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국문요약

사람 중이염 점막에서의 β-defensin의 발현 및 조절

중이강 내의 점막은 다른 호흡기관에 비하여 매우 적은 양의 점막하 조직을 갖고

있기 때문에, 이관을 통과한 세균을 방어하는 기전을 이해하는 데 어려움이 있다. 이러

한 관점은 역설적으로, 이관 및 중이가 어떤 특별한 자체 방어기능을 갖고 있을 수

있다는 추측을 가능케 하였다. 저자는 중이 및 이관이 기존에 밝혀진 정상 방어기능

이외에 보다 강력한 항세균기능이 있을 것이라는 가정하에, 이미 하기도에서 그 존재

와 기능 일부가 밝혀진 human β-defensin (hBD)에 대한 연구를 계획하였다. 본 연구에

서 저자는 hBD 유전자가 과연 사람의 중이강 점막에서도 존재하는지 여부를 확인하

고, 둘째로, 중이염과의 상관관계를 통해 이들의 중이강 내에서의 역할을 알아보고자

하였다. 셋째로, hBD이 사이토카인 등에 의해 그 발현이 조절되는 지의 여부를 알아보

고자 하였다.

정상 중이강을 가진 환자와 중이염을 가진 환자에서 얻은 중이점막에서 total RNA를

추출한 후, hBD-1 specific primer와 hBD-2 specific primer를 이용하여 RT-PCR을 시행하

였다. PCR의 결과는 house keeping gene에 대한 상대적인 발현양을 densitometer를 이용

하여 반정량적인 분석을 하였고, 특히 중이염에서 채취한 점막의 결과는 IL-8 mRNA

발현의 정도에 따른 hBD mRNA의 상대적인 양을 분석하여, 염증의 정도에 따른 차이

를 비교하였다. 또한 정상 중이상피 세포주 (HEI-HMEEC cell line)를 TNF-α와 IL-1β

등으로 자극을 준 후 hBD-1 mRNA와 hBD-2 mRNA의 발현을 동일한 방법으로 비교하

였다. 정상 중이점막에서 hBD-1 mRNA는 항상 일정하게 발현되었고, hBD2 mRNA의

경우 미약하나마 발현됨을 알 수 있었다. 염증반응이 존재하는 중이염 환자에서 체취

한 중이 점막은 정상 중이점막에 비해 hBD-2 mRNA의 발현은 뚜렷이 증가되었으며,

hBD-1의 경우 일부 환자의 점막에서만 약간 증가를 보였다. 한편 이러한 증가는 전구

염증 사이토카인의 발현 정도와는 유의한 차이를 보이지 않았다. 정상 중이상피 세포

주는 IL-1β와 TNF-α등의 사이토카인의 자극에 의해 hBD-1 mRNA의 발현에는 거의

영향을 받지 않았고, hBD-2 mRNA의 증가된 발현을 보였다.

이상을 종합해 보면, hBD 유전자가 중이 내에 존재하며, 이 유전자들은 중이의 자연

면역에 중요한 역할을 할 것으로 사료된다. 즉, hBD-1 유전자의 경우는 염증 반응이

없는 경우에 중이의 방어 역할을 담당할 것으로 생각되며, hBD-2 유전자의 경우 염증

등에 의해 발현이 유도됨을 알 수 있었다. 또한 이러한 결과가 향후 중이염의 치료와

예방을 연구하는데 밑거름이 될 것을 기대한다.

핵심되는 말: human beta-defensin, RT-PCR, 중이상피, 중이염, 자연면역

1



사람 중이염 점막에서의 β-defensin의 발현 및 조절

＜지도 정 명 현 교수＞

연세대학교 대학원 의과학사업단

전 영 명

I. 서 론

중이염은 소아에서 가장 흔한 질환 중의 하나이며, 소아에서의 청력장애의 가장 흔한 원

인이 되기도 한다. 실제로 소아에서 항생제요법이나 수술적 치료가 필요한 경우에서 가장

많은 빈도를 이 중이염이 차지한다. 중이염은 소아의 85% 이상에서 한 차례 이상의 발병

경험을 보이는, 사실상 이비인후과 영역에서 가장 해결되지 못하는 소아질환의 하나라고

여겨지고 있는 질환이다. 현재까지 많은 연구, 특히 면역요법에 의한 치료 및 예방분야에

많은 노력이 경주되어 왔으나, 실제적인 효과를 거두지 못하고 있는 실정이다. 항생제의

발달에 의해 중이염의 급성 합병증, 특히 두개강 내로 감염 등은 많이 줄어들었으나, 중이

강 내 저류액의 잔류에 의한 청력장애 등의 만성 합병증은 오히려 증가되고 있는 실정이

다. 또한 수술적 치료에 대한 적용 시기나 대상에 대하여서는 아직도 많은 논란이 있으며,

특히 수술 후 재발되는 환자의 경우에는 치료선택에 많은 제약이 있다1,2).

