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같은 격려와 관심으로 이끌어주시고 연구자로서의 덕목과 자세를 가르쳐 주신 최인홍 

교수님께 크나 큰 감사를 드립니다. 바쁘신 와중에도 많은 조언과 격려로 부족한 논문을 

지도해주신 신전수 교수님, 이종은 교수님께도 깊은 감사를 드립니다. 본 연구를 

수행하는데 있어 많은 도움을 주시고 연구자의 모범을 보여주신 이정림 교수님께도 깊은 

감사를 드립니다. 항상 자상한 배려와 관심으로 지켜봐 주시는 미생물학교실의 여러 

교수님들께도 깊은 감사를 드립니다.  

 언제나 실험실 생활에서 아낌없는 충고로 저의 힘이 되어 준 우리 실험실의 이정기 

선생님, 양은정 선생님께 진심으로 감사를 드립니다. 항상 함께 한 안혜정 선생님께도 

감사를 드립니다. 그동안 옆에서 한결같이 많은 도움을 주신 김일휘 선생님, 김영미 

선생님께도 감사를 드립니다. 관심과 우정으로 지켜봐 주신 김형란 선생님, 최수정 선생님, 

이정화 선생님, 외 여러 미생물학교실 선생님들께도 감사를 드립니다.  

 끝으로 제가 여기까지 오는 동안 한결 같은 사랑으로 저를 키워주시고 이끌어 주신 

저희 부모님께 크나 큰 사랑과 깊은 감사를 드리며, 이 기쁨을 함께 하고 싶습니다.  

 

저자 씀 

 

 

 

 

 

 

 

 



약어약어약어약어 목록목록목록목록 

 
 

Abbreviation Full name 

AraLAM non-mannose-capped lipoarabinomannan 

ERK extracellular signal-regulated kinase 

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

LAM lipoarabinomannan 

LPS lipopolysaccharide 

ManLAM mannose-capped lipoarabinomannan 

MAPK mitogen activated protein kinase 

TLR Toll-like receptor 

TNF tumor necrosis factor 
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결핵균에 감염 되면, 결핵균은 포식된 대식세포 안에서 살아 남는다. 

이렇게 감염된 대식세포의 포식소체에서 분비되는 결핵균 단백은 감염 부

위로 모여 드는 단핵구 및 수상돌기세포와 같은 항원전달세포와 반응하여 

결핵균 감염에 대한 면역반응이 진행되고, 나아가서 질병의 상태도 결정짓

는다. 만성 결핵 감염의 예방 및 치료를 위해 새로운 면역요법 개발의 필요

성이 대두되면서, 결핵균 감염의 전파를 제한시키는 수상돌기세포의 역할

이 강조되고 있다. 수상돌기세포가 결핵균에 대한 선천면역과 적응면역을 

유도하는 숙주의 주요 세포이고, 수상돌기세포의 성숙과정이 TLR을 매개

로 일어남이 보고되어 있다. 즉 결핵균 항원이 TLR을 통해 수상돌기세포 성

숙에 영향을 미치고, 나아가 싸이토카인 등을 분비함으로써 적응면역에 관

여하는 T 세포에 영향을 미쳐 최종적으로 결핵균에 대한 적응면역 양상을 

결정하리라고 생각된다. 그러므로 본 연구에서는 결핵균 항원에 대한 TLR 

반응을 조사하여 결핵균 감염에서 수상돌기세포의 역할을 파악하고자 한다. 

 건강인의 말초혈액 단핵구로부터 유래한 수상돌기세포를 결핵균 항

원으로 자극하여 수상돌기세포의 성숙과정에 따른 표현형 특성 및 TLR 분

자의 발현을 관찰하고 싸이토카인 생성과 MAP kinase 활성화를 관찰하였다. 

건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 미성숙 수상돌기세포의 표면 분자 

발현 분석 결과 CD14 분자의 발현이 소실된 반면 HLA-DR, CD80, CD86, 

CD54 분자들이 발현되어 수상돌기세포로 분화되었음을 확인하였다. 미성

숙 수상돌기세포를 지다당류(lipopolysaccharide: LPS)로 자극하면 CD83, 

HLA-DR, CD86의 발현이 증가하여 성숙한 수상돌기세포의 표현형이 유도

되었다. TLR2와 TLR4의 발현은 단핵구, 미성숙 수상돌기세포, LPS로 자극
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한 성숙 수상돌기세포에서 모두 중간 정도로 발현하였다. 다른 TLR 리간드

(ligand)나 결핵균 단백질 항원으로 자극하였을 때는 표면 분자의 발현에 큰 

차이가 없었다. 다양한 결핵균 항원으로 수상돌기세포를 자극하였을 때, 전

반적으로 싸이토카인 생성을 크게 유도하지 못하였으며 특히 AraLAM 항원 

자극이 싸이토카인을 가장 적게 유도하였고 JNK와 ERK 활성화가 억제되

었다. 반면, p38 MAP kinase는 AraLAM 항원 자극에 의해 활성화되었다. 30 

kDa 단백질 항원 자극에 의해서 IL-12p40가 생성되었으며, JNK와 p38 MAP 

kinase도 활성화되었다. 합성한 결핵균 단백질 항원 중에서는 16 kDa 단백질 

항원에 의해 싸이토카인 생성이 크게 유도되고 MAP kinase도 강하게 활성

화되었다.  

 결핵균 AraLAM 항원을 말초혈액 단핵구 유래의 수상돌기세포에 전

처리하였을 경우, 이후의 LPS에 의한 성숙에 변화가 일어나 CD83과 CD86 

발현이 감소하는 등 덜 성숙된 표현형을 나타냈다. 또한 AraLAM 항원을 전

처리하였을 경우 LPS에 의한 수상돌기세포에서 IL-6, IL-12p40, TNF의 싸

이토카인 생성이 억제되었다. MAP kinase 활성화는 AraLAM 전처리에 의해 

p38 MAP kinase 활성화가 억제되었으나 다른 MAP kinase 의 경우에는 큰 변

화가 없었다.  

 이러한 연구결과를 토대로 본 연구에서는 결핵균 항원에 장기간 노

출되는 경우 미성숙 수상돌기세포에서 성숙화 과정이 제대로 작동하지 않

고, 그 결과 염증성 싸이토카인이 제대로 생성되지 않으며 이러한 과정이 

TLR 분자와의 상호작용과, p38 MAP kinase와 연관성이 있을 가능성을 제시

한다. 이러한 기전을 통해 결과적으로 결핵균이 숙주의 병원체 감염에 대한 

면역 방어기전을 억제할 가능성이 있는 것으로 생각된다.  

 

 

핵심되는 말: 수상돌기세포, 결핵균 항원, Toll-like receptor, MAP kinase, 싸

이토카인 



 3 

수상돌기세포에서수상돌기세포에서수상돌기세포에서수상돌기세포에서 결핵균결핵균결핵균결핵균 항원자극에항원자극에항원자극에항원자극에 따른따른따른따른 Mitogen-Activated Protein 

Kinase와와와와 Toll-like Receptor 2/4에에에에 미치는미치는미치는미치는 영향영향영향영향 

 

< 지도교수지도교수지도교수지도교수 최최최최 인인인인 홍홍홍홍 > 

 

연세대학교연세대학교연세대학교연세대학교 대학원대학원대학원대학원 의과학과의과학과의과학과의과학과 

 

이이이이 진진진진 민민민민 

 

 

I. 서서서서 론론론론 

 

결핵균(Mycobacterium tuberculosis)은 현재도 누군가를 감염시키고 

있으며, 전세계 인구의 3분의 1이 결핵균과 접촉한다 1. 이들 중 대부분은 발

병하지 않고 약 10% 정도만이 결핵(tuberculosis) 증상을 보인다. 2002년 한 

해 동안 결핵으로 인해 약 200만 명이 사망했으며 지난 한 세기 동안에는 약 

1억 명이 사망하였다 1,2. 결핵균은 세포 내 기생균으로 숙주(host)의 단핵세

포(mononuclear cell) 안에서 생존, 증식할 수 있다. 결핵균은 공기 흡입에 의

해 인체로 들어가 폐에서 주요 표적세포인 폐포 대식세포(macrophage)에 의

해 탐식된 후 증식하여 폐포벽에 감염원을 형성한다. 결핵균으로 인한 감염

을 숙주가 조절하고 해결하기 위한 방안 중 하나가 대식세포 안에 생존하고 

있는 감염원을 격리시키는 것이며, 결핵균에 의한 감염을 조절하는데 관여

하는 요소로 IFN, IL-12, IL-23, TNF, lymphotoxin, CD40, nitric oxide(NO)등의 

몇 가지 요소가 밝혀져 있다 3-11. Mycobacteria는 대식세포에 의해 제거되는 

것에 저항하기 위해 진화적으로 도피 기전(evasion mechanism)을 더욱 정교

히 발전시켜 왔다 12. 숙주는 감염을 조절하기 위해서 선천면역반응(innate 

immune system)과 적응면역반응(adaptive immune system)을 모두 필요로 하
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며, 적응면역반응이 일어나기 위해서는 항원전달세포(antigen presenting 

cells: APC)와 T세포가 특정한 싸이토카인(cytokine), 키모카인(chemokine)과 

함께 작용해야만 한다는 것이 밝혀졌다 13. 최근 Toll-like receptor(TLR) 

family가 알려지면서 결핵균 감염원이 어떻게 숙주에 인지되고 선천면역에 

관계하는 면역세포를 활성화시켜 선천면역반응과 적응면역반응을 연결시

키는가에 대한 실마리를 제공해 주고 있다 14.  

