에

서 30분 추가 배양하여 용해되는 정도를 관찰함. 양성대조군으로 65
o
C에

서 30분 동안 반응시킨 aggregated human IgG를 이용함.  

 

 

 

 

 

 

 

 



34 

 

9. Prx2에 의해 증가된 C3c의 형성 

Prx2와 C1q의 결합을 통해 C4b와 C5b-9이 형성되고, 이러한 보체의 활성

화는 보체의 기능적인 활성 또한 갖고 있음을 확인하였다. Prx2에 의해 활

성화된 보체 구성 성분들이 실제 세포 표면에 퇴적되는지 확인하는 실험

을 진행하였다. J774A.1 세포에 10% 사람 혈청을 2시간 처리한 경우, 대조

군에 비해 7.3배의 C3c가 세포 표면에 퇴적됨을 공초점 현미경을 통해 확

인하였다. 이 때 10% 사람 혈청과 hPrx2-His를 1, 5 μg/ml을 함께 2시간 동

안 처리하면 각각 9.1배, 15.3배의 C3c가 퇴적되었다(그림 9A). 즉, C3c의 

퇴적은 hPrx2-His의 처리 농도 의존적으로 증가하였다. 세포에 퇴적된 C3c 

정도를 형광 강도로 환산하여 그래프로 나타내었다(그림 9B). 
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그림 9. 면역세포에서 Prx2에 의해 증가된 C3c의 형성. (A) J774A.1 세포에 

사람 혈청 10%를 2시간 처리하거나 hPrx2-His 1, 5 μg/ml과 함께 2시간 동

안 처리함. 세포를 고정한 뒤 anti-C3c FITC antibody를 반응시키고 공초점 

현미경을 이용해 관찰함. 핵은 DAPI로 염색함. Scale bar는 50 μM. (B) 공초

점 현미경으로 관찰한 뒤, FITC의 강도를 Image J 프로그램을 이용해 수치

로 환산하여 그래프로 나타냄. 
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10. Prx2에 의해 증가된 C5b-9의 형성 

보체 활성화의 최종 산물인 C5b-9 역시 hPrx2-His에 의해 세포 표면에 

퇴적될 수 있는지 확인하는 실험을 진행하였다. J774A.1 세포에 사람 혈청

을 다양한 농도, 시간으로 처리하였을 때, 농도 의존적으로 C5b-9의 형성

이 증가됨을 확인하였다(그림 10A). 사람 혈청의 낮은 농도에서는 시간 

의존적으로 C5b-9의 형성이 증가하지 않았다. 일반적으로 세포들은 보체

의 과도한 활성을 억제하는 다양한 요소들을 갖고 있다. 면역세포 역시 

CD59라는 C5b-9의 형성을 억제하는 단백질을 세포 표면에 갖고 있다. 이

러한 요소들에 의해 적은 농도의 사람 혈청을 처리하였을 때는 시간 의존

적으로 C5b-9의 형성이 증가되지 않았음을 예상할 수 있다. 10%의 사람 

혈청을 2시간 처리하였을 때, C5b-9이 세포 표면에 형성되었고, hPrx2-His

를 5 μg/ml으로 사람 혈청과 함께 2시간 동안 처리하였을 때는 C5b-9의 

형성이 크게 증가하였다(그림 10B). 하지만 hPrx1-His를 5 μg/ml으로 사람 

혈청과 함께 처리한 경우는 사람 혈청만을 처리한 경우와 유사한 정도의 

C5b-9이 형성되었다(그림 10C). 이를 통해, Prx1에 비해 Prx2에 의한 보체

의 활성화 효과가 더 큰 것을 확인하였다. 
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그림 10. 면역세포에서 Prx2에 의해 증가된 C5b-9의 형성. (A) J774A.1 세

포에 사람 혈청을 5, 10, 20% 농도로 각각 2시간, 16시간 처리한 후, 세포 

용해물을 수합해 western blot 방법을 이용하여 C5b-9의 발현을 확인함. 