이처럼 중이염의 근본적인 치료가 어려운 이유 중의 하나는, 그 유발원인의 다양성에 기

인한다. 즉, 현재까지 밝혀진 중이염의 원인으로는 바이러스나 세균 등의 감염, 이관의 기

능부전, 알레르기, 그리고 환경 및 유전적인 요소가 상호 복합적인 관계로 유발된다고 생

각되어지나, 여러 세균들과 생체 방어기전간의 상호관계가 가장 중요한 원인요소로 설명

되고 있다1,2). 따라서 이 질환의 근본적인 이해를 위해서는, 중이강의 정상 방어기전을 이

해함이 필수적이라 생각된다. 과거 중이강, 특히 이관의 정상 방어기전은 주로 전자현미경

등을 이용한 형태학적인 연구를 통하여 여러 가설이 주장되었고, 이후 생리학적 및 면역조

직화학적 연구 등을 통하여 그 가설들이 뒷받침되었다. 즉 이관과 중이에는 많은 분비선과

분비상피가 존재하여, 이들로부터 mucin, lysozyme 그리고 lactoferrin 등의 여러 분비물질이

분비됨이 확인되었다. 또한 섬모상피가 중이강을 세균으로부터 보호해주는 데 매우 중요

한 역할을 담당함을 이해하게 되었다3,4) . 그러나 이제까지의 여러 연구 결과만으로는, 실제
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로 중이강이 이관을 통해 비인강과 빈번한 교통이 이루어짐에도 불구하고 대부분 중이강

의 무균상태를 과연 어떻게 유지할 수 있을까 하는 의문을 해결하는 데는 많은 부족함이

있다. 특히 중이강 내의 점막은 다른 호흡기관에 비하여 매우 적은 양의 점막하 결합조직

을 갖고 있기 때문에, 이관을 통과한 세균 등을 방어하는 기전을 이해하는 데 어려움이 있

다. 이러한 관점은 역설적으로, 이관 및 중이 상피세포가 어떤 특별한 자체방어기능을 갖

고 있을 수 있다는 추측을 가능케 하였다. 최근 세포분자생물학의 발전으로, 숙주자연면역

(host innate immunity)에 관여하는 새로운 물질들이 속속 발견되고 있으며, 이들의 역할에

많은 관심이 모아지고 있다
5-7). 또한 이들 물질의 역할이 밝혀지면, 이를 이용한 새로운 치

료법이 개발될 것으로 기대하고 있다. 이들 물질의 특징은 고유면역계의 높은 특이성과 기

억능력을 갖고 있는 것에 비하여, 광범위한 세균의 공격에 매우 신속하게 대응한다는 장점

을 갖고 있다. 즉 숙주자연면역은 감염된 직후 수시간 내에, 획득면역이 충분히 역할을 수

행할 수 있을 때까지 매우 중요한 방어역할을 수행하게 된다. 또한 이들 자연면역에 관계

되는 물질들은 피부, 대·소장, 호흡기관, 구강 등에서 정상균총 (normal flora)들이 안정된

상태로 유지시키는 데 결정적인 역할을 한다고 보고되고 있다. 현재까지 밝혀진 이들 항균

펩타이드는 각 장기별로 비교적 독특한 물질이 있다고 알려져 있다.

최근 사람과 실험동물의 호흡기관에서도 여러 항균펩타이드가 보고되었는데, 그 중 대

표적인 것이 defensin family이다8- 11). 사람에서 defensin family는 현재까지 cystein과 disulfide

의 연결 구조에 따라 α와 β-defensin으로 구분되는데, 서로 유사한 분자 구조를 갖고 있고,

그들의 유전자 위치도 같은 유전자군에 위치한다. 이중 α-defensin은 주로 호중구, 대식구,

Paneth cell 등에서 발견되며, 이들은 전신적으로 광범위한 세균이나 약간의 진균 등에 대

한 방어작용에 관여한다. 이에 비해 β-defensin은 여러 점막이나 상피세포 및 점막하분비

선 등에서 분비되며, 그 분포나 구조 등으로 α-defensin과는 구별이 된다. 특히 이들 β-

defensin은 폐나 구강에서 매우 강력한 방어작용을 하는 것으로 알려지고 있는데, 가장 최

초로 소의 기관에서 TAP (tracheal antimicrobial peptide)가 발견되었다. 이후 소의 혀에서

LAP (Lingual antimicrobial peptide)라는 동종펩타이드가 발견되었으며, 이후 사람에서도 두

종류, human β-defensin-1과 2가 각각 발견되었다. 최근의 연구에서 이들 hBD-1과 2의 결핍

은 cystic fibrosis 등의 질환의 병리기전에 밀접한 관계가 있음을 시사하고 있다. 즉 cystic

fibrosis에서 일차적인 유전질환의 결과로 초래된 기도표면의 염도의 변화가 이들 항펩타이

드들을 비활성시켜 숙주방어기능을 저하시키며 궁극적으로 심각한 감염이 초래된다고 하

였다12).

저자는 앞서 언급한 중이 및 이관이 기존에 밝혀진 정상 방어기능 이외에 보다 강력한

항 세균기능이 있을 것이라는 가정하에, 이미 하기도에서 그 존재와 기능 일부가 밝혀진

β-defensin에 대한 연구를 계획하였다. 본 연구에서 저자는 hBD 유전자가 과연 사람의 중

이강 점막에서도 존재하는지 여부를 확인하고, 둘째로, 중이염과의 상관관계를 통해 이들
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의 중이강 내에서의 역할을 알아보고자 하였다. 셋째로, hBD가 사이토카인 등에 의해 그

발현이 조절되는 여부를 알아보고자 하였다. 이러한 연구 결과를 토대로 정상 중이강 및

중이염하에서의 정상 방어기전을 이해하고자 하였다.