수상돌기세포(dendritic cell: DC)는 전문적인 항원전달세포

(professional APC)로 미성숙 상태에서 말초 조직에 위치하고 있다. 수상돌기

세포는 외부 항원을 MHC class II 분자 또는 CD1a와 같은 non-classical MHC-

like 분자와 더불어 전달하며 이차 림프조직으로 이동하여 휴지 상태

(quiescent)의 숫(naïve), 기억(memory) T 세포를 활성화시킨다 15. 미성숙

(immature) 수상돌기세포는 결핵균의 lipoarabinomannan (LAM)을 세포 내로 

이동시켜 CD1b 전달경로를 통해 LAM에 특이적으로 반응하는 T 세포에 전

달한다 16. 많은 연구 결과들은 수상돌기세포가 그 성숙 정도에 따라, 또는 전

구세포의 종류에 따라 다양하고 특이적인 표현형 및 특성을 가지게 된다고 

보고하고 있다. 수상돌기세포는 전구세포의 종류에 따라 크게 myeloid 유래

와 lymphoid 유래로 나뉜다. Common myeloid progenitors(CMP)로부터 분화

한 Langerhans DC, interstitial DC의 두 미성숙 수상돌기세포 subset과 두 종류

의 전수상돌기세포(pre-DC) subset 중 하나인 단핵구는 myeloid 유래의 세포

에 속하며, common lymphoid progenitors(CLP)로부터 분화한 lymphoid 유래 

subset은 전수상돌기세포 subset 중 IFN을 잘 생성하는 특징을 가진 세포로 

알려진 plasmacytoid cell subset을 포함한다 15,17,18. 미성숙 수상돌기세포는 여

러 조직을 돌며 병원체나 감염된 세포를 탐식하기 위한 감시작용을 하는데

19,20, 이 과정에서 염증반응물질 또는 병원체와 미성숙 수상돌기세포간의 상

호작용의 결과로 미성숙 수상돌기세포의 세포표면 분자들의 발현이 변화되

고 성숙화가 진행된다. 림프절로 이동한 수상돌기세포는 T 세포와 반응하여 

완전하게 성숙함으로써 기억 T 세포의 증식 및 작동(effector) T 세포의 분화
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를 유도하여 말초조직에서 병원체에 대한 방어 반응을 시작하게 된다 21-23. 

만성 감염증에서는 이러한 성숙화 과정이 붕괴되어 조직에 분포한 수상돌

기세포가 상대적으로 결핍되어 있으며 림프절의 T 세포의 활성화를 지속시

킨다.  

수상돌기세포의 in vitro 연구는 말초혈액 단핵구를 GM-CSF와 IL-4

가 있는 상태에서 배양하여 수상돌기세포를 얻는 방법이 개발된 이후 활발

하게 진행 될 수 있었다 24-27. 이렇게 얻어진 수상돌기세포는 상대적으로 미

성숙한 상태이며, 식균 작용(endocytosis)을 잘 하고 MHC class II 분자, CD83 

분자와 동시자극분자인 CD80 그리고 CD86을 적게 발현하고 있다 28. TNF-α, 

CD40 리간드, LPS에 의해 수상돌기세포가 성숙되면 항원을 잡는(capture) 능

력이 줄어들고 동시자극분자(costimulatory molecule)와 부착분자(adhesion 

molecule)의 발현이 증가한다 29,30. 수상돌기세포의 성숙을 나타내는 것과 유

사한 이러한 변화는 마이코플라즈마, 바이러스, 세포내 세균, 기생충 등으로 

감염을 시켰을 때에도 관찰되었다 31-33. 

고등 생물체에서 침입한 병원체에 대한 방어는 선천면역반응과 적

응면역반응의 크게 두 가지 형태로 나뉜다. 선천면역반응은 다양한 병원체

의 초기 감염에 대항하여 대식세포와 호중구(neutrophil) 등의 세포가 병원체

를 탐식하는, 상대적으로 비특이적인 면역반응이며 주로 병원체에 대해 독

성을 띠는 염증 분자(inflammatory molecule)가 직접 또는 간접적으로 작용한

다. 반면 적응면역반응은 보다 늦게 일어나지만 T 세포와 항체가 특이성을 

가지고 관여한다. 이들 두 가지 형태의 면역반응이 서로 호환적으로 작용하

여 병원체에 대한 방어라는 그들의 임무를 수행하게 된다 34. 

선천면역반응에서 숙주에는 존재하지 않지만 미생물 병원체들 사이

에서는 공통적으로 보존되어 있는 특이적인 성분인 pathogen-associated 

molecular patterns(PAMPs) 라고 알려진 motif를 수상돌기세포 같은 선천면역

에 관여하는 세포(innate immune cell)가 pattern recognition receptor(PRR)를 

통해 인식한다. 이러한 PRR 중 TLR family는 처음에 초파리 Drosophila 에서 
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알려졌으며, 포유류에는 현재까지 적어도 13 종류, 사람에서는 10종류가 밝

혀져 있다. TLR은 고등 생물체에서 PAMP를 인식하여 적응면역반응이 일어

나게끔 유인하며, 수상돌기세포, 대식세포, 비만세포(mast cell), 호중구, 내

피세포(endothelial cell) 등 선천면역에 관계하는 다양한 세포에 널리 발현되

고 있다 35. TLR family는 특징적으로 세포외 영역에 leucine-rich repeats(LRR)

을 가지고 있고 세포질 내에 IL-1 receptor family와 유사한 Toll/IL-1 

receptor(TIR) domain을 가지고 있다. TLR family의 대부분은 adaptor protein

인 MyD88 을 사용하여 표적이 되는 유전자에 신호를 전달하는데, MAP 

kinase 경로 등을 통해 NF-κB를 활성화시키거나 IL-1, IL-18 같은 경로를 통

해 빠르게 숙주방어기전을 활성화 시킨다 14,34. TLR이 자극을 받으면 MyD88

이 IL-1 receptor associated kinase(IRAK)를 수용체 쪽으로 모아서 IRAK이 인

산화 되면서 TNF receptor associated factor(TRAF) 6와 결합하여 NF-κB와 

JNK등이 활성화 된다 36,37. MyD88 knockout mice는 다양한 TLR ligand들에 

대해 NF-κB와 JNK를 잘 활성화시키지 못하고 TNF-α와 IL-12를 잘 분비하

지 못하며, 몇 가지 병원체에 대한 숙주의 저항성이 크게 감소된다 38-49. 

각각의 TLR은 병원체의 서로 다른 분자구조를 인식한다. TLR5와 

TLR9을 제외하면 한 TLR에 여러 종류의 리간드가 알려졌는데, 특히 TLR2

는 그람양성세균, 펩티도글리칸(peptidoglycan), 내독소(endotoxin), 결핵균 

LAM 등의 다양한 미생물 배위자와 결합하며 36,37,43, TLR4는 그람음성세균

의 지다당류(lipopolysaccharide: LPS)와 결합한다 44-46. 그 중에서 수상돌기세

포의 성숙을 유도하는 리간드는 LPS, CpG DNA, 지질단백(lipoprotein), 세포

벽 산물 등으로 알려져 있다 47-49.  

결핵균의 세포벽과 분비되는 물질인 19 kDa 지질단백, lipomannan, 

mannosylated phosphatidylinositol 등은 TLR2를 통해 대식세포와 수상돌기세

포를 활성화시키는 것으로 알려져 있으나 50-55, 결핵균이 인지되는데 있어서 

다른 TLR이나 PRR의 역할을 배제할 수는 없다. 기존의 연구에서 TLR2, 

TLR4, TLR6가 결핵균 감염에 대한 초기의 숙주 면역반응에서 거의 역할을 
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하지 않는다는 것이 보여졌으나 56-59, TLR260와 TLR456는 감염의 만성적인 

상태를 조절하는 데는 필요할 것이라 생각되고 있다. 이러한 연구결과는 

TLR2, TLR4, TLR6의 부분적인 과잉(redundancy)과 결핵균에 의해 유도되는 

세포의 인식에 다른 TLR이 관여할 수 있다는 가능성을 제시하고 있다 61.   

초기에 TLR은 Th1 반응을 유도하는데 중요할 것이라고 생각되었으

며, MyD88 knockout mice가 Th1 반응에 선택적인 결함을 보였으므로 62-66 모

든 TLR이 우선적으로 Th2 반응이 아닌 Th1 반응을 매개한다고 생각되었다. 

하지만 최근 들어 특정 TLR 리간드는 Th2 반응 또한 매개할 것이라는 증거

가 많이 밝혀지고 있다. E. coli LPS와 편모단위단백(flagellin)은 강한 Th1 반

응을 유도하고 67, MyD88 knockout mice의 수상돌기세포는 IL-10 생성능력이 

저하되어 있었다 68. 반면 pam3cys와 주혈흡충 알 항원(schistosome egg 

antigens : SEA)은 Th2 반응을 유도하였으며 이때 ERK 활성화가 관련됨이 보

고되었다 35. 그외 여러 연구들에서 TLR2 를 통한 신호전달이 Th2 나 T 

regulatory 반응을 유도할 가능성을 암시하고 있다 69-73.  

