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국문요약 

 

High mobility group box 1 (HMGB1)의 oligomerization이 

DNA chaperone과 DAMP로서 미치는 역할 규명 

 

 세포핵 단백질 high mobility group box 1 (HMGB1)은 대부분의 세포

에서 발현하고 있으며 핵에서 HMGB1은 DNA chaperone으로서의 역

할을 수행하지만 분비된 HMGB1은 염증 반응을 유발하는 염증 신

호의 매개자로서의 역할을 수행한다. HMGB1은 다양한 자극에 의해

서 oligomerization 되는 가능성을 바탕으로 DNA chaperone 혹은 

DAMP로서의 역할을 수행할 때 oligomer를 이루어서 작용 하는지 

조사하였다. 먼저 HMGB1의 DNA chaperone으로서의 역할을 

oligomerization 형태로 수행하는지를 살펴 보았다. Oligomer HMGB1

의 DNA에 결합 능력이 monomer 보다 강한지 EMSA를 통해 측정

한 결과 HMGB1의 oligomer가 monomer에 비해 DNA에 강하게 결합

하고 있음을 확인하였다. 다음으로 oligomerization된 HMGB1이 

monomer에 비해 DNA 손상을 더 효과적으로 막을 수 있는지 조사
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하였다. 이를 위해 HMGB1 monomer와 oligomer가 transfection된 

HMGB1이 knock out 된 mouse embryonic fibroblast (MEF) 세포로부터 

얻은 whole cell lysates를 DNase, 구리, 철 이온 등과 반응시켜 

chromosomal DNA 손상을 유도하였다. DNA fragmentation에 대해 

HMGB1의 DNA protective effect를 측정한 결과 HMGB1 oligomer 형

태가 monomer에 비해 DNA를 더 잘 protection 함을 확인할 수 있었

다. 다음으로 HMGB1 oligomerization의 danger-associated molecular 

pattern (DAMP)로서의 가능성을 알아보았다. 먼저, 면역반응을 유발

하는 다양한 pathogen-associated molecular pattern (PAMP)에 의해 

HMGB1이 oligomerization 되는지를 확인하였고, 그 결과 HMGB1의 

oligomerization이 다양한 PAMP의 농도에 의존적으로 증가됨을 확인

할 수 있었다. 다음으로 oligomerization된 HMGB1의 DAMP로서의 

역할을 조사해 보았다. LPS와 HMGB1을 pre-incubation하여 

oligomerization 시킨 실험군과 pre-incubation하지 않은 각각의 

HMGB1과 LPS 실험군을 마우스 대식세포주인 J774와 RAW264.7에 

처리한 후 생성된 TNF-α와 IL-6 양을 측정해 보았다. 그 결과 pre-

incubation 되지 않은 HMGB1에 비해 LPS와 pre-incubation 하여 
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oligomerization 시킨 HMGB1에 의해 TNF-α와 IL-6의 양이 매우 높

게 증가함을 확인할 수 있었다. 또한 그람양성 PAMP 분자인 LTA

를 이용하여서 실험을 수행해 본 결과 LTA 역시 pre-incubation 하

지 않은 HMGB1에 비해 LTA와 pre-incubation하여 oligomerization 시

킨 HMGB1과의 결합체가 TNF-α와 IL-6의 생산량을 증가시킴을 확

인할 수 있었다. 이러한 연구를 통해 HMGB1의 oligomerization은 핵 

내 HMGB1의 DNA chaperone으로서의 기능과 세포 밖으로 분비된 

HMGB1의 DAMP로서의 기능을 더욱 촉진 시킴을 확인할 수 있었

다. 