II. 재료 및 방법

1. 연구 재료

실험에 사용할 정상 중이점막은 선천적 내이기형이나 내이신경종양 환자 등과 같이 정

상 중이강을 가진 환자의 수술 시 채취하였는데, 주로 점막은 고실의 전방부 즉, 이관 입구

에 가까운 부위를 이용하였다. 채취된 점막은 즉시 80oC로 냉각시켜 RNA 추출할 때까지

보관하였다. 또한 염증이 동반된 중이점막은 만성 중이염이나 진주종성 중이염 등의 환자

수술 시 동일한 부위에서 중이점막을 채취한 후 상기와 같이 보관하였다.

2. 세포 배양

본 실험에서 사용된 세포는 정상 중이상피세포에서, human papilloma virus의 oncogene인

E6/E7 hybrid gene을 transfection시켜 만든 정상 중이상피세포에서 기원한 세포주 (HEI-

HMEEC cell line)이다13). 이 세포주는 현재까지 70세대 이상의 계대배양 중에 있으며, 여러

정상 표현형질의 발현이 안정적으로 관찰이 되었다. 실험에 이용되는 세포는 20∼30세대

의 세포로 비교적 초기세대를 이용하였다. 세포는 Bronchial/Tracheal Epithelial Cell Growth

Medium (BEGM) (Clonetics, Walkersville, MD, USA) 배양액에서 배양되었다. 배양액 BEGM

의 주요 첨가물은 13 mg/ml BPE (Bovine Pituitary Extract), 2 ml; 0.5 mg/ml Hydrocortisone,

0.5 ml; 0.5 mg/ml hEGF (human recombinant Epidermal Growth Factor), 0.5 ml; 0.5 mg/ml

Epinephrine, 0.5 ml; 10 mg/ml Transferrin, 0.5 ml; 5 mg/ml Insulin, 0.5 ml; 0.1 mg/ml Retinoic

Acid, 0.5 ml; 6.5 mg/ml Triiodothyronine, 0.5 ml; 그리고 50 mg/ml Gentamicin, 50 mg/ml

Amphotericin-B 등이 포함되었다. 세포는 일주일에 2회 배양액을 갈아주었으며, 37oC 5%

CO2 하에서 배양하였다

3. TNF-α와 IL-1β 등에 의한 세포 자극

실험을 위하여 2∼6 104 세포를 6 well plate에 분주한 후, 약 75∼90% 합류 (confluence)

를 이룬 상태에서 실험을 진행하였다. 자극 전 최소 12시간 동안 배양액의 모든 성장인자

와 호르몬 등을 배제한 기초배지 (BEGM)로 세포를 기아상태로 두어 발현을 최소화시켰

다. TNF-α (Sigma, Saint Louis, MI, USA)와 IL-1β (Sigma, Saint Louis, MI, USA)는 1% BSA

에 녹인 후 각각 10, 50 ng/ml의 농도로 6시간 동안 자극을 준 후 세포를 수확하였다. 수확

시에는 0.25% trypsin/0.01% EDTA (Bio-Whittaker, San Diego, CA, USA)를 이용하였다. 대조
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군에서는 TNF-α와 IL-1β 대신에 1% BSA를 동일한 양과 시간으로 처리하였다.

4. RNA preparation

모아둔 정상 중이점막과 중이염 수술 시 채취한 점막은 liquid nitrogen을 이용하여 얼린

후, lysis buffer하에 homogenizer로 분쇄시킨 후, Rneasy mini kit (Qiagen, Santa Clarita, CA.

U.S.A)를 이용하여, total RNA를 추출하였다. 또한 실험이 끝난 수확된 세포는 동일한 Kit

로 total RNA를 추출하였다.

5. RT-PCR

Random primer와 Superscript II RT (Life technologies, Grand Island, NY, U.S.A)를 이용하

여 1 g의 total RNA를 취하여 1st stranded cDNA를 만들었다. cDNA는 특정 유전자의 primers를

이용하여 중합효소연쇄반응 (PCR)시켰다. hBD-1 specific primer의 염기 서열은 5' : TTG-

TCTGAGATGGCCTCAGGTGGTAAC, 3' : TTTACTTCTGCGTCATTTCTTCTGG이며, hBD-2

specific primer는 5' -TTTGGTGGTATAGGCGATCC, 3'-ATGTCGCACGTCTCTGATGA였다.

또한 house keeping gene으로 사용된 beta 2-microglobulin (β2M)의 primer로 5' -CTCGCGCT-

ACTCTCTCTTTCTGG, 3'-GCTTACATGTCTCGATCCCACTTAA를 사용하였고, IL-8의 pri-

mer로 5'-ATGACTTCCAAGATGGCCGTGGCT, 3' -TCTCAGCCCTCTTCAAAACTTCTC를 사

용하였다. 중합효소연쇄반응의 조건은 DNA thermal cycler (MJ Reaserch, INC, Waltham,

MA, USA)를 사용하여 94oC에서 1분간 변성 (denaturation)시킨 후, 각 primer별로 다른 온도

로 결합(anealing)단계를 거쳐, 72oC에서 중합 (polymerization)의 3단계를 1주기로 하여 각각

25에서 35주기로 시행하였다. 주기 수는 각 primer의 증폭효율을 알아보기 위하여 각

primer별로 25주기부터 35주기까지 2주기씩 증가하여 증폭이 일정한 비율로 증가되는 주기

수를 정한 후 실험을 진행하였다. 결합 시 각 primer별 적정 결합온도 (TM)과 최종 산물의

염기 수는 다음과 같은데, hBD-1는 58oC와 200 bp, hBD-2는 60oC와 200 bp이고, IL-8의 경

우 55oC와 298 bp, β2M는 58oC와 335 bp이다. 증폭된 중합효소연쇄반응의 산물은 0.1

mg/ml의 ethidium bromide가 포함된 1.2% agarose gel에서 전기영동 하였으며, 각 PCR

product는 ABI PRISM genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A)를 이용해

염기분석을 시행하였다.

