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알레르기 환자에서 TLR9 ligand인 CpG-ODN 자극에 의한 

IFN-α 분비와 TLR9 발현 
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Toll-like receptor 9 expression and interferon-α secretion upon 

CpG-ODN stimulation in allergic subjects
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Purpose : The aim of this study is to explore the effect of the Toll-like receptor 9 (TLR9) expressed in plasmacytoid 

dendritic cells (pDCs) that respond to antigen to Th2 immune deviation in allergic patients.

Methods : Subjects consisted of 19 allergic patients and 17 healthy volunteers. Skin prick tests and nasal provocation tests 

were performed for the two groups. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were collected from subjects and 

analyzed for the Lineage Cocktail (CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56) (-), HLA-DR (+), and CD123 (+) using flow 

cytometry. In addition, we analyzed TLR9 mRNA by reverse transcriptase-polymerase chain reaction. The level of interferon-

α (IFN-α) of the PBMCs following stimulation with the TLR9 ligand CpG-ODN 2216 was also evaluated. 

Results : Analyses of CD123 (+) revealed a nearly similar distribution for the classical pDC markers in the allergic group 

(0.1%±0.04%) and in the controls (0.25%±0.23%). The mRNA levels of TLR9 on PBMCs were not different between the 

allergic group and the controls (1.29±0.41 vs. 1.25±0.23, respectively). Additionally, the level of IFN-α in PBMCs exposed 

to stimuli of the TLR9 ligand CpG-ODN 2216 was not significantly different between the two groups (911±829 vs. 1,095±

888 pg/mL, respectively).

Conclusion : We found no evidence that TLR9-dependent immune responses in human pDCs are associated with allergic 

status. (Korean J Pediatr 2009;52:1015-1020)
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1)jtj

서     론

알레르기 반응이 T helper (Th) 2 반응에 의해 유도된다는 사

실이 알려진 후 Th1/Th2 조절 기전 중 무엇이 Th2 분화를 유도하

는가에 대한 의문점은 항시 있어왔다. 초기에는 IL-4와 같은 미세

환경을 조절하는 사이토카인의 되먹임 기전에 의해 설명되었으나
1) 1990년대 말부터 이런 미세환경을 조절하는 변수로서 조절 T세
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포(regulatory T cell, Treg)와 수지상세포(Dendritic cell, DC)

가 주목을 받게 되었다. 과거 5년간 이러한 복잡한 면역반응에 대

한 이해의 폭이 상당히 넓어졌다. 

병원체나 알레르겐과 같은 다양한 외부 자극이 체내에 들어오면 

1차적으로 내재면역반응(innate immune reaction)이 일어난다. 

모든 개체에 존재하는 이 내재면역반응은 과립구, 대식세포와 수지

상세포가 관장하며 병원체와 싸우는데 있어 미리 기억할 필요 없이 

바로 동원될 수 있기 때문에 초기 병원체의 공격에 대한 방어작용

과 더불어 적응면역계에 병원체 침입을 알리는 신호전달작용을 하

게 된다. 내재면역반응에서 적응면역계로의 신호전달 과정은 식물

을 비롯한 모든 생명체가 가지고 있는 고전적인 신호전달 경로인 

Toll 경로로 이루어지며, 이와 비슷한 역할을 하는 Toll like 

receptors (TLRs)가 마우스와 인간에서 확인되었다
2)

. 

TLR 중에서 골수계 수지상세포(myeloid dendritic cell, 
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mDC)에 존재하는 TLR4는 naive T세포를 Th1으로 분화되도록 

유도하고, 이와 달리 형질세포양 수지상세포(plasmacytoid den-

dritic cell, pDC)는 Th2로 분화유도시킨다는 것이 연구를 통해 

많이 알려져 있다
3)

. TLR9 또한 B 임파구와 특화된 수지상세포에

서 주로 발현되며 IFN-α를 분비하여 TLR4와 더불어 천식 유병률

과의 관련성이 가장 많이 제기된 수용체임에도 불구하고 아직 그 

생물학적 의미에 관한 보고는 제한적이다
4)

. 

