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국문요약 

 

Retinoic acid inducible gene-I (RIG-I)가 보체의 고전 경로  

활성화에 미치는 영향  

 

 

RIG-I는 세포 내 바이러스를 인식하고 전염증성 사이토카

인 (pro-inflammatory cytokine)과 type I interferon (IFN)을 생

성하는 신호전달을 매개한다. 전염증성 사이토카인과 type I IFN 

생성은 숙주의 항 바이러스 반응에 필수적이지만, 과도해지면 

오히려 숙주에게 상해를 가하게 되므로 매우 정확하게 조절되어

야만 한다. 최근에 RIG-I는 LPS 와 ATP의 자극으로 인한 

inflammasome의 활성화로 caspase-1이 활성화되어 세포 밖으

로 분비된다는 보고가 있으나, 분비된 RIG-I가 세포 외 환경에

서 어떤 작용을 하는 지 알려져 있지 않다. 세포 외 환경의 선

천 면역계에서 중요한 요소인 보체는 감염에 대한 저항에 관여

한다. 이에 근거한 실험을 시행하여, RIG-I 재조합 단백질과 보

체 고전 경로 활성화의 시작 분자인 C1q 재조합 단백질이 서로 
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결합함을 발견하였다. 그래서 이들의 결합이 실질적으로 보체 

고전적 경로의 활성화를 유도하는지 혈청 내에서 실험해 본 결

과, 보체 고전적 경로의 활성화로 인해 생성되는 C4b와 막공격

복합체 (membrane attack complex, MAC)가 형성되는 것을 확

인할 수 있었다. 본 연구는 혈청 내로 분비된 RIG-I가 C1q와 

결합하여 보체의 고전적 경로 활성화를 유도함으로 인해 염증반

응 등의 선천면역 조절 기전에 대한 매개자로서의 역할을 제시

하였다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

핵심 되는 말: RIG-I, 선천면역, 보체, 고전적 경로, C1q 
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Ⅰ. 서론 

 

바이러스성 감염은 초기의 선천면역 반응 (innate immune 

response)과 그 이후의 적응면역 반응 (adaptive immune response)

을 야기한다. 선천면역계 (innate immune system)의 수용체들은 넓은 

범위의 바이러스성 감염을 인지하고 사이토카인 (cytokine)과 케모카

인 (chemokine) 등의 체액성 인자 (humoral factor)를 발현시키는 유

전자를 활성화 시킨다. 바이러스성 감염에서 가장 중요한 사이토카인
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으로 여겨지는 type I interferon (IFN)은 분비되어 항 바이러스 활성

을 갖는다 1. 이런 감염 하에서 숙주 세포 (host cell)은 패턴 인식 수

용체(pattern-recognition receptor, PRR)를 발현하고 있어 숙주에게

서는 발견되지 않지만 미생물은 가지고 있는 독특한 병원균 관련 분

자 패턴 (pathogen-associated molecular pattern, PAMP)을 인식한

다 2-4. 이것은 Toll-like receptor (TLR) 의존적이거나 비의존적 경로

를 통해서 type I IFN을 유도하는 항 바이러스성 면역반응에 중요한 

선천성 면역 신호 전달 (innate immune signaling cascade)을 촉발시

킨다 2-3, 5.  

TLR은 선천성 면역계의 큰포식세포 (macrophage)나 수지상세포 

(dendritic cell)에 존재하고, TLR9에 의해 감지되는 바이러스 DNA, 

TLR3에 의해 감지되는 dsRNA, TLR7/8에 의해 감지되는 ssRNA와 

같은 세포 밖의 바이러스성 구성성분 (extracellular viral component)

을 인식한다 6. 반면에, TLR 비의존적 항바이러스성 반응을 매개하는 

RIG-I like receptor [RLR 또는 RIG-I like helicase (RLH)]는 세포막

에 결합되어 있는 TLR과 달리, 세포질 내에 존재하여 세포내의 바이

러스 RNA를 감지한다 7-8. 

RLR은 retinoic acid inducible gene-I (RIG-I 또는 DDX58로 알

려짐)와 melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5), 
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laboratory of genetics and physiology 2 (LGP2)가 있다 7, 9. RIG-I와 

MDA5는 DExD/H box RNA helicase domain과 C-terminal 

repressor domain (RD 또는 CTD), 신호 전달에 요구되는 caspase 

recruiting domain (CARD) 두 개를 가지고 있는 반면에, LGP2는 

CARD를 가지고 있지 않고 RIG-I와 MDA5의 dominant-negative 

regulator로써 기능한다 7, 10-11.  

RIG-I는 두 개의 N-terminal CARD, DExD/H box RNA helicase 

domain, C-terminal RD를 가지고 있다. RIG-I는 Sendai virus, 

vesicular stomatitis virus, influenza virus, hepatitis C virus, 

Japanese encephalitis virus와 같이 다양한 세포내의 바이러스성 

RNA를 인지하는데 이는 RIG-I의 helicase domain과 RD에 의해 인

지된다 7.  

 

 

 

그림 1. RIG-I의 구조. 

RIG-I는 두 개의 N-terminal CARD, DExD/H box RNA helicase domain, 

C-terminal RD를 가지고 있다. 