그러므로 본 연구에서는 사람의 말초혈액에서 유래한 수상돌기세포

의 성숙에 따른 TLR 발현을 측정하고, 결핵균 항원 자극에 의한 수상돌기세

포의 표현형 변화 및 싸이토카인 분비와 MAP kinase 활성화를 관찰하여 결

핵균 감염에서 수상돌기세포에서의 TLR을 통한 면역 조절 기능을 관찰하고

자 하였다. 
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II. 재료재료재료재료 및및및및 방법방법방법방법 

 

 

1. 수상돌기세포수상돌기세포수상돌기세포수상돌기세포 배양배양배양배양 

 

건강한 성인의 말초혈액으로부터 Ficoll-Paque (Amersham Biosciences 

AB, Uppsala, Sweden) 원심분리 방법으로 단핵세포를 분리하였다. 분리된 단

핵세포는 MACS CD14(+) microbeads (Miltenyi Biotechs, Auburn, CA, USA) 

와 섞어 20분간 얼음에서 반응시킨 후 20배 부피의 2 mM EDTA, 5% 소혈청

알부민(bovine serum albumin: BSA)이 함유된 인산완충용액(phosphate 

buffered saline: PBS)으로 세척하여 자기장에 걸려있는 MACS 컬럼을 통과시

켜 컬럼에 붙은 CD14 양성인 단핵구를 분리하였다. 수상돌기세포를 유도하

기 위해 분리된 CD14 양성세포를 2%의 우태아혈청(fetal bovine serum: FBS, 

Jeil Biotechservices Inc., Daegu, Korea)이 함유된 RPMI 배양액에 3×106 

cells/mL 또는 1×106 cells/mL의 농도로 부유시킨 후 6 well 또는 24 well plate 

(Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA)에 분주한 뒤 37°C 

CO2 배양기에서 1-2시간 두어 단핵구를 plate 바닥에 붙였다. 이후 RPMI 배

지로 바닥에 붙지 않은 세포를 세척, 제거하고 plate 바닥에 붙어 있는 단핵구

는 10%의 우태아혈청과 800 U/mL GM-CSF (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA)와  500 U/mL IL-4 (Endogen, Rockford, IL, USA)가 함유된 RPMI 배양액

에서 4일간 배양하여 미성숙 수상돌기세포로 유도하였다.  

배양 4일째의 미성숙 수상돌기세포에 50 ng/mL의 Salmonella minnesota 

에서 분리한 LPS (lipopolysaccharide: 지다당류, Sigma, St. Louis, MO, USA), 

10 µg/mL의 AraLAM, ManLAM 항원, 10 kDa, 22 kDa, 30 kDa, 38 kDa의 단

백질 항원과 합성된 6 KDa, 16 KDa, 19 KDa, 38 KDa의 단백질 항원과 

Ag85A 항원의 결핵균 항원을 각각 첨가하고 48시간 배양하여 수상돌기세

포의 성숙화 및 활성화를 유도한 이후 배양액 만을 걷어서 사용하였다. 또는 



 9 

배양 4일째의 미성숙 수상돌기세포의 배양액을 기존의 것에서 1%의 우태

아혈청과 80 U/mL의 GM-CSF, 50 U/mL의 IL-4가 함유된 RPMI 배양액으로 

바꾸어서 18시간 동안 배양한 후 50 ng/mL의 LPS, 10 µg/mL의 AraLAM, 

ManLAM 항원, 10 kDa, 22 kDa, 30 kDa, 38 kDa의 단백질 항원과 합성된 6 

kDa, 16 kDa, 19 kDa, 38 kDa의 단백질 항원과 Ag85A 항원의 결핵균 항원을 

각각 첨가하여 30분간 자극시킨 후 세포만을 거둬서 세포로부터 단백을 추

출해 사용하였다.  

 

2. 유세포유세포유세포유세포 분석분석분석분석 

 

건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 미성숙 수상돌기세포 및 LPS 또

는 결핵균 항원으로 48시간 자극한 수상돌기세포를 인산완충액으로 2회 세

척한 후 FITC 또는 PE로 표지된 여러 표면분자들의 단클론항체로 얼음에서 

30분간 반응시켜 직접형광염색하였다. 인산완충액으로 세척하여 세포에 염

색되지 않은 과잉의 단클론항체를 제거한 후 FacsCalibur (BD Biosciences, 

San Diego, CA, USA)를 이용하여 세포표면 분자의 발현을 측정하였다. 단클

론항체로는 항 FITC-HLA-DR, FITC-CD80, FITC-CD83, FITC-CD64, PE-

CD86, PE-CD32 (이상 Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA), PE-CD54 

(Phamingen, San Diego, CA, USA)등을 사용하였다. 모든 실험에서 각각의 단

클론항체에 대하여 FITC-mIgG2a 또는 PE-mIgG1 (Beckman Coulter)을 동형

대조군으로 사용하였다. 유세포 분석시 총 20,000개의 세포 중 큰 과립세포

군을 선택(gating)하여 WinMDI 2.8 (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, 

San Diego, CA, USA)을 이용하여 결과를 분석하였다. 

 

3. 싸이토카인싸이토카인싸이토카인싸이토카인 효소결합면역흡착검사효소결합면역흡착검사효소결합면역흡착검사효소결합면역흡착검사 (ELISA) 

 

건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 미성숙 수상돌기세포, 결핵균 항

원으로 48 시간 자극한 수상돌기세포의 배양액에 포함된 IL-6, IL-12p40, 
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TNF, IL-10을 측정하기 위해 일반적인 효소결합면역흡착검사를 수행하였

다. 항 싸이토카인 포획항체(capture antibody, BD Biosciences)를 coating 

buffer (0.1 M carbonate, pH 9.5)에 250배 희석하여 96 well EIA/RIA plate 

(Costar, Acton, MA, USA)에 분주하고 4°C 에서 하룻밤 동안 부착시킨 후, 과

잉의 포획항체를 0.05%의 tween-20 (Sigma) 이 함유된 인산완충액(PBST)으

로 세척하고 10% 우태아혈청이 함유된 인산완충액으로 37°C에서 1시간 동

안 차단시켰다. 10% 우태아혈청이 함유된 인산완충액으로 5배 희석시킨 수

상돌기세포 배양액을 포획항체가 부착된 plate의 각 well에 분주하고 37°C

에서 2시간 배양한 후 PBST로 세척한다. 검출항체에 biotin이 부착된 항 사

람 IL-6 (또는 IL-12p40, TNF 및 IL-10) 항체와 효소 시약인 horseradish 

peroxidase (HRP)-conjugated streptavidin을 각각 10% 우태아혈청이 함유된 

인산완충액으로 250배나 500배 희석한 것을 1:1의 비율로 섞어서 각 well

에 분주하고 37°C에서 1시간 반응시킨 후 PBST로 세척하였다. 기질용액인 

tetramethylbenzidine(TMB)와 hydrogen peroxide의 혼합액을 각 well에 첨가

하고 어두운 상온에서 20-30분간 반응시켜 발색시킨 후 2 N 또는 2.5 N 

H2SO4 용액으로 발색반응을 정지시키고, microplate reader (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 450 nm 파장에서 발색도를 측정하

였다. 분비된 싸이토카인의 양은 사람의 재조합형 IL-6, IL-12p40, TNF, IL-10 

(BD Biosciences)의 표준곡선으로부터 유추하여 계산하였다.     

 

4. Western blotting 

 

건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 수상돌기세포에 30분 간 결핵균 

항원자극을 준 후 MAP kinase 인산화 변화를 보기 위해 Western blotting을 

시행하였다.   

단백질을 얻기 위해 미성숙 수상돌기세포와 30분간 결핵균 항원자극을 

준 수상돌기세포를 인산완충액으로 세척한 후 세포를 용해시키는 lysis 
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buffer (protease inhibitor가 포함된 25 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, 3 mM KCl, 

1% NP-40)로 용해하여 12,000 rpm에서 10분간 원침하여 상청액을 얻어 단

백을 분리하였다. 단백의 농도는 Bradford protein assay (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA)로 정량하였다. 총 단백에서 40 µg의 농도를 취하여 13.5% SDS-

PAGE를 통하여 단백을 분리하였다. 전기영동 후 nitrocellulose membrane 

(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)에 옮기고 5%의 탈지분

유와 0.1%의 tween-20이 함유된 트리스완충액(tris buffered saline: TBS)으로 

실온에서 1시간 동안 차단 후 0.1% tween-20이 함유된 트리스완충액(TBST)

으로 5분간 세척하였다. 그 후 항  MAP kinase 항체를 5%의 소혈청알부민이 

함유된 TBST에 1000배 희석하여 4°C에서 하룻밤동안 반응시켰다. MAP 

kinase 항체로는 항 ERK 다클론 항체, 항 phospho-ERK 다클론 항체, 항 p38 

MAPK 다클론 항체, 항 phospho-p38 MAPK 다클론 항체, 항 JNK/SAPK 다클

론 항체, 항 phospho-SAPK/JNK 다클론 항체 (이상 Cell Signaling Technology, 

Beverly, MA, USA)를 사용하였다. TBST로 5 분씩 3 회 세척한 후 HRP-

conjugated goat anti-rabbit IgG (Jackson Immuno Reseach, Baltimore, MD, 

USA)로 실온에서 1시간동안 반응시키고 TBST로 10분간 3회 세척하여 

west save (Lab Frontier, Seoul, Korea)를 사용하여 발광 반응을 측정하였다.  

 

5. 항원항원항원항원 전처리전처리전처리전처리 실험실험실험실험 

 

배양 4일째의 건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 수상돌기세포

에 10 µg/mL의 AraLAM, ManLAM 항원을 18시간 동안 전처리 한 후 LPS를 

50 ng/mL로 첨가하여 48시간 동안 더 배양한 수상돌기세포를 유세포 분석

을 통해 세포표면 분자들의 발현 양상의 변화를 관찰하고, 배양액을 모아 배

양액에 분비된 싸이토카인을 효소면역흡착검사 (ELISA)로 측정하였다. 또

는 결핵균 항원을 전처리한 수상돌기세포의 배양액을 1%의 우태아혈청과 

80 U/mL의 GM-CSF, 50 U/mL의 IL-4가 함유된 RPMI 배양액으로 바꾸어서 
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18시간 동안 배양한 후 50 ng/mL의 LPS로 30분 간 처리한 후 세포로부터 

단백을 얻어 Western blotting을 통해 MAP kinase 인산화 변화를 관찰하였다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 13 

III. 결과결과결과결과 

 

1. 건강인건강인건강인건강인 말초혈액말초혈액말초혈액말초혈액 단핵구로부터단핵구로부터단핵구로부터단핵구로부터 수상돌기세포수상돌기세포수상돌기세포수상돌기세포 배양배양배양배양 및및및및 세포세포세포세포 표면표면표면표면 분자의분자의분자의분자의 발발발발

현현현현 확인확인확인확인 

 

 건강인의 말초혈액에서 단핵구의 표지분자인 CD14를 발현하고 있

는 세포를 분리하여 세포 표면 분자 발현을 유세포분석기로 분석한 결과, T 

세포 표지분자인 CD3, B 세포 표지분자인 CD19를 발현하고 있지 않고 단핵

구 표지분자인 CD14와 HLA-DR, CD64, CD32를 발현하고 있음을 관찰하여 

CD14 양성인 단핵구임을 확인하였다. TLR2와 TLR4 분자의 경우 중간 정도

로 발현하고 있음을 관찰하였다 (그림 1). 