6. PCR 결과의 분석

Beta-microglobulin gene mRNA의 발현에 대한 상대적인 발현양을 densitometer (Molecular

dynamics, Sunnyvale, CA, U.S.A)를 이용하여 반정량적분석을 하였다. 특히 중이염에서 채

취한 점막의 결과는 IL-8 mRNA 발현 정도에 따른 hBD mRNA의 상대적인 양을 분석하여,

염증의 정도에 따른 차이를 비교하였다.
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III. 결 과

1. 정상 중이 상피의 hBD mRNA의 발현

중이 점막상피는 정상적으로 hBD-1과 hBD-2 gene mRNA이 발현됨을 확인하였다 (그림

1). 즉, 염증이 없는 정상인의 이관 주위에서 체취한 중이점막은 constitutive gene으로 알려

그림 2. 중이염 환자의 수술 시 체취한 중이 상피세포에서의 human
β-defensin 1과 2 mRNA에 대한 RT-PCR 소견. 정상 점막을 대조군

으로 비교할 때 만성 중이염 환자의 경우 β-defensin 1의 경우 전체

10명중 4명에서는 증가되었지만 나머지에서는 대조군과 큰 차이가

없었다. 이에 반해 hBD-2 mRNA의 발현은 모든 환자에서 뚜렷한

증가를 보였다. NL: normal, MEM: middle ear mucosa, β2M: beta
2 microglobulin.

그림 1. 정상 중이 상피세포에서의 RT-PCR에 의한 hBD-1과 2 mRNA 발현.
정상인의 이관 주위에서 채취한 중이점막은 constitutive gene으로 알려진

hBD-1 gene뿐만 아니라 주로 염증 등에 의해 유도되는 hBD-2 gene mRNA도

발현되었다 (NL MEM: normal middle ear mucosa).
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진 hBD-1 유전자뿐만 아니라 주로 염증 등에 의해 유도되는 hBD-2 gene mRNA도 발현되

었다. 또한 배양된 HEI-HMEEC 세포주에서도 동일하게 hBD-1 mRNA와 hBD-2 mRNA를

확인할 수 있었는데 이는 이 세포주에서 중이점막상피의 정상 분비기능이 보존되었음을

보여주었다. HBD-2 mRNA의 발현은 hBD-1 mRNA에 비해 같은 양의 mRNA의 상대적인

양이 더 적어 매우 소량의 hBD-2 유전자가 발현됨을 알 수 있었다.

2. 중이염 환자의 중이점막에서의 hBD mRNA의 발현

중이염에서의 hBD의 역할을 알아보고자, 중이염을 갖고 있는 환자의 중이점막을 채취하

그림 3. 중이염 환자의 중이 상피세포에서의 염증발현 정도에 따른

hBD-1 mRNA에 대한 RT-PCR 소견. hBD-1의 발현은 정상에 비해

약간 증가된 경우가 있었으나 IL-8 mRNA의 발현과는 연관을 보이

지 않았다. NL: normal, #: specimen number.

그림 4. 중이염 환자의 중이 상피세포에서의 염증발현 정도에 따른

hBD-2 mRNA에 대한 RT-PCR 소견. 정상에서는 거의 발현되지 않

았으나, 중이염 군에서는 대부분 hBD-2의 발현이 현저히 증가되었

다. 그러나 IL-8 mRNA의 발현과는 유의한 연관을 보이지 않았다.
NL: normal, #: specimen number.
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여, hBD-1과 hBD-2 mRNA의 발현을 알아보았다. 정상 점막을 대조군으로 비교할 때 중이

염환자의 경우 hBD-1의 경우 전체 10명 중 4명에서는 증가되었지만 나머지에서는 대조군

과 큰 차이가 없었다. 이에 반해 hBD-2 mRNA의 발현은 모든 환자에서 뚜렷한 증가를 보

였다 (그림 2). 그러나 IL-8 mRNA의 발현에 따라 상대적으로 비교한 hBD-1 mRNA와

hBD-2 mRNA 발현은 IL-8 mRNA의 발현 정도와 유의한 차이가 없었다 (그림 3, 4).

그림 6. 배양된 정상 중이상피 세포주에서 TNF-α로 자극 후 hBD-1
과 2 mRNA의 발현. 10, 50 ng/ml 농도의 TNF-α로 자극한 경우

hBD-2 mRNA는 현저히 증가된 발현을 보였으며, 이는 농도에 비례

하여 지속적으로 증가되었다. 이에 반해 hBD-1은 대조군에 비해 발

현의 차이를 보이지 않았다.

그림 5. 배양된 정상 중이상피 세포주에서 IL-1β로 자극 후 hBD-1,
2 mRNA의 발현. IL-1β는 HEI-HMEEC 세포주에서 hBD-1의 발현

에는 큰 영향을 주지 못하였으나, hBD-2의 발현은 증가시켰다. 즉

10, 50 ng/ml의 농도로 6시간 동안 자극을 주었을 경우 농도에 비례

하여 hBD-2 mRNA의 증가된 발현을 보였다.