 

RIG-I는 감염이 없을 때는 닫힌 구조 (closed conformation)로 

존재하다가 dsRNA나 uncapped 5’triphosphate를 갖는 ssRNA 
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(5’ppp ssRNA)가 C-terminal RD에 붙으면 열린 구조 (open 

structure)로 바뀌면서 C-terminal RD가 helicase domain과 CARD로

부터 떨어지게 된다 11. Helicase에 ATP가 붙고 ATPase에 의해 

activation 되면서 nonself RNA가 안정적으로 RIG-I에 붙으면 12 

CARD가 미토콘드리아 막에 위치한 virus-induced signaling adapter 

(VISA 또는 IPS-1, Cardif, MAVS로 알려짐)의 CARD와 결합하고 신

호를 전달하여 NF-κB, IFN-regulatory factor 3 (IRF3), IRF7과 같은 

전사 인자 (transcription factor)를 활성화 시켜 전염증성 사이토카인 

(pro-inflammatory cytokine)과 type I IFN을 생성하게 한다 13-17. 비

록 type I IFN 생성과 같은 항 바이러스 반응이 숙주에게는 필수적이

지만, 과도해지면 오히려 숙주에게 상해를 가하게 되므로 매우 정확

하게 조절되어야만 한다. 최근에 RIG-I와 MDA5의 negative 

regulator들의 기능이 밝혀지고 있지만, 생리적인 기능에 대한 

negative regulator의 적합성은 분명치 않다.  

보체계 (complement system)는 처음 알려졌을 때 체액성 면역 

(humoral immunity)을 돕는 기능을 하는 것으로 알려졌기 때문에 “보

체 (complement)” 라는 이름으로 불려지고 인식 되어 왔지만, 이제

는 선천성 면역의 중요한 구성요소로써 병원균에 대한 숙주 방어와 

염증이 일어나는 과정의 다양한 일들을 조정하고 선천성 면역과 획득 
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면역 반응을 연결시키는 등의 기능을 수행함이 알려졌다 18. 그러나 

면역계가 특이 자극인자를 만나거나 조절 기작이 실패하게 될 때 다

양한 병리적 문제가 발생하는데, 그 중 보체가 과도하게 활성화 되면 

숙주에 유해하게 작용하고 결핍되면 질병의 발달에 기여하게 된다.  

보체는 고전경로, 렉틴경로 및 대치경로를 통해 활성화 되며, C3 

convertase, C5 convertase를 차례로 형성하고 결국엔 표적 세포 표

면에 C5b-9 복합체 [또는 막공격복합체 (membrane attack complex, 

MAC)]를 형성하여 죽인다. 이 과정 중에 형성되는 C5a, C4a, C3a는 

anaphylatoxin으로 잠재적인 염증 매개자이다 19. 이들 (특히 C5a)로 

인하여 활성화 된 비만세포 (mast cell)와 호중구 (neutrophil)는 혈관확

장 (vasodilation)과 일혈 (extravasation)을 야기시키는 histamine, 

eicosanoid와 같은 매개물질을 분비하고 20-21, 대식세포 (macrophage)

와 단구세포 (monocyte)는 tumor necrosis factor (TNF)-α와 interleukin (IL)-I 

β 같은 전염증성 사이토카인과 케모카인을 분비한다 22.  

보체를 활성화 시키는 패턴인식수용체들로는 mannose binding 

lectin (MBL), ficolin, C-reactive protein (CRP), C1q, natural IgM 

(IgM)이 있는데 이들은 TLR과 공통되는 성질을 많이 공유하고 있는 

것으로 알려지는 등, 선천면역의 감지, 신호 전달 기능과 보체의 신호 

전달 경로가 상호작용 할 것으로 기대되고 있다 23.  
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그림 2. 보체 활성화 경로. 

보체는 고전경로, 렉틴경로 및 대치경로를 통해 활성화 되며, C3 convertase, 

C5 convertase를 차례로 형성하고 결국엔 표적 세포 표면에 막공격복합체

(MAC)를 형성하여 죽인다. 

 

최근에 세포 내에 존재하는 RIG-I가 LPS와 ATP의 자극으로 

caspase-1이 활성화 되면 세포 밖으로 분비된다는 보고가 있었지만 

24, 아직까지 RIG-I가 세포 밖의 환경에서 어떻게 작용하는지에 대한 
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보고는 없었다. 본 연구는 세포 내 단백질인 RIG-I가 분비되어 세포 

외에 존재하는 보체와의 결합 및 경로의 활성화가 선천면역 반응 조

절에 미치는 영향을 규명하고자 하였다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 세포 배양 및 단백질 분비 측정 

마우스 대식세포주인 RAW264.7 세포는 10% 우태아혈청[fetal 

bovine serum (FBS) Gibco BRL, Rockville, MD)]이 포함된 

Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM)을 사용하였고 5% CO2, 

37℃에서 배양하였다. RIG-I 분비를 위한 자극은 RAW264.7 3X106 

cells/well을 60 mm dish에 12 시간 정도 배양한 후, LPS 1 ㎍/㎖을 

12 시간 동안 처리하였다. 그 다음 OPTI-MEM (Gibco-BRL, Bethesda, 

MD, USA) 배지에 ATP (Adenosine 5’-triphosphate disodium salt 

SigmaUltra, Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, USA) 5 mM을 20 

분 동안 처리한 배양액을 회수하여 Amicon ultra 10K device 

(Millipore, Billerica, MA, USA)로 3500 rpm, 4℃, 20 분 동안 농축하

였다. 이 농축액을 Western blotting 방법으로 정량 하였다. 