 

 

 

 

 

 

                                                                

핵심 되는 말: HMGB1, LPS, LTA, oligomerization, TNF-α, IL-6  
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High mobility group box 1 (HMGB1)의 oligomerization이  

DNA chaperone과 DAMP로서 미치는 역할 규명 

 

<지도교수 신 전 수> 

 

연세대학교 대학원 의과학과 

이 용 준 

 

 

Ⅰ. 서 론 

 

High mobility group (HMG) 단백질은 세포 내 핵에 풍부하게 존재하는 단

백질로 구조적으로나 화학적으로 유사한 superfamily를 이루며 DNA에 의

존하는 여러 과정에 있어서 구조적인 구성성분 (architetural element)으로써 

작용한다. HMG proteins은 ‘AT-hooks’ 를 가지는 HMGA와 ‘nucleosome 

binding domain’ 를 가지는 HMGN, 두 개의 fuctional motif인 ‘A box와 B box’ 

를 가지는 high mobility group box  (HMGB) 이렇게 세 개의 family로 구성

되어 있다. HMG proteins는 DNA와 뉴클레오좀 (nucleosome)에 결합하여 염

색질섬유 (chromatin fiber)의 구조적 변화를 유발하여 DNA의 전사, 면역, 
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재조합, 손상회복 등의 다양한 과정에 관여한다. HMG 단백질의 기능은 

특정 조절인자와의 상호작용이나 염색질의 subset에 특이적으로 작용할 수 

있는 능력에 따라 결정된다1-7
. 그 중에서도 HMGB1은 DNA의 bending 

activity를 조절하거나 DNA repair process에 관여하거나 transcription factor와

의 상호작용을 통해서 transcription을 조절하는 작용을 한다8
.    

HMGB1 은 거의 모든 진핵세포에 존재하는 핵단백질로 215개의 아미노

산으로 이루어져 있다. HMGB1은 DNA와 상호작용하는 HMG box 부위에 

속하는 A box와 B box, 그리고 산성을 띠는 C tail 부위로 이루어져 있다9
. 

이러한 HMGB1의 A box와 B box부위는 염기성의 lysine과 arginine 잔기들

이 존재하며, C tail 부위는 산성을 띄는 aspartic acid과 glutamic acid 잔기들

을 다수 가지는 강한 양 극성을 띄는 특성의 단백질이다. HMGB1은 핵에

서 DNA의 minor groove에 결합하여 유전자의 전사, 번역 그리고 재조합 

등을 조절하는 역할을 수행한다10-12
. HMGB1은 염색질의 구조를 조절함으

로써 DNA의 손상회복을 조절하는 것으로도 알려져 있다. HMGB1은 단일

가닥이나 이중나선 또는 코일형태의 DNA에는 작은 결합력으로 결합하고 

교차된 형태나 변형된 형태의 DNA에는 높은 결합력으로 결합한다. 이렇

게 결합한 형태의 HMGB1은 선형구조의 DNA를 구부리거나 고리의 형태

로 변형 시킨다고 알려져 있다. 또한 HMGB1은 UV 손상에 의해 유발되

는 histone의 아세틸화에서 중요한 역할을 수행한다. 
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핵 내에 존재하는 HMGB1은 LPS와 같은 내독소 (endotoxin)에 의해서 

활성화된 대식세포 혹은 세포자멸사 (apoptosis)에 의해 능동적으로 분비되

거나, 세포괴사 (necrosis)를 일으키는 세포에서 수동적으로 분비되어 

damage-associated molecular patterns (DAMPs) 신호 분자로 작용한다13
. 분비

된 HMGB1은 단핵구 (monocyte)를 자극하여 TNF-α, IL-1, IL-1β, IL-6, IL-8

과 같은 전 염증성 사이토카인의 합성을 자극하여 염증반응을 유도하며14-

15
, 면역반응에 관여하는 면역 세포들을 모이게하는 화학주성 (chemotaxis)