J774A.1 세포에 사람 혈청 10%를 처리하거나 (B) hPrx2-His 5 μg/ml 또는 

(C) hPrx1-His 5 μg/ml과 함께 2시간 처리한 후, 세포 용해물을 수합해 

western blot 방법을 이용하여 C5b-9의 발현을 확인함. 
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그림 11. 보체 활성화 경로. 보체는 고전경로, 렉틴경로, 대체경로를 통해 

활성화된다. 고전경로는 항원-항체 복함체를 인지한 C1q, 렉틴경로는 만노

오스 결합 렉틴 (mannose binding lectin, MBL), 대체 경로는 가수분해된 C3

에 의해 시작된다. 이후 차례로 C3 convertase와 C5 convertase를 형성하고, 

최종적으로 표적 세포 표면에 C5b-9 (membrane attack complex, MAC)을 형

성하여 세포를 용해시킨다. 본 연구를 통해 Prx2와 C1q의 결합을 통한 보

체 고전경로 활성화를 제시하였다. 
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Ⅳ. 고 찰 

본 연구에서 다양한 Prxs 단백질이 LPS 자극에 비해 LPS와 ATP 자극원

을 통해 inflammasome 형성을 유도하였을 때 보다 많은 양이 분비됨을 확

인하였다(그림 1). 포유류에서 Prxs은 6개의 동형 단백질이 존재한다. Prx1, 

Prx2, Prx5, Prx6는 주로 세포질에 존재하며, Prx3는 미토콘드리아 표적 서

열 (mitochondrial targeting sequence)을 갖고 있어서 미토콘드리아에 위치한

다.
36

 Prx4는 대부분이 골지체에 존재한다.
37

 6개 동형 단백질의 세포 내 위

치에 따라 분비되는 양상이 다름을 확인하였다. 세포질에 존재한다고 알

려진 Prx1, 2, 5, 6의 경우에는 inflammasome 자극원에 의해 많은 양이 분비

되었지만, 상대적으로 Prx3와 Prx4의 경우에는 적은 양이 분비됨을 확인

하였다. Inflammasome 형성에 중요한 caspase-1을 억제시켰을 경우 Prx2의 

분비가 확연하게 감소한 것으로 보아 Prx2의 분비는 inflammasome 의존적

인 분비와 관련이 있음을 알 수 있었다. 하지만 과도한 LPS 자극은 그 자

체만으로 inflammasome 형성을 유도하여 caspase-1을 활성화 시킬 수 있

다.
38

 실제로 다른 연구를 통해 LPS 단독 자극에 의한 Prx2의 분비가 보고

되었다.
11

 따라서 inflammasome 비의존적인 반응이 있는지 혹은 과도한 자

극에 의한 inflammasome 매개 반응인지는 좀 더 추가적인 연구가 필요하

다. Inflammasome이 형성되면 caspase-1이 활성화되고, 활성화된 caspase-1

에 의해 잘린 성숙 IL-1β가 세포 밖으로 분비된다. 이렇듯 caspase-1은 자
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신의 기질이 되는 단백질을 자르거나 그 단백질의 분비를 조절한다.
16

 따

라서 caspase-1이 단순히 Prx2의 분비만을 조절하는지 실제 Prx2를 기질로 

인식해 Prx2를 자를 가능성이 있는지는 확인이 필요하며 현재 활성을 가

진 caspase-1 단백질과 Prx2 단백질을 반응시켜 잘린 형태의 Prx2가 형성

되는지 확인하는 실험은 진행 중에 있다. Prx2는 항산화 단백질로서의 효

소활성을 가지며 항산화 작용을 통해 동종이합체 (homodimer)로 존재한

다.
39

 LPS 자극에 의해 분비된 Prx2 역시 동종이합체로 존재하며, Prx의 기

질로 작용하는 thioredoxin도 함께 분비된다.
11

 Inflammasome 자극원에 의해 

분비된 Prx2 역시 효소활성이 있는 이합체 형태로 존재함을 확인하였다

(그림 2C). 