 

2. Western blot assay 

회수하여 농축한 배양액에 5x loading buffer [0.3125 M 

Tris-HCl pH 6.8, sodium dodecyl sulfate (SDS) 10% (w/v), glycerol 

50% (w/v), 0.5 M dithiothreitol (DTT), 0.5% bromophoenol blue] 
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(Noble Bioscience, INC.)를 넣고 5 분간 100℃에서 끓인 후 10% 

SDS-PAGE gel에 loading하였다. 크기에 따라 분리된 단백질을 90 V

에서 90 분 동안 nitrocellulose membrane (Amersham Bioscience, 

Piscataway, NJ)에 옮겼다. Ponceau S (Sigma, Saint Louis, Missouri, 

USA) 염색을 하여 단백질 이동이 제대로 되었는지 확인한 후, PBS에 

0.1% Tween 20 (USB, Cleveland, Ohio, USA)이 포함된 PBST로 세

척하였다. PBST에 녹인 5% skim milk로 상온에서 1 시간 동안 

blocking하고, anti-rabbit RIG-I 단클론 항체 (Cell Signaling)를 

blocking 용액에 1:1,000으로 희석하여 4℃에서 하루 밤 동안 반응시

켰다. PBST로 10 분간 3 회 세척하고 blocking용액에 1:10,000으로 

희석한 HRP-conjugated anti-rabbit IgG (Sigma)을 상온에서 1 시간 

반응시킨 후 다시 PBST로 10 분간 3 회 세척 후 ECL (AB Frontier, 

Seoul, Korea)을 사용하여 발광 정도를 측정하였다. 

 

3. RIG-I 재조합 단백질의 발현 

pET30b 발현 백터에 클로닝 되어 있는 사람 RIG-I1-217과 사람 

RIG-I 전체서열 (서울시립대학교 최정우 교수 제공)을 E. coli 

BL21(DE3)로 형질 전환(transformation) 시키고, 이를 30 ㎍/㎖ 

kanamycin이 첨가된 LB plate에 도말하여 37℃에 하루 밤 동안 배양
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하였다. 이렇게 형질 전환된 집락 (colony)을 위와 동일한 항생제가 

첨가된 LB 배지에 접종하여 37℃에서 OD600 0.5~0.6 정도로 키운 후, 

1 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyrano-side (IPTG)를 넣고 상온 

(25℃)에서 하루 밤 동안 배양하여 단백질 생성을 유도하였다. 이를 

수확하여 2 시간 이상 -80℃에서 얼렸다가 녹인 후 (freezing-thawing 

방법), lysis buffer [50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 1 mM 

phenylmethanesulphonylfluoride (PMSF), 5% glycerol, 0.1% triton 

X-100, 10 mM imidazole, 1x Bugbuster (Novagen, Madison, WI, 

USA), nuclease, pH 8.0]로 용해시키고 sonication 하여 세포 용해물

을 얻었다. 이것을 Ni2+-NTA 결합 버퍼 (50 mM NaH2PO4, 300 mM 

NaCl, 20 mM imidazole, pH 8.0)로 투석한 Ni2+-NTA resin 

(Novagen)과 4℃에서 하루 밤 동안 부착시켰다. 결합된 단백질은 용

리 (elution) 버퍼의 imidazole 농도를 20 mM부터 300 mM로 증가시

키며 용리하여 정제된 RIG-I 단백질을 얻었다.  

 

4. 효소면역항체법 (ELISA) 

  가. Direct binding assay  

재조합 단백질 RIG-I와 재조합 단백질 C1q간의 결합을 관찰하기 

위하여, ELISA plate (Corning costar, Corning, NY, USA)에 PBS (90 
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mM Na2HPO4, 21.8 mM NaH2PO4, 10 mM NaCl, pH 7.4)에 희석한 10 

㎍/㎖ C1q 또는 3 ㎍/㎖ RIG-I 단백질을 100 ㎕/well로 4℃에서 하

루 밤 부착시켰다. PBS로 세척한 후, 3 % bovine serum albumin (BSA, 

Sigma)가 포함된 PBS를 200 ㎕/well로 상온에서 2 시간 동안 반응

시켜 blocking 하였다. 다음에 RIG-I 또는 C1q를 결합 용액 (1% 

BSA, 0.15 mM CaCl2, 0.5 mM MgCl2 in PBS )에 순차적으로 희석하여 

100 ㎕/well로 4℃에서 하루 밤 반응시켰다. Tween 20이 0.05% 첨

가된 PBS (PBST)로 세척하고, anti-RIG-I (Alexis) 또는 anti-C1q 

(Dako, Glostrup, Denmark)를 1% BSA-PBST 용액에 1:1000으로 희

석하여 100 ㎕/well 넣고, 상온에서 1 시간 반응 시킨 후 PBST로 

세척하였다. HRP-conjugated anti-rabbit IgG (Sigma)를 상온에서 1 

시간 반응시킨 후 PBST로 세척하였다. TMB (KPL, Gaithersburg, 

MD, USA)로 15~30 분 반응시킨 후, 2.5 N H2SO4로 반응을 중지시키

고 O.D. 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.  