  

 

그림그림그림그림 1. 건강인건강인건강인건강인 말초혈액에서말초혈액에서말초혈액에서말초혈액에서 CD14 양성양성양성양성 단핵구의단핵구의단핵구의단핵구의 분리분리분리분리. 건강인의 말초혈액

으로부터 단핵구 표지 분자인 CD14를 발현하고 있는 세포를 분리한 후 표

면 분자들과 TLR 분자의 발현을 유세포분석기를 통하여 분석하였다. mIgG

는 동형대조군으로 사용되었다. 실선의 histogram은 동형대조군을 표시하며, 

색깔 있는 histogram은 각 세포 표면 분자의 발현을 표시한다. 총 4 명의 건강

인의 말초혈액에서 분리한 CD14 양성 단핵구로 반복 실험하여 동일한 결과

를 얻었으며, 위 그림은 그 중 대표적인 결과를 나타낸다.  

 

CD64 CD32 TLR2 TLR4 

mIgG 

mIgG 

CD3 

CD19 

CD14 

HLA-DR 
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건강인의 말초혈액에서 분리한 단핵구를 배양한 후 수상돌기세포로 

분화되는지 확인하기 위하여 유세포 분석하였다. 그 결과 단핵구의 표지분

자인 CD14의 발현이 소실되고 동시 자극 분자인 CD80과 CD86이 중간 정

도로 발현하며 CD83은 발현되지 않고, 부착분자인 CD54가 높게 발현하고 

있는 것으로 보아 분화된 세포가 미성숙 상태의 수상돌기세포임을 확인하

였다 (그림 2). 

 

 

그림그림그림그림 2. 건강인건강인건강인건강인 말초혈액말초혈액말초혈액말초혈액 단핵구에서단핵구에서단핵구에서단핵구에서 유래한유래한유래한유래한 미성숙미성숙미성숙미성숙 수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의 세포세포세포세포 표표표표

면면면면 분자분자분자분자 발현발현발현발현. 건강인 말초혈액으로부터 분리한 CD14 양성 단핵구를 GM-

CSF와 IL-4가 함유된 배양액에서 4일간 배양한 후 세포 표면 분자들의 발

현을 유세포 분석하였다. 실선의 histogram은 동형대조군을 표시하며, 색깔 

있는 histogram은 각 세포 표면 분자의 발현을 표시한다. 총 3명의 건강인의 

말초혈액에서 유래한 수상돌기세포로 반복 실험하여 동일한 결과를 얻었으

며, 위 그림은 그 중 대표적인 결과를 나타낸다. 

 

 

 

 

 

 

HLA-DR CD80 CD83 CD64 

CD14 CD86 CD54 CD32 
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2. 결핵균결핵균결핵균결핵균 항원항원항원항원 및및및및 TLR 리간드의리간드의리간드의리간드의 자극자극자극자극에에에에 의한의한의한의한 수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의 성숙도성숙도성숙도성숙도  

 

 미성숙 수상돌기세포의 성숙에 결핵균 항원이 미치는 영향을 알아

보기 위해, 건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 수상돌기세포에 LPS와 

결핵균 항원으로 자극을 주어 세포 표면 분자의 발현을 관찰하였다. 알려진 

TLR4의 리간드인 LPS로 자극을 주었을 때 성숙됨을 나타내는 CD83 분자

의 발현이 증가하고 HLA-DR의 발현 또한 증가하여 LPS에 의한 자극이 수

상돌기세포를 성숙시켰음을 관찰하였다 (그림 3A). 반면 결핵균 LAM 항원

으로 자극을 주었을 경우 세포 표면 분자의 발현 정도에 큰 차이가 없어 수

상돌기세포의 성숙을 크게 유도하지 못한 것으로 사료된다 (그림 3B). TLR2

와 TLR4 분자의 발현 정도는 수상돌기세포의 성숙도에 따라 큰 차이를 관찰

할 수 없었다 (그림 3A, B).  

 

 

 

 

HLA-DR CD14 

CD80 

CD83 

CD64 

CD86 

CD54 

CD32 

TLR2 TLR4 

HLA-DR CD14 

CD80 

CD83 

CD64 

CD86 

CD54 

CD32 

TLR2 TLR4 

None LPS A. 
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그림그림그림그림 3. LPS 및및및및 결핵균결핵균결핵균결핵균 LAM 항원항원항원항원 자극에자극에자극에자극에 의한의한의한의한 수상돌기세수상돌기세수상돌기세수상돌기세포의포의포의포의 성숙성숙성숙성숙. (A) 건

강인 말초혈액으로부터 분리한 CD14 양성 단핵구를 GM-CSF와 IL-4가 함

유된 배양액에서 4 일간 배양한 후 배양액만(None) 또는 50 ng/mL 의 

LPS(LPS)를 첨가하여 48시간 더 배양한 뒤 각각의 수상돌기세포의 표면 분

자 발현을 유세포 분석하였다. (B) 건강인 말초혈액 단핵구 유래의 미성숙 

수상돌기세포에 10 µg/mL의 결핵균 LAM 항원(ManLAM, AraLAM)을 각각 

첨가하여 48시간 더 배양한 뒤 각각의 수상돌기세포의 표면 분자 발현을 유

세포 분석하였다. LPS로 자극한 수상돌기세포는 양성대조군으로 사용되었

다. 실선의 histogram은 동형대조군을 표시하며, 색깔 있는 histogram은 각 

세포 포면 분자의 발현을 표시한다. 총 3명의 건강인의 말초혈액에서 유래

한 수상돌기세포로 반복 실험하여 동일한 결과를 얻었으며, 위 그림은 그 중 

대표적인 결과를 나타낸다. 
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TLR4의 리간드인 LPS 이외에 다른 TLR 리간드로도 수상돌기세포

의 성숙이 유도되는지를 알아보기 위해 알려진 TLR의 리간드로서 TLR2의 

리간드인 Pam3cys나 TLR3의 리간드인 poly(I:C)로 건강인 말초혈액 단핵구 

유래의 수상돌기세포를 자극하였다. Pam3cys나 poly(I:C)로 자극을 주었을 

때는 세포 표면 분자의 표현형에 큰 변화를 관찰할 수 없었다 (그림 4). 

 

 

 

그림그림그림그림 4. TLR 리간드리간드리간드리간드 자극에자극에자극에자극에 의한의한의한의한 수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의 성숙성숙성숙성숙. 건강인 말초혈액으로

부터 분리한 CD14 양성 단핵구를 GM-CSF와 IL-4가 함유된 배양액에서 4

일간 배양한 후 미성숙 상태의 수상돌기세포에 20 µg/mL의 알려진 TLR2 리

간드인 Pam3Cys, 50 µg/mL의 TLR3 리간드인 Poly(I:C), TLR4 리간드인 LPS 

50 ng/mL를 첨가하여 48시간 더 배양한 뒤 각각 수상돌기세포의 표면 분자 

발현을 유세포 분석하였다. 실선의 histogram은 동형대조군을 표시하며, 색

깔 있는 histogram은 각 세포 포면 분자의 발현을 표시한다. 총 3명의 건강인

의 말초혈액에서 유래한 수상돌기세포로 반복 실험하여 동일한 결과를 얻

었으며, 위 그림은 그 중 대표적인 결과를 나타낸다. 
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결핵균 LAM 항원 이외에 결핵균으로부터 분리하여 정제한 결핵균

의 여러 종류의 단백질 항원으로 자극을 주었을 때에도 수상돌기세포의 성

숙을 크게 유도하지 못하였다 (그림 5). 

 

 

그림그림그림그림 5. 결핵균결핵균결핵균결핵균 단백질단백질단백질단백질 항원항원항원항원 자극에자극에자극에자극에 의한의한의한의한 수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의 성숙성숙성숙성숙. 건강인 말초

혈액으로부터 분리한 CD14 양성 단핵구를 GM-CSF와 IL-4가 함유된 배양

액에서 4일간 배양한 후 배양액만(None) 또는 LPS 50 ng/mL(LPS), 결핵균 

단백질 항원 각각 10 µg/mL(30 kDa, 38 kDa, 10 kDa, 22 kDa)을 첨가하여 48

시간 더 배양한 뒤 각각 수상돌기세포의 표면 분자 발현을 유세포 분석하였

다. LPS 로 자극한 수상돌기세포는 양성대조군으로 사용되었다. 실선의 

histogram은 동형대조군을 표시하며, 색깔 있는 histogram은 각 세포 포면 분

자의 발현을 표시한다. 총 3명의 건강인의 말초혈액에서 유래한 수상돌기세

CD83 CD86 TLR2 TLR4 
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포로 반복 실험하여 동일한 결과를 얻었으며, 위 그림은 그 중 대표적인 결

과를 나타낸다. 