흥미롭게도 Prxs은 염증 반응과 관련하여 양면성을 갖는다. Prxs은 세포 

내에서 존재하면서 활성 산소를 제거하거나 활성 산소가 매개하는 신호 

전달을 억제하는 역할을 한다. 이러한 Prxs의 역할은 LPS의 자극에서도 

확인할 수 있다. LPS 자극은 세포 내에서 활성 산소를 증가시키고 이를 

통해 NF-κB 신호 전달을 유도한다. LPS 자극에 의해 세포 내의 활성 산소

가 증가하면 세포 내에 존재하던 Prxs은 활성 산소를 제거함으로써 NF-

κB 신호 전달 억제를 통해 결과적으로 염증성 사이토카인의 분비를 억제

하지만, LPS 자극에 의해 분비된 Prxs는 세포 밖에서 DAMP로 작용하여 

반대로 염증성 사이토카인의 분비를 유도할 수 있다.
11,40

 LPS 자극에 의해 
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세포 내에서 활성 산소를 제거하는 Prxs과 LPS 자극에 의해 세포 밖으로 

분비되어 DAMP로서 작용을 Prxs 사이에 구조적 또는 기능적 차이가 있

음을 예상할 수 있다. 

DAMP로 잘 알려져 있는 HMGB1은 핵 내에 존재하는 단백질로 뉴클레

오솜을 안정화시키고 핵 내에서 다양한 유전자의 발현을 조절하는 전사인

자로 기능하지만, 자극에 의해 분비된 HMGB1은 염증반응을 더욱 악화시

킨다.
41-43

 Prxs 역시 세포 내에서는 항산화 단백질로서 활성 산소를 제거하

는 역할을 수행하지만 허혈성 뇌 증후군에서 분비된 Prxs은 IL-23의 유도

를 통해 염증반응을 더욱 악화시킨다.
10

 또한, HMGB1은 대식세포나 수지

상세포에 주로 발현하는 TLR4에 직접적인 결합을 통해 염증성 사이토카

인의 분비를 유도하는데, Prxs 역시 HMGB1과 유사하게 TLR4에 결합하여 

TNF-α와 IL-6의 분비를 유도한다.
44,45

 이렇듯 대표적 DAMP인 HMGB1과 

Prxs의 유사성이 많이 밝혀지면서 Prxs이 새로운 DAMP로서 대두되고 있

다. 다양한 세포 내 위치에서 풍부하게 존재하는 Prxs의 특징 역시 DAMP

로서 작용할 수 있음을 보여준다. 

C1q는 본래 항체와의 결합을 통해 보체를 활성화 시키지만, C-reactive 

protein, apoptotic 세포, β-amyloid fibrils와 prion과 같은 것들도 인식함으로써 

항체 비의존적인 방어 단백질로서의 역할도 수행한다.
25-28

 이러한 보고들

에 근거하여 Prx와 C1q의 결합을 확인한 결과, Prx2가 Prx1에 비해 C1q와 
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강하게 결합하는 것을 확인하였다(그림 6). 또한 이러한 결합을 통해 활성

화되는 보체의 구성 성분 역시 Prx2의 경우에서 더 많이 활성화되었다(그

림 7A 및 B). Prx2에 의한 보체의 활성화가 C1q 의존적인 반응인지 확인

하기 위해 C1q가 결핍된 사람 혈청을 이용하여 실험을 진행하였다. 보체 

활성화의 최종 산물인 C5b-9을 확인해 본 결과, C1q가 결핍된 사람 혈청

을 이용한 경우 C5b-9의 형성이 뚜렷하게 감소하는 양상은 확인할 수 있

었다(그림 7C).  

항산화 단백질로서 효소활성을 갖는 Prx은 동종이합체 형태로 존재하기 

때문에 이황화 결합을 이루게 하는 cysteine이 중요한 아미노산으로서 기

능하지만, 샤페론으로서 기능하는 Prx은 이황화 결합이 없는 다합체 형태

이다.
46

 따라서 보체 활성화 실험에 사용했던 분리 정제된 Prx2 단백질의 

이합체 형태가 이황화 결합을 이룬 상태인지 이황화 결합을 이루지 않은 

채로 샤페론으로서의 기능만을 갖고 있는지 확인하는 실험이 필요하다. 