 

 나. Complement activation assay 

재조합 단백질 RIG-I와 혈청내의 C1q간의 결합을 관찰하기 위하

여 ELISA plate에 10 ㎍/㎖ RIG-I, 65℃ water bath에서 20 분 동안 

배양하여 얻은 5 ㎍/㎖ aggregated IgG (Sigma), 10 ㎍/㎖ BSA (또는 
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blank)를 0.75 mM carbonate-bicarbonate buffer에 희석하여 100 ㎕

/well로 4℃에서 하루 밤 동안 부착시켰다. 이것을 PBS (137 mM 

NaCl, 2.68 mM KCL, 10 mM Na2HPO4, 1.76 mM KH2PO4, pH 7.4)로 

세척하고, 1% BSA-PBST로 200 ㎕/well씩 상온에서 blocking 하였

다. 건강한 사람의 혈액에서 얻은 혈청을 Ca2+와 Mg2+가 첨가된 

gelatin veronal bufferd saline (GVB2+ buffer, Complement 

Technology, Inc., Tyler, Texas, USA)에 두 배씩 희석하여 100 ㎕

/well씩 넣고, C1q deposition을 보기 위해 20~45 분, C4b deposition

을 관찰하기 위해 20 분, C5b-9 deposition을 보기 위해 45 분 동안 

37℃에서 배양한 후, 차가운 세척 용액 (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 

0.1% Tween 20, pH 7.5)으로 세척하여 혈청의 반응을 종료시켰다. 다

음 rabbit anti-C1q (Dako), rabbit anti-C4b (Dako), murine 

anti-C5b-9 (Quidel, San Diego, CA, USA)을 1:1000으로 blocking 

용액에 희석하여 100 ㎕/well씩 넣고 37℃에서 1 시간 동안 배양한 

후 세척하였다. 이차 항체로 HRP-conjugated anti-rabbit IgG 

(Sigma) 또는 HRP-conjugated anti-mouse IgG (Sigma)를 넣고 

37℃에서 1 시간 동안 배양한 후 세척하였다. TMB로 15~30 분 동

안 반응시킨 후 2.5 N H2SO4로 반응을 중지시키고, O.D. 450 nm 파장

에서 흡광도를 측정하였다. 
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5. 용혈 보체 검정 (Hemolytic complement 50, CH50 assay) 

건강한 사람의 혈액에서 얻은 혈청을 GVB2+ buffer에 1/10 농도

로부터 두 배씩 희석하여 25 ㎕/well씩 넣고 (양성 대조군은 증류수 

사용), 항체로 감작된 면양 적혈구 [antibody sensitized sheep 

erythrocytes (EA, Complement Technology, Inc., Tyler, Texas, 

USA)]를 GVB2+ buffer로 세척하여 2X107 cells/well을 96 well 

round bottom culture plate에 넣은 다음 37℃에서 1 시간 동안 배양

하였다. 차가운 GVB2+ buffer로 반응을 중지시키고 원심분리를 통해 

상청액을 flat bottom microtiter plate로 옮겨 O.D. 415 nm 파장에서 

흡광도를 측정하였다. y = (각 sample 값 - 자연 용해 값) / (100% 용

해 값 – 자연 용해 값)을 계산하고, y / (1-y) = 1이 되는 희석 농도를 

찾아서 50% 용해 값으로 정하였다.   

이 값을 양성 대조군 (50% 용해 혈청)으로 하고 RIG-I를 50% 

용해 혈청에 20, 10 ㎍/㎖로 희석하여 37 ℃에서 1 시간 동안 배양하

였다. 배양액을 96 well round bottom culture plate에 옮기고 EA를 

2X107 cells/well씩 넣은 다음 37℃에서 1 시간 동안 배양하였다. 차

가운 GVB2+ buffer로 반응을 중지시키고 원심분리를 통해 상층액을 

flat bottom microtiter plate로 옮겨 O.D. 415 nm 파장에서 흡광도를 

측정하였다. 또는 ELISA plate에 RIG-I를 농도 별로 4℃에서 하루 밤 
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동안 부착시킨 후, 50% 용해 혈청을 넣어서 37℃에서 1 시간 동안 

배양하였고 이후 동일하게 시행하였다. 
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Ⅲ. 결과 

 

1. LPS 및 ATP 처리에 따른 RIG-I 분비 

RIG-I는 세포 내 단백질로 LPS와 ATP의 자극에 의해 

endogenous RIG-I가 세포 밖으로 분비 되는 지를 다시 확인해 보고

자24, RAW 264.7 세포를 1 ㎍/㎖의 LPS로 12 시간 자극한 후에 5 

mM의 ATP로 20 분간 자극하여 배양 상층액을 얻은 후 western 

blotting을 시행하였다. LPS를 단독으로 처리하였을 때는 세포 내의 

RIG-I 발현은 유도되지만 세포 배양액에서는 발견되지 않았다. 그러

나 exogenous ATP를 함께 자극한 경우 RIG-I가 세포 밖으로 분비

되는 것을 관찰할 수 있었다 (그림 3).  