본 연구는 알레르기 환자와 정상인에서 형질세포양 수지상세포

에 발현되어 있는 TLR9를 자극하였을 때 Th1 사이토카인 중 하나

인 IFN-α의 분비능에 차이가 있는지 알아보고자 하였다. 또한 이

를 통하여 TLR9이 알레르기 질환의 발생에 어떠한 역할을 하는지 

알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 연구 대상자 선정

연구 동의서를 제출한 20세에서 40세의 성인 36명을 대상으로 

연구를 진행하였다. 모든 연구대상군은 피부단자시험을 시행하였

다. 사용된 알레르겐은  Dermatophagoides pteronyssinus (Der 

f), Dermatophagoides farinae (Der f), Cat, Dog과 Cockroach 

(Allergopharma, Hamburg, Germany) 등 5종이었다. 매 검사 

마다 양성 대조액으로 히스타민 1 mg/mL을, 음성 대조액으로 생

리식염수를 사용하였으며 알레르겐에 의한 팽진의 크기가 3 mm 

이상일 때를 양성으로 판정하였다. 비강 유발검사는 피부시험검사

에서 양성인 대상군에서 시행하였다. 알레르겐 추출액(single- 

dose pump spray, Allergopharma, Germany)을 사용하여 대조

용액인 생리식염수와 15분의 간격을 두고 양쪽 비강에 0.04- 

0.05 mL 씩 분무하였다. 알레르겐 분무 후 15분간 발생한 재채기 

횟수(0-2= 0점, 3-4=1점, 5회 이상=3점), 소양증(코, 구개, 귀 

각각 1점씩), 콧물(0-3점), 코막힘(1-3점), 안와증상(1점)을 점

수화하고 합산 점수가 5점 이상인 경우 양성으로 판정하였다.

연구군으로 선택한 알레르기 환자는, 문진에서 의사에 의해 기

관지 천식이나 알레르기 비염을 진단받은 과거력이 있으면서 피부

시험검사에서 한 종류 이상 알레르겐에 양성소견을 보이고 동일 

알레르겐을 이용한 비강유발검사에서 양성소견을 보일 때로 정의

하였다. 대조군은 건강한 성인으로 과거력에서 특이 소견이 없고 

5종류로 시행한 알레르기 피부시험에 음성인 경우로 하였다. 두 군 

모두 최근 한 달 이내에 급성 질환력이나 알레르기 이외의 만성 

질환이 있는 환자는 제외하였다. 본 연구는 의학연구 윤리심의위원

회를 통과한 후 서면으로 동의서를 받은 후 검체를 얻었다.

2. 말초혈액단핵세포 채취와 배양

채취한 혈액을 24시간 내에 Ficoll-paque (Amersharm 

Biosciences, Uppsala, Sweden)로 말초혈액단핵세포(peri-

pheral blood mononuclear cell, PBMC)를 분리하였다. 이를 간

단히 기술하면, 전혈을 Phosphate buffered saline (Gibco, 

Cergy Pontoies, France)로 1:1로 희석시킨 후 같은 용량의 

Ficoll을 이용하여 900 g 25분간 20도에서 원심분리하였다. 혈소

판을 제거하기 위하여 PBS를 넣고 300 g 15분간 원심분리한 후 

이를 1회 반복하였다. 이후 분리한 PBMC를 -180℃ 질소탱크에 

보관한 후, 녹여서 연구에 사용하였다. 

3. 말초혈액단핵세포 내 수지상세포 분포

형질세포양 수지상세포의 분포를 확인하기 위해 CD123을 확인

하였고, 이는 상업회사(BD Biosciences Pharmingen, San 

Diego, Ca, USA)에서 제공하는 프로토콜에 따라 세포분포를 확

인하였다. 이를 짧게 기술하면, 채취한 1×10
5
개의 말초혈액단핵세

포에 Lin 1 FITC, CD123 PE, HLA-DR PerCP, CD11c APC를 

넣고 20분간 배양한 후 fixation buffer로 고정시킨 후 유세포분석

기(Becton Dickinson, Mountain View, NJ, USA)를 통해 분석

하고 각각 isotype의 대조군을 만들었다
5, 6)

. 