 

 

 

 

3. 결핵균결핵균결핵균결핵균 항원항원항원항원 자극에자극에자극에자극에 의한의한의한의한 수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의 싸이토카인싸이토카인싸이토카인싸이토카인 생성과생성과생성과생성과 MAP kinase 

활성화활성화활성화활성화  

 

결핵균 항원자극에 의해 수상돌기세포의 기능과 세포 내 신호전달

에 미치는 영향을 알아보기 위하여 싸이토카인 생성과 MAP kinase 활성화를 

관찰하였다. 건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 수상돌기세포에 LPS와 

결핵균 항원으로 자극을 주었을 때 수상돌기세포가 생성하는 싸이토카인의 

분비 정도를 효소결합면역흡착검사(ELISA)를 통하여 관찰하였다. 알려진 

TLR4의 리간드인 LPS로 자극을 주었을 때는 IL-6, IL-10, TNF의 생성이 자

극을 주지 않은 경우에 비하여 모두 크게 증가하였으나 정제 결핵균 항원인 

LAM 항원이나 단백질 항원(30 kDa, 38 kDa, 10 kDa, 22 kDa)으로 자극을 주

었을 때는 전반적으로 싸이토카인의 생성이 유도되지 않았다. 특히 AraLAM 

항원으로 자극하였을 때 싸이토카인 생성이 전혀 유도되지 않았거나 극히 

낮았으며, 반면 30 kDa 단백질 항원으로 자극하였을 때는 IL-12p40의 생성

이 유도되었다 (그림 6). 합성 결핵균의 단백질 항원으로 자극을 주었을 때에

는 IL-6의 생성이 6 kDa, 16 kDa, Ag85A 항원에 의해 크게 유도되었으며 특

히 16 kDa 항원에 의해서는 IL-12p40과 TNF의 생성 또한 크게 증가하였다. 

항염증성 싸이토카인으로 알려진 IL-10 또한 16 kDa 항원에 의해 생성이 크

게 유도되었다 (그림 7).   
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그림그림그림그림 6. 정제정제정제정제 결핵균결핵균결핵균결핵균 LAM 항원과항원과항원과항원과 단백질단백질단백질단백질 항원항원항원항원 자극에자극에자극에자극에 의한의한의한의한 수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의 

싸이토카인싸이토카인싸이토카인싸이토카인 생성생성생성생성 변화변화변화변화. 건강인 말초혈액으로부터 분리한 CD14 양성 단핵구

를 GM-CSF와 IL-4가 함유된 배양액에서 4일간 배양하여 생성한 미성숙 수

상돌기세포에 배양액만(None), 50 ng/mL LPS(LPS), 10 µg/mL의 정제 결핵

균 LAM 항원(AraLAM, ManLAM), 10 µg/mL의 단백질 항원(30 kDa, 38 kDa, 

10 kDa, 22 kDa)을 첨가하여 48시간 더 배양한 뒤 각각의 수상돌기세포의 싸

이토카인 생성을 효소결합면역흡착검사(ELISA)로 분석하였다. LPS로 자극

한 수상돌기세포는 양성 대조군으로 사용되었다. 총 3명의 건강인의 말초혈

액에서 유래한 수상돌기세포로 반복 실험하여 동일한 결과를 얻었으며, 위 

그림은 3번 반복한 결과의 평균값을 나타낸다.  
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그림그림그림그림 7. 합성합성합성합성 결핵균결핵균결핵균결핵균 단백질단백질단백질단백질 항원항원항원항원 자극에자극에자극에자극에 의한의한의한의한 수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의수상돌기세포의 싸이토카인싸이토카인싸이토카인싸이토카인 생생생생

성성성성 변화변화변화변화. 건강인 말초혈액으로부터 분리한 CD14 양성 단핵구를 GM-CSF와 

IL-4가 함유된 배양액에서 4일간 배양하여 생성한 미성숙 수상돌기세포에 

배양액만(None), 50 ng/mL LPS(LPS), 10 µg/mL의 합성 결핵균 단백질 항원

(r6 kDa, r16 kDa, r19 kDa, rAg85A)을 첨가하여 48시간 더 배양한 뒤 각각의 

수상돌기세포의 싸이토카인 생성을 효소결합면역흡착검사(ELISA)로 분석

하였다. LPS로 자극한 수상돌기세포는 양성 대조군으로 사용되었다. 총 3

명의 건강인의 말초혈액에서 유래한 수상돌기세포로 반복 실험하여 동일한 

결과를 얻었으며, 위 그림은 그 중 대표적인 결과를 나타낸다. 
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 건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 수상돌기세포에 LPS와 결핵

균 항원으로 자극을 주었을 때 MAP kinase 활성화를 알아보기 위하여 LPS

와 정제 결핵균 LAM 항원, 단백질 항원과 합성한 결핵균 단백질 항원을 30

분간 처리 후 단백을 분리하여 Western blot을 시행하였다. LPS로 자극을 주

었을 때는 ERK, JNK, p38 MAPK가 모두 활성화되었다. 정제 결핵균 

AraLAM 항원으로 자극하였을 때는 ERK와 JNK 인산화가 아무것도 처리하

지 않은 수상돌기세포에 비해 오히려 감소되었으며, p38 MAPK 인산화는 증

가되었다 (그림 8). 정제 단백질 30 kDa 항원으로 자극하였을 때는 JNK와 

p38 MAPK 활성화가 일어남을 관찰할 수 있었으며 (그림 9), 합성 결핵균 단

백질 항원의 경우 16 kDa와 Ag85A 항원에 의해 JNK와 p38 MAPK가 활성

화되었다 (그림 10).  

 

 

그림그림그림그림 8. 정제정제정제정제 결핵균결핵균결핵균결핵균 LAM 항원항원항원항원 자극에자극에자극에자극에 의한의한의한의한 수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의 MAP 

kinase 활성화활성화활성화활성화. 건강인 말초혈액으로부터 유래한 미성숙 수상돌기세포를 

1% FBS-RPMI로 하룻밤 동안 fasting시킨 후 배양액만(None), 50 ng/mL의 

LPS(LPS), 10 µg/mL의 정제 결핵균 LAM 항원(ManLAM, AraLAM)으로 30

None LPS 

None LPS 

Phospho-JNK 

Phospho-ERK 

ERK 

Phospho-p38 

p38 MAPK 

A. 

B. 
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분 동안 처리, 단백질을 분리하여 (A) ERK, JNK, (B) p38 MAPK 각각에 대한 

인산화 특이 항체로 Western blot을 수행하였다. 동량의 단백질에서 검출한 

것을 확인하기 위해 (A) ERK, (B) p38 MAPK에 대한 특이 항체로 검출하였

다. LPS로 자극한 수상돌기세포는 양성대조군으로 사용되었다. 총 3명의 

건강인의 말초혈액에서 유래한 수상돌기세포로 반복 실험하여 동일한 결과

를 얻었으며, 위 그림은 그 중 대표적인 결과를 나타낸다. 

 

 

그림그림그림그림 9. 정제정제정제정제 결핵균결핵균결핵균결핵균 단백질단백질단백질단백질 항원항원항원항원 자극에자극에자극에자극에 의한의한의한의한 수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의 MAP 

kinase 활성화활성화활성화활성화. 건강인 말초혈액으로부터 유래한 미성숙 수상돌기세포를 

1% FBS-RPMI로 하룻밤 동안 fasting시킨 후 배양액만(None), 50 ng/mL의 

LPS(LPS), 10 µg/mL의 정제 결핵균 단백질 항원(30k Da, 38 kDa, 10 kDa, 22 

kDa)으로 30분 동안 처리, 단백질을 분리하여 (A) ERK, (B) JNK, p38 MAPK 

각각에 대한 인산화 특이 항체로 Western blot을 수행하였다. 동량의 단백질

에서 검출한 것을 확인하기 위해 (A) ERK, (B) p38 MAPK에 대한 특이 항체

로 검출하였다. LPS로 자극한 수상돌기세포는 양성대조군으로 사용되었다. 

총 3명의 건강인의 말초혈액에서 유래한 수상돌기세포로 반복 실험하여 동

일한 결과를 얻었으며, 위 그림은 그 중 대표적인 결과를 나타낸다. 

None LPS 

Phospho-JNK 

Phospho-ERK 

ERK 

Phospho-p38 

p38 MAPK 

10kDa 22kDa 30kDa 38kDa 

None LPS 10kDa 22kDa 30kDa 38kDa 

A. 

B. 
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그림그림그림그림 10. 합성합성합성합성 결핵균결핵균결핵균결핵균 단백질단백질단백질단백질 항원항원항원항원 자극에자극에자극에자극에 의한의한의한의한 수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의 MAP 

kinase 활성화활성화활성화활성화. 건강인 말초혈액으로부터 유래한 미성숙 수상돌기세포를 

1% FBS-RPMI로 하룻밤 동안 fasting시킨 후 배양액만(None), 50 ng/mL의 

LPS(LPS), 10 µg/mL의 합성 결핵균 단백질 항원(r6 kDa, r16 kDa, r19 kDa, 

rAg85A)을 30분 동안 처리한 후 단백질을 분리하여 ERK, JNK, p38 MAPK 

각각에 대한 인산화 특이 항체로 Western blot을 수행하였다. 동량의 단백질

에서 검출한 것을 확인하기 위해 ERK, p38 MAPK에 대한 특이 항체로 검출

하였다. LPS로 자극한 수상돌기세포는 양성대조군으로 사용되었다. 총 3명

의 건강인의 말초혈액에서 유래한 수상돌기세포로 반복 실험하여 동일한 

결과를 얻었으며, 위 그림은 그 중 대표적인 결과를 나타낸다. 