의 역할도 수행한다15-17
. 그 외에도 분비된 HMGB1은 인간 상피 세포

(human epithelial cell)로부터 adhesion molecule의 발현을 증가시킨다18-19
. 이

렇게 세포 밖으로 분비된 HMGB1은 Toll-like receptors (TLRs), receptor for 

advanced glycation end products (RAGE)등의 receptor에 결합하여 NF-B 활성

화를 유도하고 핵 내로 전좌 (translocation) 시켜서 염증성 사이토카인 발

현을 증가시킨다20
. 또한 HMGB1이 LPS와 상호작용하여 시너지효과를 일

으킨다21-24
. 세포 자극 시 분비되어 염증반응을 촉진하는 HMGB1은 최근 

여러 가지 질환의 치료용 표적물질로서 인식되고 있다. 즉, 새로운 패혈증 

치료제 개발에 있어 주요 표적물질로 HMGB1이 제시되고 있으며, 균혈증 

이외에 류마티즘의 염증 질환 치료에도 HMGB1의 중요성이 강조 되고 있

다. 세포핵 단백 HMGB1은 정상적인 상태에서는 핵에 존재하여 뉴클레오

좀을 안정화 시키고, 전사, 번역, 재조합, 손상회복 등에 관여하는 단백질
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이지만 자극에 의해서 밖으로 분비된 HMGB1은 그람 음성 세균 혹은 양

성 세균에 의한 감염 시 균혈증의 중개인자로 작용하여 심한 염증반응을 

유발하여 사망에 이르게 한다. 

세포 내에 존재하는 단백질들은 기능을 더 효율적으로 수행하기 위해서 

60% 정도의 단백질들이 세포 내에서 oligomer의 형태로 존재하며, homo- 

혹은 hetero-oligomer의 형태로 기능을 수행한다25
. HMGB1 유사단백질로 

알려진 사이토카인 S100B calcium binding protein의 경우 주로 뇌 성상세포

에서 합성되는 단백질로 세포 밖으로 분비 시 사이토카인과 같은 역할을 

하여 뇌 염증반응에 관여하는 단백질로, RAGE 수용체를 통한 신호전달을 

할 때 tetramer의 형태로 RAGE와 결합하여 기능을 수행 하며, 세포에서도 

테트라머화 된 S100B 단백질은 세포 성장이나 사멸 유지에 매우 중요하

게 관여한다26
. 활성화되는 대식세포와 비만세포에서 분비되며, 박테리아

에 의해 야기되는 면역질환에 중요한 역할을 하는 galectin-3 역시 HMGB1

처럼 LPS와 상호작용을 하며, LPS에 의해 oligomerization 되고, LPS를 해체

시켜서 galectin-3 oligomer와 LPS의 복합체가 CD14를 모집하여 호중성 백

혈구를 활성화시킨다27
. 많은 수용성 단백질과 막 단백질들은 homo-

oligomeric complex를 형성하여 다양한 경로에서 다양성과 특이성을 유도

하며, 유전자의 발현을 유도하거나 조절하며, 효소나 이온 채널, 그리고 

수용체 활성에 관여하거나 세포의 부착에도 중요한 영향을 미친다28
. 또한 
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다른 oligomer 상태로의 구조적 변화는 단백질의 활성을 조절하거나 서로 

다른 경로 사이에서 스위치 역할을 수행한다. 

LPS는 지질과 공유결합으로 이루어진 다당류 (polysaccharide)로 구성되

어 있다. 이러한 LPS는 내독소를 가지며 동물모델에서 강한 면역반응을 

유발한다. LPS는 그람음성박테리아의 대표적인 pathogen-assosiated 

molecular pattern (PAMP)으로써 감염이나 염증성 질병에서 강한 면역반응 

유발자로  작용한다29
. LPS는 TLR4를 통하여 신호를 전달하여 강한 염증

반응을 유발한다30
. LPS는 lipopolysaccharide binding protein (LBP)에 의해서 

CD14으로 전달되고 다시 TLR4로 전달되는 일련의 과정들은 잘 알려진 

LPS-TLR4의 경로이다31
. 이렇게 전달된 신호가 p65와 p50을 핵내로 이동

시키고 이 subuint들이 타겟 전사인자에 결합하고 이로 인해 TNF-α나 

iNOS, IL-6등의 염증을 유발하는 염증성 사이토카인을 발현하여 강한 염

증반응이 일어나게 한다32-34
. LTA는 그람 양성 세균의 대표적인 PAMP로써 

두꺼운 펩티도글리칸 층을 가지고 있고 세포벽에는 teichoic acid이라고 하

는 산성 다당이 존재한다. Teichoic acid는 glycerophosphoric acid 또는 ribitol 

phosphoric acid를 가지는 모든 세포벽, 세포막, 캡슐 중합체에 포함되어 있

다35-37
. Teichoic acid는 음전하를 띄기 때문에 세포 표면 전체가 음전하를 

갖는데 일정부분 기여하며, 세포벽을 통한 이온의 통과에 효과적인 역할

을 수행한다. glycerol을 함유하는 산들은 그람 양성세균의 막 지질과 결합
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하는데 teichoic acid이 지질과 치밀하게 결합되어 있기 때문에 이들을 LTA 