4. TLR 리간드 자극

TLR9 리간드인 ODN 2216 (5'-ggG GGA CGA TCG TCg 

ggg gg-3')와 이의 non-CpG variant인 ODN 2206 (5'-ggG 

GGA GCA TGC TGg ggg gc-3'){대문자는 phophodiesters, 소

문자는 nuclease-resistant phosphothioates} (Bioneer, Seoul, 

Korea)을 구입하였다.

먼저 CpG-ODN 2206으로 자극하는 것을 음성대조액으로, 

NF-κB자극제인 phytohemagglutinin 2 μg/mL 자극을 양성 대

조액으로 사용하였다. 각 well 당 2×10
5
의 말초혈액단핵세포를 넣

고 이에 TLR9 리간드로 자극을 준 후 37℃ 5% CO2 배양기에서 

24시간 배양하였다. 모든 자극은 duplicate로 하였다. 각 자극 농

도는 CpG-ODN 2216은 0.5, 5, 50, 100 μg/mL로 titration 하였

고, 이후 50 μg/mL 농도에서 두 군간의 분비능을 확인하였다.

5. 사이토카인 분석

24시간동안 배양한 상층액을 -20℃ 냉장고에 보관하였다가 

ELISA kit (R &D System, Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 

IFN-α의 농도를 측정하였다. 검사 kit의 민감도는 10 pg/mL 이었다.

6. Real-time RT PCR

Total RNA를 3-10×10
5
 말초혈액단핵세포에서 Qiagen 

Rneasy Mini 키트를 사용하여 추출하였다. 이후 cDNA을 Qiagen 

QuantiTect Reverse Transcription 키트를 사용하여 상업회사에

서 제시한 프로토콜에 따라 만들었다.  Real-time RT PCR을 위해 

TLR9 특이 primer와 FAM-labeled probe를 구입하였다. 

Forward primer는 5'-GGACCTCTGGTACTGCTTCCA-3' 이

며, reverse primer는 5'-AAGCTCGTTGTACACCCAGTCT 

-3' 이며, probe는 5'-FAM-CTGCAGGTGCTAGACCTGTCC 

CGC-TAMRA-3' 로 하였다. Internal 대조 유전자로는 hypo-
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Fig. 2. Peripheral blood mononuclear cells were stimulated by 
CPG-ODN 2216 for 24 hrs, and the level of interferon-α in the 
culture supernatants was analyzed by ELISA. There was no signi-
ficant difference between the allergic and control groups.

Fig. 1. Flow cytometric analysis for 
plasmacytoid dendrite cells was per-
formed. A) lymphocyte gate of R2, B) 
lineage negative, HLA-DR positive gate 
of R4, C) plasmacytoid dendritic cells 
are gated based on CD123+ population. 

xanthin phosphribosyltransferase (HPRT)의 forward primer 

5'-CGGCCGGCTCCGTTA-3'으로, reverse primer 5'- 

TTAGGTATGCAAAATAAATCAAGGTCAT-3 으로, probe

는 5'-FAM-CCGCAGCCCTGGCGTCGT-TAMRA-3' 로 하

여 표준화를 하였다. 

7. 정량적 역전사 분석

증폭시킨 후 같은 역치의 서로 다른 실험결과에서 Ct 값을 유도

하여 분석하였다. 즉, 각 샘플에서 평균 Ct 값을 대응하는 Ct 값으

로 ΔCt (Ctexperimental gene – Ctcontrol gene)를 계산하였다. 

TLR9 리간드인 CpG-ODN 2216 자극에 대한 반응과 non-CpG 

variant인 ODN 2206 자극의 반응도의 유전자 발현의 차이를 알

아보기 위해서 각 자극제의 차이값을 ΔΔCt 로 계산하였는데 이는 

두 군간의 mRNA 정도를 비율로 나타낸 것이다.