실제 면역 세포에서도 Prx2에 의해 활성화된 보체의 구성 성분이 세포 

표면에 퇴적되는지 관찰하는 실험을 진행하였다. Prx2의 농도 의존적으로 

C3c와 C5b-9의 퇴적이 증가함을 확인하였다(그림 9 및 10B). C5b-9의 퇴적

을 확인하는 실험에서, 적은 농도의 사람 혈청을 처리하였을 때는 시간 

의존적으로 C5b-9의 형성이 증가되지 않는 것이 관찰되었는데 이는 면역 

세포가 본래 갖고 있는 다양한 보체 활성 억제 분자들에 의한 효과라고 
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예상할 수 있다. CD55 (decay-accelerating factor)는 C3 convertase의 형성을 

조절하고, CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis)는 C5b-9의 형성을 제한

하는 보체 조절 단백질(complement regulatory protein)이다.
47

 이러한 단백질

은 세포 내에 존재하며 과도한 보체의 활성화를 막음으로써 염증 반응을 

조절한다. 적은 농도의 사람 혈청을 처리하였을 경우에는 보체 조절 단백

질에 의한 효과로 처리 시간이 증가하여도 C5b-9의 형성이 크게 증가하지 

않았다. 하지만 사람 혈청을 높은 농도로 처리하였을 경우에는 보체 조절 

단백질의 효과보다 활성화되는 보체의 양이 많아서 C5b-9의 형성이 시간 

의존적으로 나타남을 확인하였다(그림 10A). 

따라서 본 연구에서는 새로운 DAMP로 제시되는 Prxs이 inflammasome 

상태에서 세포 밖으로 분비될 수 있으며, 이렇게 분비된 후에는 혈청 내

에 존재하는 보체와의 상호작용을 통해 보체 활성화를 유도할 수 있음을 

새롭게 제시하는 바이다. 
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Ⅴ. 결 론 

 

Prxs은 세포 내에서 활성 산소를 제거하거나 활성 산소에 의한 신호 전

달을 억제하는 역할을 한다. 포유류에서는 6개의 Prxs 동형 단백질이 알

려져 있으며, 각각의 Prxs은 세포 내 다양한 위치에 존재한다. 본 연구에

서는, 기존에 알려진 세포 괴사에 의한 Prxs의 분비가 inflammasome 자극

원에 의해서도 분비될 수 있음을 확인하였다. Inflammasome 형성을 유도했

을 때 6개의 Prxs 동형단백질 중 세포질에 존재한다고 알려진 Prx1, 2, 5, 6

가 분비되었고, 각각 미토콘드리아와 골지체에 존재한다고 알려진 Prx3와 

Prx4는 비교적 적은 양 분비되었다. 특히 Prx2는 caspase-1과 NLRP3 의존

적으로 분비되었다. 또한, 염증 반응이 유발되었을 때 분비된 Prx2가 C1q

와 결합함을 확인하였다. 이러한 상호작용을 통해 Prx2는 보체의 고전 경

로를 활성화시켰다. 본 연구를 통해 염증 반응 상황에서의 Prx2 분비와 

분비된 Prx2에 의한 보체의 고전경로 활성화 기전을 규명하였다. 
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Inflammasome-mediated peroxiredoxin2 secretion  

and its effect on classical complement pathway activation 
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Peroxiredoxin (Prx) family proteins are expressed in diverse cellular 

compartments and play roles as antioxidant proteins that control ROS level. 

Recently, it has been reported that Prxs are released in ischemic brain and 

aggravate brain inflammation. I, therefore, focused on investigating how Prxs 

are secreted and the role of released Prxs in inflammation. In this study, I 

show that Prx1, 2, 5, 6 could be released in inflammasome condition through 

priming LPS followed by ATP treatment. Complement is an important part of 

the innate immunity, which serves as one of the first shield against anything 

foreign, and complement components are abundant in the serum. 
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Complement can be activated by either the classical, lectin, or alternative 

pathways. To examine the interaction between released Prxs and complement, 

we performed in vitro binding assay. Recombinant Prx1, 2 proteins bound 

recombinant C1q protein. Also, we observed membrane attack complex 

(MAC) in normal human sera, resulting from activation of the complement 

pathway. To clarify whether these complement activation by Prx2 was a C1q-

dependent response; we confirmed the formation of MAC using C1q-

depleted human sera. The effect of Prx2 in formation of MAC was 

significantly reduced in C1q-depleted human sera. Through this, we found 

that complement activation by Prx2 is a C1q-dependent response. In 

conclusion, our results reveal that Prxs was released by inflammasome-

dependent and -independent pathways in immune cells. Released Prx2, then, 

binds to C1q and activates the classical complement pathway. These findings 

suggest that released Prxs may have synergistic effect with complement in 

inflammation, which can be a possible target in aseptic inflammation therapy. 
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