 

 

 

그림 3. RAW 264.7 세포에 LPS와 ATP 자극 후 RIG-I 분비 측정.  

LPS 1 ㎍/㎖의 농도로 12 시간 처리 후 5 mM의 ATP로 20 분간 처리하여 

배양 상층액에서 RIG-I의 분비 여부를 관찰하고자 western blot을 시행함. 
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2. RIG-I 단백질 제조 

사람 RIG-I1-217과 사람 RIG-I 전체서열(wild type, RIG-IWT)을 

E.coli에 형질 전환하여 배양한 후, 1 mM IPTG를 넣고 상온에서 하루 

밤 동안 배양하여 단백질 생성을 유도하였다. 이를 수확하여 2 시간 

이상 -80℃에서 얼렸다가 녹인 후, lysis buffer로 용해시키고 

sonication 하여 세포 용해물을 얻었다. 이것을 Ni2+-NTA resin과 

4℃에서 하루 밤 동안 부착시키고, 용리 버퍼의 imidazole 농도를 20 

mM부터 300 mM로 증가시키며 용리하여 정제된 RIG-I 단백질을 얻

었다. (그림 4) 

 

 

 

그림 4. 정제된 RIG-I 단백질 확인. 

Anti-histidine 항체를 이용한 western blotting과 coomassie blue 염색을  

통해 정제된 RIG-I 단백질 확인. 

 



 19

3. RIG-I와 C1q와의 결합 여부 확인 

세포 밖으로 분비된 RIG-I와 보체 성분과의 상관성 여부를 

알아보기 위하여 RIG-I와 보체 활성화 고전적 경로의 시작 분자인 

C1q와의 결합 여부를 ELISA를 통하여 확인하였다. 먼저 RIG-I와 

보체 성분의 직접적인 결합과 상호작용 여부를 알아보기 위하여 

재조합 단백질 RIG-I1-217를 3 ㎍/㎖로 ELISA plate 표면에 부착시킨 

후에 C1q 증가시키며 반응 시키자, 농도 의존적으로 결합이 증가하는 

것을 확인할 수 있었다 (그림 5A). 반대로 재조합 단백질 C1q를 10 

㎍/㎖로 ELISA plate 표면에 부착시킨 후에 RIG-I1-217를 증가시키며 

반응 시키자, 농도 의존적으로 결합이 증가하는 것을 확인할 수 

있었다 (그림 5B). RIG-I 단백질이 혈청 내에 존재하는 C1q와 

결합하는 지 여부를 확인하기 위해 RIG-I1-217를 10 ㎍/㎖로 ELISA 

plate에 부착한 후 재조합 단백질 C1q 대신에 사람 혈청을 희석하여 

넣고 배양하자, 역시 혈청의 C1q가 농도 의존적으로 결합함을 확인할 

수 있었다 (그림 5C). 이 결합은 56℃의 항온수조에서 30분간 

배양하여 불활성화 시킨 사람 혈청 (heat-inactivated serum)을 

이용할 경우 거의 일어나지 않았다 (그림 5C). 위의 결과는 RIG-IWT 

에서도 확인되었다 (그림 5D). 
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A                                 B 

 

 

 

 

 

C                                    D 

 

그림 5. RIG-I와 C1q와의 결합.  

(A) 재조합 단백질 RIG-I1-217 3 ㎍/㎖ ELISA plate에 부착시킨 후 C1q 

농도를 증가시키면서 반응시켜 그 결합을 관찰함. (B) 재조합 단백질 C1q 

농도를 10 ㎍/㎖로 ELISA plate에 부착시킨 후 RIG-I1-217 농도를 

증가시키면서 반응시켜 그 결합 여부를 확인함. (C) ELISA plate에 10 ㎍/㎖ 

RIG-I1-217를 부착시키고 사람 혈청의 농도를 증가시키면서 배양하여 C1q 

결합 정도를 측정함. 또한 56℃에서 불활성화 시킨 사람 혈청 (heat 

inactivated serum)으로 10%의 농도로 배양하여 C1q 결합 정도를 측정함. 

(D) ELISA plate에 10 ㎍/㎖ RIG-IWT를 부착시키고 사람 혈청의 농도를 

증가시키면서 배양하여 C1q 결합 정도를 측정함. Aggregated IgG (5 ㎍/㎖) 

및 BSA (10 ㎍/㎖)은 각각 양성대조군 및 음성대조군 임. 
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4. RIG-I와 C1q 결합에 따른 C4의 활성화 

위에서 밝힌 RIG-I와 C1q의 결합이 실제로 보체 고전적 경로를 

활성화 시키는지 알아보기 위해 활성화 과정의 중간 산물인 C4b 

deposition 여부를 확인하였다. RIG-I1-217를 ELISA plate에 

부착시키고 사람 혈청과 배양한 후에 C4b deposition의 정도를 

측정하자 양성 대조군 (aggregated IgG)과 비슷하게 혈청 농도 

의존적으로 증가하는 양상을 보였다 (그림 6A 및 6B). 그러나 

불활성화 시킨 사람 혈청 (heat-inactivated serum)이나 (그림 6A) 

C1q가 결핍된 사람 혈청 (C1q-depleted serum)과 반응 시켰을 때는 

(그림 6B) C4b deposition이 거의 일어나지 않았다. 또한 Ca2+ 

chelator인 EDTA를 처리하였을 때 역시 C4b deposition이 거의 

일어나지 않은 것으로 나타났다 (그림 6B). 위의 결과는 RIG-IWT 

에서도 확인되었다 (그림 6C). 
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A                               B 
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그림 6. RIG-I와 C1q 결합으로 인한 C4의 활성화.  