8. 통계

결과치의 통계처리는 SPSS ver. 10.0을 이용하였고 대상군의 

특성비교 중 성별은 Fisher's exact test를 시행하였고, 대상군과 

정상군의 나이, CD 123분포, IFN-α 분비량의 평균치 비교, TLR9 

mRNA 상대적인 양의 비교는 Mann-Whitney 검정을 시행하였다. 

P 값이 5% 미만일 때를 통계적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였

다.

결     과

1. 연구 대상군의 특징

기관지 천식, 알레르기 비염을 비롯한 알레르기 질환력과 5종류

의 알레르기 피부시험, 비강유발 검사에서 양성소견을 보인 연구 

대상군의 평균 연령은 31±3.4 (남/녀 = 9명/10명)세 이었다. 문

진에서 알레르기의 과거력이 없으면서 피부시험 검사에서 음성 소

견을 보인 대조군의 평균 연령은 28±3.5 (남/녀 = 9명/8명)세 이

었다. 두 군간의 성별, 연령별 통계적 차이는 없었다.

2. CD123 분포 분석

두 군간의 형질세포양 수지상세포의 분포를 CD123 염색을 이

A B

C
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Fig. 4. The level of interferon-α (IFN-α) in peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) from allergic patients was measured 
by ELISA. PBMCs were stimulated by CPG-ODN 2216 (TLR 
ligand) or CPG-ODN 2206 (negative control). After 24 hrs, supe-
rnatants were harvested, and the level of IFN-α was analyzed in 
19 of the allergic patients and 17 of the control group patients.

Fig. 3. Specific TLR9 mRNA stimulated with ODN 2206 (negative control) and ODN 2216 (TLR ligand) in 
peripheral blood mononuclear cells from control (n=12) and allergic patients (n=12) were analyzed by real-time 
PCR. A) ΔCt of TLR9 mRNA was significantly higher after stimulation with ODN 2216, B) ΔΔCt had no 
difference between the allergic and control groups. Each value represents mean±SD.

용하여 비교하였다(Fig. 1). 대조군에서는 평균 0.25±0.23% 이

었고 연구군에서는 0.1±0.04% 이었으며 두 군간의 통계학적인 

차이는 없었다(Fig. 2).

3. TLR9 mRNA 표현  

말초혈액단핵세포에서 TLR9의 mRNA 발현에 대한 정량적 분

석 결과 대조군과 연구군 간의 차이는 없었다. 두 군의 말초혈액단

핵세포에 TLR9 리간드인 CpG-ODN 2216과 음성 자극제인 

CpG-ODN 2206을 각각 투여한 후 1시간, 4시간, 12시간과 24시

간 mRNA 양을 분석하였는데, 예비연구에서 24시간이 경과했을 

때 가장 큰 차이를 보임을 확인하였으므로 본 연구에서는 자극 후 

24시간의 mRNA양을 비교하였다. CpG-ODN 2206으로 자극한 

평균 ΔCt 값은 -1.9±0.53 이었고 TLR9 리간드로 자극한 후의 

ΔCt 값은 -2.26±0.49 이었다(Fig. 3A). 이를 통해 음성 대조액

과 비교하여 CpG-ODN 2216의 자극에 대해서 TLR9 mRNA 표

현이 증가된 것을 확인할 수 있었으나(ΔCt), ΔΔCt 값은 알레르기 

환자에서 1.290±.41, 대조군에서는 1.25±0.23으로 두 군간의 통

계적인 차이가 없었다(Fig. 3B).

4. IFN-α 분비능

TLR9 ligand인 CpG-ODN 2216와 음성자극제인 CpG-ODN 

2206을 50 μg/mL의 농도로 각각 말초혈액단핵세포에 자극하고

24시간 경과 후 IFN-α의 농도를 측정하였다. 대조군과 알레르기 

환자 모두 CpG-ODN 2216으로 자극하였을 때 CpG-ODN 2206

으로 자극하였을 때보다 유의하게 IFN-α 분비가 증가하였다. 그

러나 CpG-ODN 2216 자극에 의한 IFN-α농도는 대조군에서 

1,095±888 pg/mL, 알레르기 환자에서 911±829 pg/mL로 두 

군 간에 통계적인 차이를 보이지는 않았다(Fig. 4). 