8



3. 배양된 중이상피 세포주에서 hBD mRNA 발현의 조절

배양된 HEI-HMEEC 세포주에서 TNF-α와 IL-1β 등의 전구염증 사이토카인에 의한 hBD

mRNA의 발현정도를 비교하였다. TNF-α는 세포주에서 hBD-1 mRNA의 발현에 큰 영향을

주지는 못하였으나, hBD-2 mRNA의 발현은 증가시켰다. 즉 10, 50 ng/ml의 농도로 6시간

동안 자극을 주었을 경우 농도에 비례하여 hBD-2 mRNA의 증가된 발현을 보였다 (그림

5). IL-1β에 의한 자극에서도 TNF-α에서와 동일한 결과를 보였다. 즉 10, 50 ng/ml의 농도

로 자극할 경우 hBD-2 mRNA는 증가된 발현을 보였으며, 이는 농도에 비례하여 지속적으

로 증가되었다. 이에 반해 hBD-1 mRNA는 대조군에 비해 발현의 차이를 보이지 않았다

(그림 6).

IV. 고 찰

Defensin은 100개 이하의 아미노산으로 구성되는 작은 항균펩타이드 중 포유류에서 가장

대표적으로 발견되는 펩타이드이다. 대부분의 항균펩타이드와 같이 defensin도 표면에 양

이온을 띠고 있으며, 이러한 이유로 박테리아의 세포막에 풍부한 음이온을 띤 인지질에 선

택적으로 결합하여 세포막을 파괴시키는 반면, 고등동물의 세포막에는 음이온을 띠는 인

지질이 매우 적기 때문에 정상 세포의 손상은 피할 수 있게 된다13,14). 시험관에서 defensin

은 매우 광범위한 항균작용을 보이는데, 박테리아, 곰팡이, 그리고 일부 바이러스에 대해서

도 강력한 작용을 하는 것으로 알려졌다. 특히 식세포에 의해 잡아 먹힌 세균은 매우 고농

도의 defensin에 노출되어 파괴되며, 대부분의 염증세포도 많은 양의 defensin을 분비하여

항균작용을 한다. 특히 β-defensin은 상피세포에서 분비되어 매우 적은 양으로도 강력한

항균작용을 하는 것으로 알려져 있다. 지금까지 알려진 기능은 앞서 언급한 직접적인 항균

기능 외에도 염증반응 시 미분화된 수상세포 (dendrite cell)나 기억 T세포 등에 결합하여

일차 면역반응을 가동하는 데 중요한 역할을 한다. 또한 일부에서는 부신피질자극호르몬

의 수용체를 봉쇄하여, 급성 감염 시 부신 피질 호르몬의 분비를 줄이는 기능을 한다. 최근

에는 매우 극소량의 β-defensin이더라도 외부의 자극을 전달해주는 신호전달의 매개체로

서도 작용한다는 보고도 있다14). 이러한 다양한 defensin의 기능이 하나씩 알려지면서 특정

기관 혹은 조직에서 그의 역할에 대한 관심이 커지고 있다. 특히 호흡기 상피에서 처음 발

견된 hBD-1은 폐, 기관지, 이외의 상기도 점막상피에서 정상적으로 존재함이 확인되었고,

피부에서 처음 발견된 hBD-2도 정상적으로 대부분의 호흡 상피에서 그 mRNA의 존재가

확인되었다15). 본 연구의 결과는 중이 내 상피에서 β-defensin 1과 2의 mRNA가 존재한다

는 첫번째 보고라고 생각한다. 앞으로 단클론성항체를 이용한 연구 등을 통해 실제 펩타이

드의 존재여부를 확인해야 하는 과정을 거쳐야 할 것이지만, 중이상피에서 β-defensin
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mRNA의 존재만으로도 매우 중요한 의미를 갖는다고 생각된다. 중이상피는 대부분 호흡기

상피의 특성을 갖고 있으나, 가장 말초에 존재하며 직접 공기에 노출되는 다른 호흡기관과

는 대조적으로 이관을 통해서만 환기되기 때문에 이를 통과하는 공기는 이관에서 분비되

는 여러 분비물질을 통과하게 된다. 이 과정에서 이관에서 분비되는 물질 즉, lysozyme,

lactoferrin, surfactant protein, 그리고 sIgA 등에 의해 이관을 통과할 때 중이 내로 들어갈 수

있는 세균은 제거될 것으로 추정한다. 그러나 이 과정에서 제외되어 통과한 세균은 정상

중이점막이 갖고 있는 항균자연면역체계에 의해서 제거되어야 한다. 특히 중이강을 구성

하는 점막은 매우 적은 면역세포를 포함하고 있어 자연면역에 대한 의존율이 높을 것으로

기대되어 왔다
2). 따라서 이러한 가설들이 실제 β-defensin의 존재로 더욱 높은 지지를 받을

것으로 기대한다. 즉 중이상피가 defensin을 생성한다면, 분비된 defensin은 이관을 통과한

일부 세균 등의 항균작용을 담당할 것으로 생각한다. 또한 본 연구에서 사용한 중이점막이

이관 입구에 가까운 점막인 점을 감안할 때 이관 내의 상피에서도 많은 양의 β-defensin이

분비될 것으로 추정이 되나, 사람의 이관상피를 얻기가 매우 어렵기 때문에, 향후 측두골

연구 등을 통해 이를 확인해야 할 것으로 사료된다. 또한 중이 내각 부위에 따른 β-

defensin의 발현에 대한 연구도 의미있을 것으로 생각한다.