 

 

 

 

4. 결핵균결핵균결핵균결핵균 LAM 항원항원항원항원 전처리에전처리에전처리에전처리에 의한의한의한의한 수상돌기세포에서수상돌기세포에서수상돌기세포에서수상돌기세포에서의의의의 LPS에에에에 의해의해의해의해 유도되유도되유도되유도되

는는는는 성숙에성숙에성숙에성숙에 미치는미치는미치는미치는 영향영향영향영향 

 

 수상돌기세포가 결핵균에 의해 장기간 노출된 이후 LPS에 의한 자

극에 성숙과정에 있어 어떻게 반응하는지를 알아보기 위해 결해균 항원 전

처리 실험을 수행하였다. 건강인 말초혈액 단핵구로부터 유래한 미성숙 수

상돌기세포에 결핵균 LAM 항원으로 18시간 전처리한 후 LPS로 48시간 동

안 자극하여, 결핵균 항원의 전처리가 LPS에 의해서 유도되는 미성숙 수상

Phospho-JNK 

Phospho-ERK 

ERK 

Phospho-p38 

None LPS 
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돌기세포의 성숙에 미치는 영향을 관찰하였다. LPS 단독으로 처리한 경우에 

비해 결핵균 AraLAM 항원으로 전처리를 한 경우 동시발현분자인 CD86과 

CD83의 발현이 감소하였다. 그 외 다른 세포표면 분자들의 발현 정도는 큰 

차이가 없었다. ManLAM 항원으로 전처리를 한 경우에는 동시발현분자인 

CD86과 CD83의 발현이 더 증가하는 양상을 보였다 (그림 11). 

 

 

 

 

 

그림그림그림그림 11. 결핵균결핵균결핵균결핵균 LAM 항원항원항원항원 전처리가전처리가전처리가전처리가 수상돌기세포에서수상돌기세포에서수상돌기세포에서수상돌기세포에서 LPS에에에에 의해의해의해의해 유유유유도되도되도되도되

는는는는 성숙에성숙에성숙에성숙에 미치는미치는미치는미치는 영향영향영향영향. 건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 미성숙 수상

돌기세포에 결핵균 LAM 항원을 10 µg/mL으로 18시간 동안 처리한 후 50 

ng/mL의 LPS를 첨가하여 48시간 동안 더 배양하였다. 그 후, 유세포 분석

하여 세포 표면 분자들의 발현을 조사하였다. LPS로 자극한 수상돌기세포

None 

LPS 

AraLAM 
I 

LPS 

ManLAM 
I 

LPS 

CD80 CD86 CD83 CD54 HLA-DR CD32 TLR2 TLR4 

CD86 

CD83 

None LPS AraLAM-LPS ManLAM-LPS 

15.12 167.68 135.12 304.57 

4.64 12.55 9.75 16.16 

A. 

B. 
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는 대조군으로 사용되었다. 실선의 histogram은 동형대조군을 표시하며, 색

깔 있는 histogram은 각 세포 표면 분자의 발현을 나타낸다. 총 3명의 건강인

의 말초혈액에서 유래한 수상돌기세포로 반복 실험하여 동일한 결과를 얻

었으며, 위 그림은 그 중 대표적인 결과를 나타낸다.  

 

 

 

 

5. 결핵균결핵균결핵균결핵균 LAM 항원항원항원항원 전처리전처리전처리전처리가 수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의수상돌기세포에서의 LPS에에에에 의해의해의해의해 유도되는유도되는유도되는유도되는 싸싸싸싸

이토카인의이토카인의이토카인의이토카인의 생성과생성과생성과생성과 MAP kinase 활성화에활성화에활성화에활성화에 미치는미치는미치는미치는 영향영향영향영향 

 

 결핵균 항원에 장기간 노출된 수상돌기세포가 이후의 LPS 자극이 

있을 때 기능과 세포내 신호전달에 있어 어떻게 반응하는지 알아보기 위하

여 다음과 같이 실험하였다. 건강인 말초혈액 단핵구로부터 유래한 미성숙 

수상돌기세포에 결핵균 LAM 항원으로 18시간 전처리한 후 LPS를 첨가하

여 48시간 동안 더 배양하여 결핵균 항원의 전처리가 LPS에 의해서 유도되

는 미성숙 수상돌기세포의 싸이토카인 생성에 미치는 영향을 효소결합면역

흡착검사를 통해 관찰하였다. 결핵균 AraLAM 항원으로 전처리 하였을 경우, 

LPS에 의해 생성이 유도되는 싸이토카인인 IL-6, IL-12p40, TNF가 감소되

는 경향을 관찰할 수 있었다. 반면 ManLAM 항원으로 전처리 하였을 경우 

LPS에 의해 생성이 유도되는 싸이토카인의 생성이 유지되거나(IL-6, IL-

12p40) 증가하였다(TNF) (그림 12). 
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그림그림그림그림 12. 결핵균결핵균결핵균결핵균 LAM 항원항원항원항원 전처리에전처리에전처리에전처리에 의한의한의한의한 수상돌기세포에서수상돌기세포에서수상돌기세포에서수상돌기세포에서 LPS에에에에 의해의해의해의해 유유유유

도되는도되는도되는도되는 싸이토카인싸이토카인싸이토카인싸이토카인 생성의생성의생성의생성의 변화변화변화변화. 건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 미

성숙 수상돌기세포에 결핵균 LAM 항원을 10 µg/mL으로 18시간 동안 처리

한 후 50 ng/mL의 LPS를 첨가하여 48시간 동안 더 배양하였다. 그 후, 효소

결합면역흡착검사를 통해 싸이토카인의 생성을 측정하였다. LPS로만 자극

한 수상돌기세포는 대조군으로 사용되었다. 총 3명의 건강인의 말초혈액에

서 유래한 수상돌기세포로 반복 실험하여 동일한 결과를 얻었으며, 위 그림

은 3번 반복한 결과의 평균값을 나타낸다. 

 

 

결핵균 LAM 항원 전처리가 수상돌기세포에서의 MAP kinase 활성화

에 미치는 영향을 알아보기 위하여 건강인의 말초혈액 단핵구로부터 유래

한 미성숙 수상돌기세포에 결핵균 LAM 항원으로 18시간 전처리한 후 LPS
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로 30 분간 자극한 다음 단백질을 분리하여 Western blot을 시행하였다. 

AraLAM 항원으로 전처리한 경우 p38 MAPK 인산화가 LPS 단독으로 처리

하였을 때보다 감소한 것을 관찰할 수 있었으며 ManLAM 항원으로 전처리

한 경우 큰 변화를 관찰할 수 없었다 (그림 13). 

 

 

그림그림그림그림 13. 결핵균결핵균결핵균결핵균 LAM 항원항원항원항원 전처리가전처리가전처리가전처리가 수상돌기세포에서수상돌기세포에서수상돌기세포에서수상돌기세포에서 LPS에에에에 의해의해의해의해 유도되유도되유도되유도되

는는는는 MAP kinase 활성화활성화활성화활성화에에에에 미치는미치는미치는미치는 영향영향영향영향. 건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래

한 미성숙 수상돌기세포에 결핵균 LAM 항원을 10 µg/mL로 24시간 동안 처

리한 후 1% FBS-RPMI로 하룻밤 동안 fasting시켰다. 그 후 50 ng/mL의 LPS

로 30분간 자극하여 단백질을 분리한 후 (A) ERK, JNK, (B) p38 MAPK에 대

한 인산화 특이 항체로 Western blot을 수행하였다. 동량의 단백질임을 확인

하기 위한 internal control로 (A) ERK, (B) p38 MAPK에 대한 특이 항체로 

Western blot을 수행하였다. LPS로 자극한 수상돌기세포는 대조군으로 사

용되었다. 총 3명의 건강인의 말초혈액에서 유래한 수상돌기세포로 반복 실

험하여 동일한 결과를 얻었으며, 위 그림은 그 중 대표적인 결과를 나타낸다. 
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IV. 고찰고찰고찰고찰 

 

 수상돌기세포는 전문적인 항원전달세포로 그 성숙에 있어서 두 상

태로 존재한다 74. 미성숙 상태에서 수상돌기세포는 온몸의 비림프기관에 퍼

져 감시 역할을 하게 되며, 항원을 잡고 공정(processing)하여 이차 림프 기관

의 T-의존(T-dependent) 지역으로 이동하게 된다. 이러한 성숙화 과정 중에 

미성숙 수상돌기세포는 항원을 잡는 능력을 잃게 되고 항원전달 기능과 동

시자극 기능이 증가되는 성숙한 수상돌기세포가 되어서 이 지역을 순환하

고 있는 숫 T 세포를 활성화시킨다 75, 76. 미성숙 수상돌기세포의 항원전달 능

력을 연구하고, 다른 항원 전달 세포와 항원 전달 능력을 비교하고, 항원을 

잡고 전달하는 능력을 조절하는 신호를 알아내기 위해서 in vitro에서 미성숙 

수상돌기세포를 배양하는 방법을 정립하는 것이 중요하며, 최근 들어 GM-

CSF와 IL-4를 이용하여 사람의 말초혈액 단핵구로부터 미성숙 수상돌기세

포를 생성하는 방법이 널리 사용되고 있다 24. 

본 연구에서는 결핵균 항원이 숙주의 수상돌기세포에 미치는 영향

을 알아보기 위해 건강인 말초혈액에서 분리한 단핵구에서 수상돌기세포를 

배양하였으며, 표현형을 통해 미성숙 수상돌기세포로 분화되었음을 확인하

였다. 

병원체 산물에 의해 수상돌기세포의 성숙화 과정이 유도되어 침입

한 병원체에 대한 면역 반응이 일어난다. 세균 산물과 수상돌기세포와의 연

관성에 대한 일련의 연구결과들은 병원체에서 유래한 LPS 및 살아있는 세균

에 의해 수상돌기세포가 성숙되면서 MHC class II, CD80, CD40, CD54 및 

CD58 등 다수의 세포 표면 분자들이 증가되는 반면, CD14, CD32 분자의 발

현 및 세포 내 이입능력은 감소한다고 보고하고 있다 24.  