고     찰

본 연구에서는 알레르기 환자의 말초혈액단핵세포 내 형질세포
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양 수지상세포에서 분비되는 TLR9의 mRNA 전사 양과 IFN-α의 

분비능이 정상인과 비교하여 차이가 없음을 확인하였다. 그러므로 

알레르기 면역반응의 발현과 TLR9을 이용한 신호전달 경로는 관

련성이 낮을 것으로 생각된다.

TLR은 면역을 담당하는 세포의 표면에서 발현되어 병원균에서 

생성된 lipopolysaccharide (LPS)나 lipopeptide와 작용하여 선

천성 면역 기능을 수행하는데 관여한다. 인간에서 발현되는TLR은 

현재까지 11가지 아형이 밝혀져 있는데 이중 TLR9은 수지상세포

에서 주로 발현되어 케모카인과 사이토카인의 분비를 유도하는 것

으로 알려져 있다
7)

. Myeloid differentiation primary response 

gene 88 (MyD88)과 같은 신호전달 물질이 TLR의 신호전달체계

를 매개하는데, MyD88 의존형 기전과 MyD88 비의존형 기전으로 

나누어 지며 이에 관계되는 신호전달 물질로는 IRAK4, TRAF6, 

TAK1과 IRF5 등이 있다. 이러한 신호전달 물질들은 최종적으로 

NF-κB을 활성화시켜 IL-12를 분비시킨다
8)

. 알레르기 환자에서

는 이러한 과정 중 어느 부분이 억제되거나 활성화되어 정상인과 

달리 IL-12나 IL-10의 분비가 적은 것으로 보고되었다
9)

. 이와 

같은 결과는 TLR4를 이용한 연구에서 주로 보고되었으나
10)

 알레

르기 환자가 외부 항원을 받아들이는 통로로서 다양한 TLR을 이

용한다는 점을 고려하면 TLR4 만이 아니라 다른 TLR 또한 알레

르기 기전에 관여할 것으로 추정할 수 있다. TLR9의 IFN-α의 분

비를 조절하는 신호전달 체계는 TLR4와 마찬가지로 MyD88이 관

여하는 것으로 알려져 있다. 이러한 공통된 신호전달 과정을 통해 

TLR4에 의한 알레르기 반응의 유도 기전과 TLR9의 기전이 유사

할 것이라 추측할 수 있다. 

그러나 본 연구에서는 알레르기 환자와 대조군을 비교하였을 때 

IFN-α의 분비에 차이가 없었다. 이러한 결과는 건강한 성인에서 

IgE 차이에 따른 TLR9 자극과 반응에 차이가 없고 TLR9 다형성

에서도 의미 있는 차이를 발견하지 못한 기존의 보고
12)

와 일치되

는 소견이다. 

 이처럼 TLR4와 TLR9의 반응이 유사한 신호전달체계를 공유

함에도 불구하고 mRNA의 발현되는 정도 및 사이토카인의 분비에 

차이를 보이는 것은 근본적으로 알레르기 질환이 단순하고 유일한 

Th2 반응 체계에 의한 것이 아님을 시사한다. 아토피피부염을 앓

고 있는 환자의 형질세포양 수지상세포에는 많은 FcεRI가 있고  

FcεRI를 활성화시킨 수지상세포에서 IL-12 분비를 유도할 수 있

다는 보고
13)

는 이러한 가설을 뒷받침 한다. 또한 알레르기 질환에

서 TLR4과 달리 TLR9은 질병 경과에 크게 영향을 주지 않는 면

역 기전일 가능성도 있다. 한편 최근에 본 연구와 유사한 연구 디자

인을 이용한 연구 결과가 보고되었는데
14)