hBD의 발현 및 조절에 대해서는 아직도 논란이 있다. hBD-1의 경우 염증 등의 반응과는

무관하게 정상적인 경우에서도 생성이 되는 constitutive defensin으로 알려졌으며, 염증 등

의 영향은 거의 받지 않는 것으로 알려져 있다. 이에 반해 hBD-2는 정상적인 환경에서는

거의 발현이 되지 않으며, 급성 염증 등이 있는 경우 그 발현이 유도되는 inductive defensin

으로 알려져 있다15- 18) . 그러나 각 기관이나 조직에 따라 특징적인 차이를 보이는 것으로 생

각되어 각 부위별 연구의 필요성이 있다고 생각한다. 본 연구의 결과에 따르면, hBD-1의

경우 정상 중이점막에서 많은 양의 mRNA가 발견된 반면, hBD-2는 매우 소량의 mRNA가

존재함을 알 수 있었다. 그러나 염증이 있는 환자의 점막 내에서는 전체적으로 hBD-1

mRNA와 hBD-2 mRNA의 발현이 증가되었으나, hBD-2 mRNA는 전 예에서 뚜렷한 증가를

보인 반면, hBD-1mRNA의 경우는 일부에서만 증가를 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 in

vitro 연구에서도 확인이 되었는데, IL-1β나 TNF-α 등으로 자극을 준 후 hBD-2 mRNA는

뚜렷한 증가를 보인 반면, hBD-1 mRNA 발현은 거의 차이가 없음을 알 수 있었다. 즉 중이

점막상피에서 발현되는 defensin도 이미 알려진 다른 부위의 defensin과 일치된 조절을 보이

는 것으로 생각된다. 한편 일부 환자의 점막에서 hBD-1 mRNA의 발현이 증가된 이유는 확

실히 알 수는 없지만, 일반적인 염증반응 이외의 다른 인자에 의해 그 발현이 조절될 가능

성을 시사해 주는 소견이라 생각한다.

Krisannaprakornkit 등에 의하면 hBD-1 유전자 구조의 상류부에는 nuclear factor kB의 결

합부가 존재하지 않는 반면, bovine β-defensin의 경우에는 이들 전사인자결합부위가 존재

함을 보고하였다19). 그 결과 E. coli LPS나 TNF-α 등으로 사람의 치은상피세포를 자극하였
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을 경우, hBD-1의 발현은 증가되지 않은 반면, hBD-1과 매우 높은 상동관계를 가진

tracheal-derived antimicrobial peptides (TAP)는 소의 기관상피세포에서 동일한 사이토카인

등에 의해 증가발현 되었다. 또한 human β-defensin gene은 neclear factor-IL-6와 gamma

interferon consensus site를 갖고 있어 이들이 특정염증매개체들과 연계되어 hBD-1의 조절에

관여된다고 하였다. 그의 연구결과는 내독소나 특정 염증사이토카인에 의해 조절이 되지

않는다고 하여도 생체에서는 다른 성장인자, 스테로이드, 세포분화, 성장 등에 의해서 조절

될 수 있음을 제시하였다. 따라서 본 연구에서 hBD-1 mRNA가 일부에서 증가된 경우는 매

우 다양한 염증반응이 있을 것으로 생각되는 중이염 환자에서 특정 매개체나 성장인자 등

의 영향을 받았을 가능성이 있으며, 이에 대한 추가 연구가 필요하리라 생각한다.

HBD-2는 위에서 언급한 대로 inductive defensin이지만, 폐, 기관, 피부, 그리고 자궁 등에

서는 염증이 없는 정상 상태에서도 RNA 수준에서 발현되는 것으로 밝혀졌다
15 ,20 ,2 1). 본 연

구에서 정상 중이 상피는 적은 양이지만 hBD-2 mRNA의 발현을 확인할 수 있었다. 그러나

매우 예민한 RT-PCR로 확인된 이상 의미 있는 결론을 내리기에는 부족하다고 생각한다.

한편 hBD-2의 발현이 급성염증 시 유도된다는 임상 연구는 최근 폭 넓게 이루워지고 있

다7 , 12 ,22 ,2 3). 특히 피부와 폐 등에서 여러 물질-세균, 내독소, 사이토카인 등으로 자극을 주었

을 경우 그 발현이 증가됨이 확인되었다. 최근 Harder 등은 hBD-2가 건선환자의 피부에서

그 발현이 높게 증가됨을 보고하였고, 이 유전자는 피부 이외 폐, 기관 등의 호흡기 상피에

서 본질적으로 발현됨을 보고하였다15). 또한 염증 등의 존재하에서 높은 발현 조절을 보여

hBD-1보다 오히려 hBD-2가 소에서의 LAP 혹은 TAP의 역할을 대신한다고 주장하였다. 그

는 결론하기를 사람에서는 외부와 접촉이 가능한 부위의 대부분 상피에 hBD-1과 2가 존재

하며, 정상적인 환경과 염증 등의 환경에서 hBD-1과 2는 각각 역할을 분담하여 방어역할

을 하는 것으로 주장하였다. 본 연구에서 특별히 흥미로운 사실은 중이염 환자에서 hBD-2

mRNA의 뚜렷한 발현 증가는 관찰되었으나, 일반적인 염증의 정도의 척도가 되는 IL-8

mRNA에 대한 상대적인 발현 정도는 서로 연관되지 않았다. 이에 반해, HEI-HMEEC 세포

주에서는 Interleukin-1β나 TNF-α에 의해 자극 시 투여용량과 비례하여 발현이 증가되었

다. 이러한 차이는 in vitro와 in vivo의 차이 있을 수도 있으나, 전구염증매개체이외의 다른

성장인자나 특정 사이토카인 등에 의해 defensin이 조절될 가능성도 생각해 볼 수 있다고

사료된다. 따라서 보다 다양한 자극물질을 이용한 추가 연구가 필요할 것으로 생각한다.