라고 한다38
. LTA는 숙주세포의 표면 물질인 섬유 결합소 (fibronectin), 알

부민, 지방산 (fatty acid) 또는 막인지질 (membrane phospholipid) 또는 CD14 

나 TLR 등의 분자를 통하여 숙주세포에 결합하는데 중요한 역할을 담당

한다39-41
. 이러한 결합을 통해서 조직 손상을 활성화 시키고 패혈성 쇼크

를 더욱 증가시켜 그람 양성박테리아의 감염에 중요한 역할을 한다42
. 또

한 그람 음성박테리아의 LPS를 CD14에 전달하는 LBP는 LPS 뿐만 아니

라 LTA에도 결합하여 CD14에 전달하여 TLR2 매개 염증반응을 일으킨다

43-44
.  

본 연구에서는 oligomerization을 이룬 HMGB1이 핵 내에서 DNA 손상에 

관여하여 DNA를 보호하는 구조적인 DNA chaperone으로서 monomer 형태

의 HMGB1보다 효과적인 역할을 수행할 수 있는지의 여부와 세포 밖에서 

TLRs의 리간드와 결합하여 oligomer를 형성함으로써 TLRs의 신호전달을 

보다 효과적으로 증폭 시킬 수 있는지의 여부를 통해 HMGB1 

oligomerization의 역할을 살펴보고자 하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 재료 

HMGB1 단백질은 pRSET-B (BD Clontech, Palo Alto, USA) 플라스미드 

(plasmid)에 사람 HMGB1 전체 염기서열을 클로닝 (cloning)하여 

Escherichia coli pLysE (Novagen, Darmstadt, Germany)에서 발현시킨 뒤 Ni
2+

-

NTA column으로 정제하여 사용하였다. 순수 정제된 재조합 단백질은 

Triton X-114를 이용하여 내독소를 제거하였다45
. 항체는 anti-HMGB1 

antibody (Abcam, Cambridge, UK), anti-His tag antibody (Abcam, Cambridge, UK), 

anti-Myc tag antibody (Cell signaling technology, Danvers, MA, USA)를 사용하였

다. HMGB1-myc 플라스미드는 pCMV-myc (BD Clontech, Palo Alto, USA) 플

라스미드에 HMGB1 전체 염기서열을 클로닝하여 제작하였다. HMGB1 

C106A-myc은 HMGB1-myc을 주형 (template)으로 프라이머 (primer) 5’-GCC 

TCC TTC CTC TTC GCC TCT GAG TAT CGC CC-3’ (forward) 및 5’-GGG CGA 

TAC TCA GAG GCG AAG AGG AAG AAG GC-3’ (reverse)를 이용하여 

QuikChange site-directed mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA)의 

manufacture’s protocol에 따라 106 번째 cysteine을 alanine으로 치환하여 제

작하였다. HMGB1 dimer인 HMGB1-HMGB1-myc은 플라스미드는 HMGB1-

myc을 주형으로 HMGB1 primer를 이어 붙여서 제작하였다. TNF-α ELISA 
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kit은 Ebioscience (San Diego, CA, USA)에서 구입하였다. IL-6 ELISA kit은 

Biolegend (San Diego, CA, USA)에서 구입하였다. LTA와 HMGB1과의 관계 

실험에 사용된 Staphylococcus aureus (S. aures)와 Bacillus subtilis 

(B.subtilis)(내독소 양,  0.01 EU/μg)은 InvivoGen (San Diego, CA, USA)에서 

구입하였다. 