(A) ELISA plate에 10 ㎍/㎖ RIG-I1-217를 부착시키고 사람 혈청의 농도를 

증가시키면서 배양하여 C4b deposition 정도를 측정함. 또한 56℃에서 

불활성화 시킨 사람 혈청 (heat inactivated serum)으로 대신하였을 때 C4b 

deposition 정도를 측정함. Closed symbol: normal human serum, open 

symbol: heat-inactivated serum. (B) (A)와 동일하게 수행하되 불활성화 

사람 혈청 대신에 C1q가 결핍된 사람 혈청 (C1q-depleted serum)으로 

대신하여 반응 시켰을 때 C4b deposition 정도를 측정함. 또한 10 mM의 

EDTA를 사람 혈청과 함께 처리하였을 때 C4b deposition이 정도를 측정함. 

Closed symbol: normal human serum, open symbol: C1q-depleted serum. 

(C) ELISA plate에 10 ㎍/㎖ RIG-IWT를 부착시키고 사람 혈청의 농도를 

증가시키면서 배양하여 C4b deposition 정도를 측정함. Closed symbol: 

normal human serum. Aggregated IgG (5 ㎍/㎖) 및 BSA (10 ㎍/㎖)은 각각 

양성대조군 및 음성대조군 임. 
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5. RIG-I와 C1q 결합으로 인한 막공격복합체의 형성 

RIG-I와 C1q의 결합으로 보체 고전적 경로의 마지막 산물인 

MAC의 형성 여부를 확인함으로써 RIG-I와 C1q의 결합으로 인한 

활성화 과정을 확인하고자 하였다. 이를 위하여 10 ㎍/㎖의 

RIG-I1-217를 ELISA plate에 부착하고 혈청의 농도를 증가시키거나 

(그림 7A), 다양한 농도의 RIG-I1-217를 ELISA plate에 부착시키고 

2%의 혈청을 반응시켰을 때 (그림 7B) 모두 농도 의존적으로 MAC 

deposition이 증가함을 확인 할 수 있었다. 그러나 불활성화 시킨 

사람 혈청 (heat-inactivated serum)이나 (그림 7A) C1q가 결핍된 

사람 혈청 (C1q-depleted serum)과 반응 시켰을 때는 (그림 7C) 

C4b deposition의 경우와 마찬가지로 MAC deposition이 거의 

일어나지 않았음을 알 수 있었다. 또한 Ca2+ chelator인 EDTA를 

처리하였을 때 역시 C4b deposition과 마찬가지로 MAC deposition이 

거의 일어나지 않은 것으로 나타났다 (그림 7A). 뿐만 아니라 C1q와 

리간드의 결합이 정전기적인 상호 작용에 의한다는 보고에 따라 25 

NaCl을 처리 하였을 때 MAC deposition이 거의 일어나지 않았음을 

알 수 있었다 (그림 7C). 위의 결과는 RIG-IWT 에서도 확인되었다 

(그림 7D). 
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A                                 B 

C                                 D 

 

그림 7. RIG-I와 C1q 결합으로 인한 막공격복합체 (MAC)의 형성. 

(A) ELISA plate에 10 ㎍/㎖ RIG-I1-217를 부착시키고 사람 혈청의 농도를 

증가시키면서 배양하여 MAC deposition 정도를 측정함. 56℃에서 불활성화 

시킨 사람 혈청을 넣었을 때 MAC deposition 정도를 측정함. 또한 사람 

혈청과 함께 EDTA를 처리하였을 때 MAC deposition 정도를 측정함. 

Closed symbol: normal human serum, open symbol: heat-inactivated 

serum. (B) ELISA plate에 다양한 농도의 RIG-I1-217를 부착하고 2% 사람 

혈청과 배양하여 MAC deposition 정도를 측정. 56℃에서 불활성화 시킨 

사람 혈청을 넣었을 때 MAC deposition 정도를 측정함. Closed symbol: 

normal human serum, open symbol: heat-inactivated serum. (C) (A)와 

동일한 조건에서 불활성화 시킨 사람 혈청 대신에 C1q가 결핍된 사람 혈청 

(C1q-depleted serum)으로 대신하여 반응 시켰을 때 MAC deposition 

정도를 측정함. 또한 사람 혈청과 함께 NaCl을 처리하였을 때 MAC 
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deposition 정도를 측정함. Closed symbol: normal human serum, open 

symbol: C1q-depleted serum. (D) ELISA plate에 10 ㎍/㎖ RIG-IWT를 

부착시키고 사람 혈청의 농도를 증가시키면서 배양하여 MAC deposition 

정도를 측정함. Closed symbol: normal human serum. Aggregated IgG (5 

㎍/㎖) 및 BSA (10 ㎍/㎖)은 각각 양성대조군 및 음성대조군 임. 