현재까지 중이와 연관된 hBD의 발현 혹은 존재 여부에 대한 보고는 없었다. Bøe 등은

사람의 외이도와 고막에서 hBD-1 mRNA의 발현을 보고하였는데, RT-PCR을 이용하여 고

막의 긴장부, 이완부 및 심부 외이도 상피에서 hBD-1 mRNA가 발현됨을 확인하였다24). 그

러나 흥미로운 것은 in situ hybridization을 통해 고막의 내층 상피 즉, 중이강 쪽의 상피에서

는 hBD-1이 발현되지 않음을 확인하였다. 그는 이 연구의 결론으로 고막의 외이도쪽의 상

피와 외이도 피부상피에서 hBD-1이 발현됨은 외부환경으로부터 고막 및 중이강을 보호하
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기 위한 항균자연면역체계의 일환으로 설명하였다. 그러나 본 연구의 결과는 중이강을 구

성하는 중이 상피세포에서도 hBD-1 mRNA가 정상적으로 발현됨을 알 수 있었다. 이는 고

막의 내층 상피는 외부에 노출되 있지 않기 때문에 hBD-1과 같은 자연면역이 필요없을 것

이라는 그의 견해와는 상반되는 결과이다. 저자는 앞에서도 언급한 바와 같이 이러한 차이

는 비록 고막 혹은 그에 인접한 부위에서는 그 발현이 없거나 적을지라도 이관에 인접한

중이상피에서는 그의 발현이 절대적으로 필요한데 기인된다고 생각한다. 즉, 중이강이 비

록 외부에 직접 노출이 되어있지는 않지만 이관을 통해 지속적으로 환기가 되어 언제나

바이러스나 세균 등에 노출될 수 있음을 감안할 때, 반드시 hBD 등과 같은 방어체계가 필

요하다고 생각한다. 따라서 중이상피에서 hBD-1 혹은 hBD-2가 발현됨은 중이강의 기능을

유지하는데 필수적인 요소라고 생각한다.

이상의 결과를 종합해 볼 때, 사람의 중이강 내에는 매우 강한 항균자연면역체계가 존재

할 것으로 사료되며, 본 연구의 결과가 이 분야의 연구에 밑걸음이 되는 중요한 자료로 이

용될 것을 기대함과 동시에 중이염의 치료 및 예방의 발전에도 이용될 수 있으리라 사료

된다.

V. 결 론

정상 및 만성 중이염 환자의 중이점막과 정상 중이 상피세포에서 기원한 세포주 (HEI-

HMEEC cell line)에서의 hBD 유전자의 발현 및 조절에 대한 실험을 통해 다음과 같은 결

과를 얻었다.

1. 정상 중이점막에서 hBD-1 mRNA는 항상 일정하게 발현되었고, hBD-2 mRNA의 경우

미약하나마 발현됨을 알 수 있었다.

2. 염증반응이 존재하는 만성 중이염 환자에서 체취한 중이점막은 정상 중이점막에 비해

hBD-2 mRNA의 발현은 뚜렷이 증가되었으며, hBD-1의 경우 일부 환자의 점막에서만 약간

증가를 보였다. 한편 이러한 증가는 초기염증사이토카인의 발현 정도와는 유의한 차이를

보이지 않았다.

3. 정상 중이상피 세포주는 IL-1β와 TNF-α 등의 사이토카인에 의해 hBD-1 mRNA의 발

현은 영향을 주지 못 하였으나, hBD-2 mRNA의 발현은 현저히 증가시켰다.

이상의 결과로 hBD 유전자는 중이 내에 존재하며, 이 유전자들은 중이의 자연면역에 중

요한 역할을 할 것으로 사료된다. 특히 hBD-1 유전자의 경우는 염증 반응이 없는 경우에

중이의 방어역할을 담당할 것으로 생각되며, hBD-2 유전자의 경우는 염증 등에 의해 발현

이 유도됨을 알 수 있었다. 그러나 이러한 결과는 mRNA 수준에서 관찰되어 실제 이들 물

질이 분비되어 어떠한 역할을 하는지는 추후 계속 연구되어야 할 것으로 사료된다.

12



참 고 문 헌

1. Gates GA. Workshop on effects of otitis media on the child. socioeconomic impact of otitis

media. Am J Otoloaryngol 1989;10:124-31.

2. Lim DJ, Blustone CD, Caselbrant MC. Recent advance in otitis media. Ann Otol Rhinol

Laryngol 1998;107(10):50-5.

3. Lim DJ, Liu YS, Birck H. Secretory lysozyme of the human middle ear mucosa: immuno-

histochemical localization. Ann Otol Rhinol Laryngol 1976;85:50-60.

4. Park K, Lim DJ. Development of secretory elements in murine tubotympanum: lysozyme and

lactoferrin immuno-histochemistry. Ann Otol Rhinol Laryngol 1993;102:385-95.

5. Bevins CL, Martin PE, Ganz T. Defensin and innate host defence of the gastrointestinal tract.

Gut 1999;45:911-5.

6. Tomas G. Defensins and host defense. Science 1999;286:420-1.

7. Sconwetter BS, Stolzenberg ED, Zasloff MA. Epithelial antibiotics induced at sites of inflam-

mation. Sciece 1995;267:1645-8.