, 이 보고에 따르면 알레

르기 환자와 대조군에서 형질세포양 수지상세포의 분포와 TLR9 

분비에 차이가 없었고 이는 본 연구결과와 일치한다. 그러나 이들

은 본 연구 결과와 달리 IFN-α 분비가 알레르기 환자에서 대조군

에 비해 떨어져 있음을 확인하였다. 이 연구와 본 연구의 차이는, 

본 연구가 CpG-ODN을 이용하여 말초혈액단핵세포에 직접 자극

을 주었던 것에 비해 이들은 말초혈액단핵세포에서 형질세포양 수

지상세포를 분리하여 분석하였다. 따라서 순수하게 형질세포양 수

지상세포에서만 분비하는 IFN-α의 농도를 확인할 수 있었는데, 

이 점이 본 연구 결과와의 차이를 유발했을 가능성이 있다. 그러나 

말초혈액단핵세포 내에서도 IFN-α 분비의 거의 대부분이 형질세

포양 수지상세포에서 분비된다는 점을 고려하면
15)

 이러한 결과의 

차이가 단순히 말초혈액단핵세포를 자극할 때와 형질세포양 수지

상세포를 자극할 때의 차이로 인해 유발되었다고 추측하는 것은 

무리가 있다. 

또한 보다 명확한 분석을 위해서는 동일한 알레르기 질환 또는 

동일한 알레르겐에 양성반응을 보인 환자들을 대상으로 수지상 세

포의 변화를 분석하는 것이 필요할 것이라 여겨진다. 

결론적으로, TLR9 자극에 대한 알레르기 환자의 반응은 IFN-

α 분비와 형질세포양 수지상세포의 TLR9 mRNA 발현 정량분석

에서 정상인과 차이가 없었으므로 외부 항원에 의해 유도되는 

TLR9의 발현이 알레르기 면역반응에 큰 역할을 하지는 않는 것으

로 보인다. TLR9의 발현기전에 대한 연구가 전세계적으로 여전히 

활발하게 진행 중이지만 아직 그 역할이 명확하지 않다는 점을 고

려할 때, 향후 TLR9 발현에 관한 다양한 연구를 시도하여 그 생물

학적 중요성을 입증하여야 할 것이다.

요     약

목 적 : 알레르기 환자와 정상인에서 형질세포양 수지상세포의 

분포, TLR9 mRNA 양과 IFN-α의 분비능에 차이가 있는지 알아

보고자 하였다.

방 법 : 19명의 알레르기 환자와 17명의 건강한 성인을 대상으

로 하였다. 말초혈액단핵세포를 채취하여 Lineage Cocktail 

(CD3, CD14, CD16, CD19, CD20, CD56)음성, HLA-DR 양성

이면서 CD123양성을 유세포 분석기로 분석하였다. 말초혈액단핵

세포에 TLR9 작용제(agonists)인 CpG-ODN 2216과 음성 대조

를 위해 CpG-ODN 2206으로 자극하고 24시간 후 상청액을 추출

하여 IFN-α의 농도를 측정하였다. 또한 real time RT-PCR을 이

용하여 TLR9 mRNA 정량분석을 시행하였다.

결 과 : 말초혈액단핵세포에서 형질세포양 수지상세포의 분포는 

알레르기 환자가 평균 0.1±0.04%, 대조군이 평균 0.25±0.23% 

이었다. TLR9 mRNA 상대적인 양을 나타내는 ΔΔCt는 알레르기 

환자에서 1.29±0.41이었고 대조군은 1.25±0.23이었다. TLR9 

리간드인 CpG-ODN 2216 자극에 따른 IFN-α의 분비능은 알레

르기 환자에서 911±829 pg/mL 이었고 대조군에서 1,095±888 

pg/mL 이었다. 이 세 결과에서 통계적인 차이는 없었다.

결 론 : TLR9을 통한 신호전달이 알레르기 환자의 면역반응을 

대표하지는 않는 것으로 보이며, 향후 더 자세한 TLR9의 역할에 

대한 연구가 필요하다.
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