결핵균의 세포벽은 숙주의 세포막과 특이적인 결합을 하는 다양한 

지방 성분 및 당지질을 포함하고 있으며 이들 중 일부는 단핵구, 대식세포 

및 수상돌기세포의 다양한 기능 및 표현형 특성을 억제하여 결핵균이 숙주
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의 면역계를 피해 나갈 수 있게 한다 77, 78, 79. 결핵 항원 중 19 kDa 지질단백은 

T세포 반응을 유도하는 항원 결정 인자로 알려져 있으며 IFN-γ, IL-4 및 IL-

10 등의 싸이토카인 생성을 유도하고 80, MHC class  II 분자의 항원전달을 억

제한다 81. 지금까지의 in vitro 실험결과는 결핵균의 지질단백항원이 TLR2

를 매개하여 세포 활성화, 결핵균 사멸 및 세포고사를 유도하는 것으로 보고

하고 있다. PILAM 또는 AraLAM, 19 kDa 지질단백 항원이나 결핵균에서 분

비되는 용해성 결핵 요소 (soluble tuberculosis factor: STF) 에 포함된 6 kDa의 

phosphatidylinositol dimannoside (PIM) 등도 TLR2를 통해 세포를 활성화시

킨다 82. 반면 TLR4 신호전달이 결여된 C3H/HeJ 마우스에 살아있는 결핵균

을 감염시키면 대식세포가 동원되지 않고 결핵균에 대한 염증성 반응이 일

어나지 않아 만성감염증으로 발전할 수 있다는 연구결과를 통해 TLR4 분자

도 결핵 면역반응에 중요할 것으로 제시되었으나 83, 아직까지 결핵항원 중 

어떤 성분이 TLR4와 반응하는지는 확실하지 않다. 이는 결핵균 항원이 TLR

을 통해 숙주의 수상돌기세포 성숙화 및 항원전달 기능에 변화를 유발하여 

숙주의 적응 면역 형태를 결정할 수 있음을 의미한다.   

세포벽 당지질인 lipoarabinomannan (LAM)은 숙주의 면역 반응에 영

향을 끼칠 수 있는 많은 결핵균 산물 중 하나이다. LAM은 만노스 (mannose)

가 풍부한 핵심 다당질로 이루어져 있으며, 높게 지분쇄되어 있는 

arabinofuranosyl 연쇄를 가지고 있다. 병원성의 M. tuberculosis와 M. bovis 

BCG로부터 분리한 LAM은 비환원성의 arabinofuranosyl 종말기가 만노스 잔

기로 덮여 있는 반면(ManLAM), 빠르게 자라는 비병원성의 결핵균으로부터 

분리한 LAM은 arabinofuranosyl 종말기가 만노스로 덮여있지 않다

(AraLAM) 84,85. 말단에 만노스 잔기가 존재하는지 아닌지가 LAM의 생물학

적인 활성도에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다 86.  

본 연구에서는 알려진 TLR의 리간드 및 결핵균에서 분리한 LAM 항

원이나 단백질 항원이 수상돌기세포의 성숙화에 관여하는지를 알아보고자 

건강인 말초혈액 단핵구 유래의 미성숙 수상돌기세포를 알려진 TLR 리간드 
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및 결핵균 항원으로 자극하고 성숙화에 미치는 영향을 관찰하였다. 건강인 

말초혈액 단핵구 유래의 미성숙 수상돌기세포는 TLR4의 리간드로 알려진 

LPS에 의해 성숙화되었으나, TLR2의 리간드인 Pam3cys와 TLR3의 리간드

인 poly(I:C)에 의해서는 LPS 만큼 강하게 성숙화를 유도하지 못함을 표현형

을 통해 관찰할 수 있었다. 결핵균 세포벽의 주요 성분인 LAM 항원이나 단

백질 항원으로 미성숙 수상돌기세포를 자극시켰을 경우 LPS로 자극한 것과 

비교하였을 때 성숙화를 강하게 유도하지 못하였으며 TLR2와 TLR4 분자의 

발현에도 자극 전과 후에 큰 변화가 없었다. 이러한 결과는 각각의 TLR 리간

드나 결핵균 항원이 서로 다르게 수상돌기세포의 성숙화에 영향을 미치며, 

TLR 분자의 발현에는 큰 영향을 미치지 않음을 나타낸다.  

TLR은 위험 신호의 인식과 수상돌기세포의 성숙화를 복잡한 다단계 

신호전달을 시작함으로써 연결시킨다 87. TLR은 TLR-IL-1 receptor 

superfamily로써, 이들 모두는 세포질 내에 Toll-IL-1 receptor (TIR) 영역

(domain)을 가지고 있어서 TIR을 가지고 있는 접합기(adaptor) 분자인 

MyD88, TIRAP, TRIF 그리고 TRAM을 불러온다. 이들 접합기 분자는 다른 

신호 분자를 불러오게 되는데, 특히 IL-1 receptor-associated kinase complex 

(IRAK)이 여기에 해당한다. IRAK은 서로 다른 자극제에 따른 수상돌기세포

의 성숙에 필요한 TRAF6 단백질을 활성화시킨다 88. 마우스에서 모든 TLR

은 MyD88-IRAK-TRAF6 경로를 통해 신호 전달을 할 수 있는데, 그 결과 전

사 인자인 NF-κB와 mitogen-activated protein (MAP) kinase가 활성화되어 

TNF-α, IL-1, IL-6등의 유전자의 전사를 유도한다. 수상돌기세포의 성숙화

는 수상돌기세포가 이후 이어지는 면역 반응의 유형을 결정짓는 싸이토카

인을 분비하게끔 유도한다. 유도되는 특정한 싸이토카인 유형은 성숙화 자

극제, 자극되는 수상돌기세포의 유형, 그리고 수상돌기세포의 기원에 따라 

결정된다. Listeria monocytogenes는 골수성 수상돌기세포(myeloid DC, MDC)

에 의한 IL-12의 생성을 유도하는 반면 89 cholera toxin은 IL-12를 생성하지 

않는 성숙 수상돌기세포를 유도한다 90,91. 
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본 연구에서는 건강인 말초혈액 단핵구 유래의 미성숙 수상돌기세

포를 정제하거나 합성 결핵균 항원으로 자극한 후, 각각의 자극에 따른 수상

돌기세포의 싸이토카인 생성 유형과 MAP kinase 활성화를 알아보기 위하여 

미성숙 수상돌기세포를 결핵균 항원으로 자극한 후 싸이토카인의 생성과 

MAP kinase의 인산화 변화를 알아보았다. 정제 결핵균 LAM 항원 및 단백질 

항원은 전반적으로 싸이토카인의 생성이 낮았으며 특히 AraLAM의 경우 현

저하게 낮았다. AraLAM은 ERK와 JNK 활성화 또한 억제하는 것으로 확인

되었다. 반면 p38 MAPK는 AraLAM 항원 자극에 의해 강하게 활성화가 유도

되었다. 30 kDa 단백질 항원의 경우 IL-12p40의 생성을 유도하였으며, 이는 

p38 MAPK와 JNK 인산화를 유도하는 결과와도 일치한다. 합성 결핵균 항원

의 경우 16kDa 단백질 항원에 의해 싸이토카인 생성과 MAP kinase 활성화가 

가장 강하게 유도되었다. 이러한 결과는 결핵균 항원에 따라 수상돌기세포

의 싸이토카인 생성과 MAP kinase 활성화가 서로 다르게 일어난다는 것을 

보여주며, 특히 AraLAM 항원의 경우 수상돌기세포의 싸이토카인 생성과 

MAP kinase 활성화를 억제할 가능성을 제시하고 있다.  

LPS에 의한 단핵구나 대식세포의 과도한 활성화는 사람과 실험 동

물에서 높은 사망률을 보이는 내독소 쇽(endotoxin shock)을 일으킨다. LPS에 

먼저 노출이 되면 그 이후의 LPS에 대한 민감도가 감소되는데, 이를 LPS 관

용(LPS tolerence)이라 한다 92,93. LPS에 의해 먼저 노출된 단핵구나 대식세포

를 다시 LPS로 자극하면 TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-12, 그리고 Jun B 유전자 발

현이 소실되는 반면 IL-10, IL-1R 길항물질(antagonist), 그리고 TNFRII와 같

은 유전자는 변함없이 발현되거나 발현이 증가한다 94. TLR4외에도 다른 

TLR/IL-1R superfamily와의 결합이 대식세포에서 이후에 일어나는 LPS 노출

에 내성을 보이므로, 내독소 관용을 일으키는 것은 LPS에만 국한되어 있지 

않다. LPS에 의해 유도되는 NK-κB DNA 결합, JNK 활성도, 그리고 TNF-α의 

분비가 TLR2 를 통해 신호전달을 하는 마이코플라즈마 지질펩타이드인 

macrophage-activationg lipopeptide(MALP)-2에 먼저 노출된 마우스 대식세포
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에서 크게 억제되어 있는 것이 관찰되었다 93. 또한 다른 TLR2 리간드로 세

균 산물인 lipoteichoic acid(LTA)로 먼저 대식세포를 자극한 경우 LPS에 의해 

유도되는 TNF-α의 생성이 억제되었다 95,96. 