 

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

RIG-I와 C1q의 결합이 미치는 영향을 관찰하고자 용혈 보체 

검정을 시행하였다. 항체로 감작된 면양적혈구에 [(antibody-sensitized 

sheep erythrocytes (EA)] 혈청 내에 존재하는 C1q가 이 항체와 

결합하여 보체 고전경로 활성화가 일어남으로 EA가 용혈되는 원리를 

이용하여, RIG-I와 혈청 내 C1q의 선 결합이 EA 용혈 반응을 

감소시키는지 관찰하였다. 이를 위하여 tube에서 RIG-I와 사람 

혈청을 먼저 반응시킨 후 EA를 첨가하여 반응시킬 경우 양성대조군 

(50% 용해 혈청)에 비해 농도 의존적으로 용혈이 감소함을 확인할 

수 있었다 (그림 8A). RIG-I를 plate에 부착시켜서 사람 혈청과 

반응 시킨 후 EA와 반응시켰을 때도 비슷한 결과를 얻을 수 있었다 

(그림 8B).  
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A                              B 

 

그림 8. 용혈 보체 검정. 

(A) RIG-I를 50% 용해 혈청에 20, 10 ㎍/㎖로 희석하여 반응시킨 후 96 

well round bottom culture plate에 옮겨 EA  (2X107 cells/well)와 37℃에서 

1 시간 동안 배양하여 용해되는 정도를 관찰함. (B) ELISA plate에 1, 10 ㎍/

㎖의 RIG-I를 하루 밤 동안 4℃에서 부착한 후, 50% 용해 혈청을 넣어서 

37℃에서 1 시간 동안 반응시키고 (A)의 과정들을 동일하게 수행하여 용해 

정도를 관찰함.  
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Ⅳ. 고찰 

 

RIG-I는 TLR이 큰포식세포나 수지상세포 등에 국한되어 

존재하는 것에 비해 거의 모든 세포의 세포질에 존재하여 세포내의 

바이러스성 RNA를 감지한다6-8. 최근에는 caspase-1을 활성화 

시키면 세포 밖으로 분비된다는 보고가 있어 세포 내에서 뿐만 

아니라 세포 외에서도 다양한 기능을 수행할 것으로 기대된다24. 

선천면역계의 중요한 구성 요소인 보체는 병원균에 대한 숙주 

방어와 염증이 일어나는 과정중의 다양한 일들을 조절하는데 그 중 

일부 상황하에서 보체가 과도하게 활성화되면 숙주에 유해하게 

작용하고 결핍되면 질병의 발달에 기여하게 된다18. 보체의 활성화 

과정 중 고전적 경로의 시작 분자인 C1q는 각각 6 polypeptide를 

갖는 A (223 residues), B (226 residues), C (217 residues) chain이 

triple-helical 구조를 이루는 18 polypeptide glycoprotein으로써 

N-terminal collagen-like region (CLR)과 C-terminal globular head 

region (gC1q)을 갖는 460 kDa의 거대 분자이다26. C1q는 원래 

항체에 붙는 것으로 알려졌지만 특정 세균, 바이러스, 기생충, 

마이코플라즈마 (mycoplasma)25, 27-29 또는 C-reactive protein 

(CRP)30, apoptotic 세포31, β-amyloid fibrils32-33와 prion34 같은 비 
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정상적인 단백질 등도 인식함으로써 항체 비의존적인 방어 

단백질로서의 역할도 수행하여 매우 다양한 면역, 비면역 리간드와 

상호 작용 하는, 기능이 다양한 단백질로써 보고되고 있다. 이것은 

gC1q의 1.9 Å resolution이 있는 구형 heterotrimeric assembly 구조 

때문에 가능한 것으로 알려져 있다35. 이런 보고들에 근거하여 

ELISA를 시행하였을 때 RIG-I와 C1q가 결합함을 확인할 수 있었다. 

좀 더 실질적으로, RIG-I의 세포 외 환경인 혈청 내에 존재하는 

C1q와 RIG-I가 결합하는지 여부를 확인하기 위해 재조합 단백질 

C1q 대신에 사람 혈청을 넣고 배양한 결과, 역시 사람 혈청의 농도 

의존적으로 결합이 증가함을 확인할 수 있었다. 

C1q에 의해 리간드가 인식되면 serine protease인 C1r와 C1s가 

Ca2+을 통해 결합되고 활성화 되면서 C1 복합체를 형성하고, 보체 

고전경로 활성화 과정이 시작된다36. RIG-I와 C1q의 결합이 실질적인 

보체 고전경로를 활성화 시키는지의 여부를 C4b와 MAC deposition으로 

확인하였을 때 양성 대조군과 비슷한 양상을 보임으로 확인하였다. 