8. Bals R, Wang X, Wu Z, Freeman T, Bafna V, Zasloff M, et al. Human β-defensin is a

salt-sensitive peptide antibiotic expressed in human lung. J Clin Invest 1998;102:874-80.

9. McCray PB, Bentley L. Human airway epithelia express a β-defensin. Am J Resp Cell Mol

Biol 1997;16:343-9.

10. Wiedow O, Harder J, Bartels J, Streit V, Christophers E. Antileukoprotease in human skin:

antibiotic peptide constitutively produced by keratinocytes. 1998;248:904-9.

11. Weinberg A, Krisannaprakornkit S, Dale BA. Epithelial antimicrobial peptides. Review and

significance for oral applications. Crit Rev Oral Biol Med 1998;9:399-414.

12. Goldman MJ, Anderson GM, Stolzenberg ED, Kari UP, Zasloff M, Wilson JM. Human β-

defensin-1 is a salt-sensitive antibiotic in lung that is inactivated in cystic fibrosis. Cell

1997;88:553-60.

13. Chun YM, Lim DJ, Rhim JS. The immortalization of normal adult human middle ear epithelial

cell using the retrovirus containing E6/E7 genes of human papilloma virus type 16. Ann Otol

Rhinol Laryngol (In preparation).

14. Tomas G, Jerrold W. Antimicrobial peptides of phagocytes and epithelia. Seminars in Hemato-

logy 1997;34:343-54.

15. Harder J, Bartels J, Christophers E, Schroder JM. A peptide antibiotic from human skin. Nature

1997;26:387.

16. Diamond G, Russell JP, Bevins CL. Inducible expression of an antibiotic peptide gene in

lipopolysacharide-challenged tracheal epithelial cells. Biochemistry 1996;93:5156-60.

17. Jishu S, Guolong Z, Hua W, Christopher R, Frank B, Tomas G. Porcine epithelial β-defensin

13



1 is expressed in the dorsal tongue at antimicrobial concentrations. Am Soc Microb 1999;

67:3121-7.

18. John PR, Gill D, Alan PT, Thomas FS, Charles LB. Coordinate induction of antibiotic genes

in tracheal epithelial cells exposed to the inflammatory mediators lipopolysaccharide and tumor

necrosis factor alpha. Am So Microb 1996;64:1565-8.

19. Krisannaprakornkit S, Weinberg A, Perez CN, Dale BA. Expression of the peptide antibiotic

human β-defensin 1 in cultured gingival epithelial cells and gingival tissue. Infection and

Immunity 1998;66:4222-8.

20. Christina RT, Patricia AH, Benjamin BO, Erika VV, John LS, Jo WM, et al. β-defensin

expression in human mammary gland epithelia. Ped Research 2000;48:30-5.

21. Robert B, Xiaorong W, Zhongren W, Theresa F, Vineet B, Michael Z, et al. Human β-defensin

2 is a salt-sensitive peptide antibiotic expressed in human lung. Am Soc Clin Invest

1998;102:874-80.

22. Pradeep KS, Hong PJ, Kerry W, Jay H, Lide L, Barbara AD, et al. Production of β-defensins

by human airway epithelia. Medical Sciences 1998;95:14961-6.

23. Ofer L, Sara M, Eric E, Tomas G, Erika V, Stephen FC, et al. Impaired innate immunity

in the newborn neutrophils is deficient in bactericidal/permeability-increasing protein. Pediatrics

1999;104:1327-33.

24. Bøe R, Silvola J, Yang J, Moens U, Mccray PB, Stenfors LE, et al. Human β-defensin-1

mRNA is transcribed in tympanic memberane and adjacent auditory canal epithelium. Infection

and Immunity 1999;67:4843-6.

14



Abstract

Human β-defensin genes expression in normal and inflamed
middle ear epithelium

Young-Myoung Chun

Brain Korea 21 Proj ect f or Medical Sciences
The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Myung-Hyun Chung)

I believe that several secretory products such as lysozyme, lactoferrin, and other unknowns

might play an important role in protection against pathogen and maintenance of the immunity

in tubotympanum. Human β-defensin (hBDs) is antimicrobial peptides that may play a role

in mucosal defense. To define the role of defensin in middle ear cleft, I analized the

expression and regulation of two human β-defensin genes (hBD-1, hBD-2) in human middle

ear epithelial tissue and human middle ear epithelial cell line (HEI-HMEEC cell line) by

using RT-PCR. The normal human middle ear epithelium expressed hBD-1 mRNA but a

little hBD-2 mRNA. While hBD-2 mRNA was markedly up-regulated in inflamed middle

ear epithelium, the expressions of hBD-1 mRNA were slightly elevated in four cases of

ten inflamed middle ear mucosa, other of which were similar with those of control mucosa.

On the other hand, the pro-inflammatory cytokines such as TNF-α and IL-1β stimulated

the expression of hBD-2 mRNA, but not hBD-1 mRNA in HEI-HMEEC cell line.

The present study might be a first report to identify human β-defensin genes expression

at mucosal surface in human middle ear tissue and cell line. Moreover, these genes may

play an important role in maintenance of middle ear innate immunity. These data suggest

that in middle ear hBD-2 expression is induced by inflammation, whereas hBD-1 may serve

as a defense in the absence of inflammation. Furthermore, these results provide insights into

defining mechanisms of dysfunction of tubotympanum and allow better idea of its treatment

and prevention of otitis media.

Key Words: human β-defensin gene, otitis media, innate immunity, middle ear epithe-

lium, RT-PCR
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