본 연구에서는 결핵균 LAM 항원으로 수상돌기세포를 전처리한 후, 

이후의 LPS 자극에 대한 세포활성화를 알아보고자 결핵균 LAM 항원으로 

수상돌기세포를 전처리한 이후 LPS로 자극하여 수상돌기세포 표면 분자의 

발현과 싸이토카인 생성, MAP kinase 활성화를 관찰하였다. 특히 AraLAM의 

경우 TLR2를 경유하여 신호전달이 이루어 진다는 것이 알려져 있는 반면 82 

ManLAM은 어떤 TLR을 통해 신호전달이 이루어 지는지 아직 잘 밝혀져 있

지 않으므로, 이 두 종류의 LAM 항원에 대한 반응이 서로 다르게 나타나리

라고 기대되었다. 수상돌기세포의 표면 분자 발현을 조사한 결과 AraLAM으

로 먼저 처리한 경우 LPS에 의한 수상돌기세포의 성숙화가 감소되는 경향을 

관찰할 수 있었으며, 싸이토카인 생성 또한 자극하지 않은 대조군과 같은 정

도로 크게 감소되는 것을 관찰하였다. MAP kinase 활성화의 경우 p38 MAPK

는 AraLAM으로 먼저 처리한 경우 인산화가 감소되는 것을 관찰하였으나, 

다른 MAP kinase는 큰 변화가 관찰되지 않았다. 이러한 결과들로 인해 TLR2

를 통해 신호전달이 이루어진다고 알려진 AraLAM의 경우 LPS에 의한 이후

의 자극을 억제하는 내성을 보인다고 생각된다. 하지만 AraLAM 전처리에 

의한 수상돌기세포에서 성숙도를 나타내는 표면 분자들의 발현 감소와 싸

이토카인 생성 저해가 AraLAM과 TLR 분자와의 상호 작용에 의한 것인지 

아니면 IRAK-M 97 등과 같은 다른 TLR 분자 신호전달 체계의 억제조절인자

들을 활성화시킴으로써 이루어지는 것인지에 대해서는 더 연구가 이루어져

야 할 것이다.  

이상의 결과로 LAM 항원에 노출된 수상돌기세포는 이후 LPS에 의

한 수상돌기세포의 성숙과 염증성 싸이토카인의 생성, p38 MAPK의 활성이 

억제됨을 확인하였다. 이러한 연구 결과는 결핵균 항원에 장기간 자극 받아 

미성숙 수상돌기세포의 성숙화 과정이 제대로 작동하지 않으며, 이런 과정
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이 TLR 분자와의 상호작용에 의한 결과일 가능성을 제시한다. 이를 통해 본 

연구에서는 결핵균 항원이 숙주의 병원체 감염에 대한 면역 방어기전을 억

제할 가능성이 있음을 시사한다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 35 

V. 결론결론결론결론 

 

건강인의 말초혈액 단핵구에서 배양한 수상돌기세포를 결핵균 항원

으로 자극하여 수상돌기세포의 성숙과정에 따른 표현형 특성 및 기능과 세

포 내 신호전달과정의 변화를 관찰하고, 그에 따른 TLR 분자의 발현에 미치

는 영향을 분석하여 다음과 같은 결과를 얻었다.  

 

1. 건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 수상돌기세포의 표면 분자 발현을 

분석한 결과 CD14 분자의 발현이 소실되고 HLA-DR, CD80, CD86, CD54 분

자들이 발현되어 수상돌기세포로 분화되었음을 확인하였다.  

 

2. 건강인의 말초혈액 단핵구에서 유래한 미성숙 수상돌기세포를 LPS로 자

극하면 HLA-DR, CD80, CD86, CD83의 발현이 증가되어 성숙한 수상돌기세

포의 표현형 특징을 보였다.  

 

3. 건강인의 말초혈액 단핵구와 단핵구에서 유래한 미성숙 수상돌기세포, 

그리고 미성숙 수상돌기세포를 LPS나 결핵균 LAM 항원 및 단백질 항원으

로 자극하였을 때 TLR2와 TLR4 분자의 발현은 모두 중간 정도로 관찰되었

다.  

 

4. 결핵균 항원으로 건강인 말초혈액 단핵구 유래의 미성숙 수상돌기세포를 

자극하였을 때 전반적으로 싸이토카인의 생성을 크게 유도하지는 못하였으

며, 특히 AraLAM 항원의 경우 싸이토카인 생성을 가장 유도하지 못하였다. 

반면 30 kDa 단백질 항원의 경우 IL-6와 IL-12p40의 생성을 유도하였다. 합

성 결핵균 항원의 경우, 16 kDa 항원이 가장 강하게 싸이토카인 생성을 유도

하였다.  
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5. 결핵균 항원으로 건강인 말초혈액 단핵구 유래의 미성숙 수상돌기세포를 

자극하였을 때 MAP kinase 활성화 변화를 관찰한 결과, AraLAM 항원으로 

자극한 경우 ERK와 JNK 활성화가 억제된 반면 p38 MAPK는 활성화가 유

도되었다. 합성 결핵균 항원의 경우 16 kDa 항원과 Ag85A 항원에 의해 JNK

와 p38 MAPK 활성화가 유도되었다.  

 

6. 결핵균 AraLAM 항원으로 먼저 처리한 미성숙 수상돌기세포의 경우, 이후

의 LPS 자극에 의해 발현되는 성숙도를 나타내는 세포 표면 분자인 CD83과 

CD86의 발현을 감소시키는 것이 관찰되었다.  

 

7. 결핵균 AraLAM 항원으로 먼저 자극한 미성숙 수상돌기세포의 경우, 이후 

LPS 자극에 의해 유도되는 싸이토카인 생성이 현저하게 감소되었으며 p38 

MAPK의 인산화도 감소되었다.  

 

이상의 결과로 LAM 항원에 노출된 수상돌기세포는 이후 LPS에 의

한 수상돌기세포의 성숙과 염증성 시토카인의 생성, p38 MAPK의 활성이 

억제됨을 확인하였다. 본 연구 결과는 폐결핵환자는 잠복 기간에 결핵균 항

원에 장기간 자극 받아 미성숙 수상돌기세포의 성숙화 과정이 제대로 작동

하지 않으며, 이런 과정이 TLR 분자와의 상호작용에 의한 결과일 가능성을 

보이고, 결과적으로 숙주의 병원체 감염에 대한 면역 방어기전을 억제할 가

능성이 있음을 제시한다.  
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Abstract 

 

Effect of mycobacterial antigens on Mitogen-Activated Protein Kinase 

signaling pathway and Toll-like Receptor 2/4 in dendritic cells 

 

Jinmin Lee 

 

Department of Medical Science 
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(Directed by Professor In-Hong Choi) 

 

Tuberculosis continues to cause mortality and morbidity throughout the 

world, and as a result, one-third of world population is infected with 

Mycobacterium tuberculosis. Macrophages are the primary targets for 

Mycobacterium tuberculosis, and mycobacteria survive within phagosomes of the 

infected macrophages. Subsequent recruitment of cellular responses that restrict 

mycobacterial infections, is mediated by dendritic cells (DCs) which are 

differentiated form monocytes in the lesion of tuberculosis patients. 

Mycobacterium tuberculosis or its products induce an important maturation 

process during which the expression of cell surface molecules and the antigen 

presentation activity are changed, resulting in potent interaction with T cells to 

initiate the acquired immune response.  

Immature dendritic cells are the immunological sensors that screen for 

pathogen entry using Toll-like receptors (TLRs), which are sentinel receptors 

capable of recognizing pathogen-associated molecular patterns (PAMP) in 

microbial components. TLRs relay information about the interacting pathogen to 

DCs through intracellular signaling cascade, thereby eliciting appropriate cellular 

process that leads to DC maturation and induction of inflammatory cytokines. 

Invading pathogens like Mycobacterium tuberculosis or its products are 
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recognized by Toll-like receptors, especially TLR2 expressed on the surface of 

DCs. However, the mechanism of how these TLR agonists modulate the 

protective immune mechanism against M. tuberculosis infection is uncertain. In 

this study, we examined whether mycobacterial antigens can induce phenotypic 

and functional changes associated with differentiation and maturation of 

monocyte-derived DCs (Mo-DCs), and TLR expressions on that process. Also we 

examined the influence of mycobacterial antigens on the MAP kinase signaling 

pathway in Mo-DCs. 

To investigate the effects of mycobacterial antigens on DCs, we 

generated immature DCs from CD14 positive monocytes of healthy human 

donors cultured with GM-CSF and IL-4. Monocyte-derived DCs were confirmed 

of their states by surface marker expressions. With LPS treatment, Mo-DCs 

became express maturation markers, but mycobacterial antigens failed to induce 

maturation markers on immature Mo-DCs. TLR2 and TLR4 expression levels 

were similar in monocytes, immature DCs and mature DCs. After treatment with 

mycobacterial antigens, Mo-DCs poorly induced cytokine production, especially 

AraLAM. Immature DCs stimulated with mycobacterial AraLAM showed ERK 

and JNK inhibition, wehereas p38 MAP kinase was activated. Immature Mo-DCs 

stimulated with purified 30kDa protein showed relatively high levels of cytokine 

production and JNK and p38 MAP kinase activation. Among recombinant 

antigens, recombinant 16kDa protein showed most potent induction of cytokine, 

and recombinant 16kDa protein and recombinant Ag85A both showed JNK and 

p38 MAP kinase activation. When immature Mo-DCs were pre-treated with 

mycobacterial AraLAM antigens, subsequent expressions of CD83 and CD86 by 

LPS was reduced. Also, AraLAM pre-treatment reduced LPS-induced massive 

cytokine production by DCs, and attenuated p38 MAP kinase phosphorylation by 

LPS.  

These results suggest that mycobacterial LAM antigens interfere with the 

maturation process of Mo-DCs and therefore long term exposure of mycobacterial 

LAM antigens on Mo-DCs cause poor cytokine production and insufficient p38 

MAPK activation. Thus, the immune system of tuberculosis patients might be 
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improperly operated against microbial infections after chronic stimulation by 

mycobacterial antigens. 

 

 

 

 

 

Key words: dendritic cell, mycobacterial antigen, Toll-like receptor, MAP kinase, 

cytokine 
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그림 13.  결핵균 LAM 항원 전처리가 수상돌기세포에서의 LPS에  
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약약약약 어어어어 목목목목 록록록록 

 
 

Abbreviation Full name 

AraLAM non-mannose-capped lipoarabinomannan 

ERK extracellular signal-regulated kinase 

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating 

factor 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

LAM lipoarabinomannan 

LPS lipopolysaccharide 

ManLAM mannose-capped lipoarabinomannan 

MAPK mitogen activated protein kinase 

TLR Toll-like receptor 

TNF tumor necrosis factor 
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