위에 열거한 다양한 리간드들이 공유하는 뚜렷한 구조는 없지만, 

매우 많은 음이온을 띄는 특징이 있고 gC1q는 양이온을 띄므로 서로 

다른 정전기적 성질을 통해 결합하여, gC1q가 전하 패턴 인식 분자 

(charge pattern recognition molecule)로써 기능한다고 알려져 있다25. 
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특히 C1q의 가장 중요한 리간드들 중 하나로 잘 알려진 CRP와 

gC1q의 결합 모델을 보면 pentameric 구조를 하고 있는 CRP의 

central pore가 음전하를 띄고 있고 강력한 양전하를 띄는 gC1q의 

머리 끝부분이 CRP의 central pore에 결합하는 형상이다35. RIG-I와 

C1q 역시 이런 성질에 의해 결합하는지 알아보기 위하여 NaCl을 

혈청과 함께 배양하자 보체 활성화가 일어나지 않았다. 이를 통해 

RIG-I와 C1q의 결합 역시 정전기적인 성질의 차이에 의한 것으로 

생각된다. 또한 Ca2+이 보체 활성화에 미치는 영향을 확인하기 

위하여 EDTA를 처리하였을 때 활성화가 일어나지 않음을 알 수 

있었다. Ca2+은 C1r, C1s가 C1q에 붙어 C1 복합체를 형성하고 

활성화 시키는 데 관여할 뿐 아니라, C1q의 globular head 

assembly에도 관여하는데 assembly의 꼭대기 부분에 Ca2+ 

결합부위가 있는 것으로 알려져 있다. 이 발견으로 Ca2+ 결합이 C1q 

분자의 고유의 성질이며 Ca2+이 존재하는 상황에서 결정화 

(crystallization)가 일어나는 현상과 일맥상통한다고 설명한다37. 이 

부위가 단지 heterotrimeric assembly의 안정성에만 기여하는 것인지 

기능적인 역할도 하는 것인지는 더 연구되어야 할 부분이다.  

RIG-I와 보체 결합이 미치는 영향을 보다 실질적으로 규명하고자 

용혈 보체 검정 (CH50 assay)을 응용하여 시행하였는데, RIG-I와 먼저 
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반응시킨 혈청에서 농도 의존적으로 EA의 용해가 덜 일어남을 

확인할 수 있었다. 이로써 분비된 RIG-I가 혈액 내에서 C1q와의 

상호작용을 통해 선천면역 기능에 관여할 것으로 기대된다.  

보체의 활성은 조절 여부에 따라 상반된 기능을 한다. 감염에 

대한 숙주 방어선의 최전방이자 스스로 유발된 세포자멸성세포 

(apoptotic cell)나 괴사성세포 (necrotic cell) 등을 제거하여 항상성 

유지에 기여하는 등 매우 다양한 범위의 중요한 기능을 수행하고 

있지만, 그런 만큼 조절에 실패하게 되면 오히려 숙주를 공격하는 

(자가면역질환, autoimmune disease)등 매우 큰 악영향을 끼친다. 

그래서 최근에 보체 조절자 (complement regulator)와 억제 단백질에 

대한 연구가 활발하다38. RIG-I의 분비는 최근에 보고 되었기 때문에 

이에 대해 알려진 바가 없으나 보체와의 결합 활성화를 유도하는 본 

연구의 결과를 실마리로 하여 좀 더 연구가 진행된다면, RIG-I에 

의한 감염의 인식뿐 만 아니라 보체와의 상호 작용을 통해 그로 인한 

염증 반응의 조절에 기여할 수 있을 것이라 기대한다.  
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Ⅴ. 결론 

 

최근에 세포 내에 존재하는 RIG-I가 caspase-1이 활성화 되면 

세포 밖으로 분비된다는 보고가 있었지만, 아직까지 RIG-I가 세포 

밖의 환경에서는 어떻게 작용하는 지는 연구되어 있지 않다. 본 연

구에서는 바이러스 면역에 중요한 세포 내 단백질인 RIG-I가 분비

되어서 세포 외 면역 반응에 어떠한 영향을 미치는지 알아보고자, 

보체 단백질과의 결합 및 활성화를 C1q, C4b, MAC deposition으로 

확인하고 용혈 보체 검정을 통해 보다 실질적인 결합의 영향을 규명

하였다. 이로써 RIG-I에 의한 감염의 인식뿐 만 아니라 보체와의 상

호 작용을 통해 그로 인한 염증 반응의 조절에 기여할 수 있을 것이

라 기대한다. 
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Abstract  

 

Retinoic acid inducible gene-I (RIG-I) can bind to C1q and 

activate the classical pathway of complement 

 

Yeounjung Ji 

 

Department of Medical Science 

The Graduate School, Yonsei University  

 

(Directed by Professor Jeon-Soo Shin) 

 

 

RIG-I recognizes intracellular viruses and mediates 

signals resulting in the production of pro-inflammatory 

cytokines and type I IFNs. Even though the production of type 

I IFNs is essential for an anti-viral response in a host, when it 

is excessive, the host may get damaged, therefore its 
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production should be controlled precisely. Recently, a study 

reports that stimulating cells with LPS and ATP induces 

secretion of RIG-I, however its mechanism involved in other 

extracellular immune responses is unknown. The complement 

system, an important factor in innate immunity, regulates 

processes of resistance to infection. We found that recombinant 

RIG-I and C1q, an initiator of the classical pathway of 

complement activation, binds to each other. We then 

investigated whether RIG-I can induce complement activation 

in serum. As a result of examining the form of the membrane 

attack complex, complement activation can be induced by the 

released RIG-I. In addition, we verified the processes by 

checking the molecule, C1q and C4b. These results suggest 

that the interaction of RIG-I and the complement system 

contributes in the regulation of the innate immunity. 

 

 

Key words: RIG-I, innate immunity, complement, classical  

   pathway, C1q  
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