 

2. 실험 방법  

가. 세포배양 

대식세포주인 RAW264.7 세포나 J774 세포를 T75 flask에서 10% FBS가 포

함된 RPMI 1640를 배양액으로 하여 37 
o
C, 5% CO2 incubator에서 배양하였

다. RAW264.7 세포나 J774 세포를 계대배양 할 떄 버퍼를 사용하여 떼어

주지 않고 scraper를 사용하였다. MEF 세포는 T75 flask에서 10 % FBS 

DMEM으로 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 

 

나. HMGB1 oligomerization  

DNA와의 결합력을 확인하기 위하여 HMGB1 WT을 oligomerization 할 때 

Cu
2+

 10 μM, H2O2 10 μM을 HMGB1과 함께 37℃에서 24시간 incubation 한 

후 dialysis tubing bag을 이용하여 1 x PBS로 buffer를 교환하였다. 리간드에 

의한 HMGB1의 oligomerization 여부를 확인하기 위하여 HMGB1을 리간드
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와 함께 17시간 pre-incubation한 후 western blot을 수행하였다. Western blot

을 수행하기 위해 1 μg의 HMGB1을 LPS, CpG, poly(I:C)는 1 ng, 10 ng, 100 

ng, 1 μg의 농도로 실험을 수행하였다. 

 

다. Western blot 

 단백질의 구조가 깨지지 않도록 non-denature용 sample buffer를 사용하였

다. 1차 항체로 HMGB1에 반응하는 항체를 1:3000의 비율로 사용하며 2~3

시간 정도 반응시킨 후 TBST (Tween 0.1%)로 5분씩 3-4회 세척 하였다. 2

차 항체로는 1차 항체에 반응하는 마우스나 토끼 또는 염소에서 유래된 

항체를 사용하며 1:3000으로 1시간 정도 반응시키고 난 후 TBST로 5분씩 

3-4회 세척 하였다. 이후 ECL 용액을 사용하여 발광시킨 후 film을 현상

하였다. 

 

라. EMSA  

HMGB1과 DNA의 결합력을 확인하기 위하여 genomic DNA는 HMGB1이 

결손된 MEF 세포 혹은 MEF WT을 RIFA buffer로 용해시켜서 whole cell 

lysate를 이용하였다. DNA와 HMGB1의 결합력을 확인하기 위해서는 1.8% 

agarose gel을 사용하였다. 외부의 스트레스나 DNase에 의한 DNA의 절단

으로부터 보호하는 HMGB1의 역할을 알아보기 위해서는 HMGB1이 결손
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된 MEF 세포 whole cell lysate에 HMGB1을 transfection 시킨 후 DNase 나 

Fe
2+

, Cu
2+

, H2O2처리 후 10분간 반응시켰다. Protease를 처리하여 50℃에서 3

시간 반응시켰다. 다시 RNase를 처리한 후 50℃에서 1시간 반응시키고 

DNA dye로 염색한 후 전기영동을 수행하였다. 

 

마. Transfection 

HMGB1이 결손된 MEF 세포 (HMGB1
-/-

 MEF)에 HMGB1 monomer 및 

HMGB1:HMGB1 플라스미드를 electroporator를 이용하여 transfection을 수

행하였다. 1 x 10
6 
HMGB1

-/-
 MEF 세포를 100 μg의 suspension buffer에 풀어준 

후 2 μg의 DNA를 10 분간 반응시킨 후 1350 V에 30 ms로 전기충격을 주

었다. Transfection이 끝난 세포는 6-well plate에 배양하였다.  

 

바. IL-6 assay 

HMGB1에 의한 synergy effect를 분명히 하기 위해 LPS 0.7 ng, LTA 600 ng을 

HMGB1 1 μg과 함께 혹은 단독 처리하여 각각 17시간 pre-incubation하거나 

1시간 pre-incubation 한 후 RAW264.7 세포나 J774 세포에 처리하고 20시

간 후에 상층액을 분리하여 IL-6 생성을 측정하였다. RAW264.7 세포나 

J774 세포를 24-well plate에 옮긴 후 preincubation된 HMGB1-LPS mixture나 

HMGB1-LTA mixure를 처리하였다. IL-6를 측정하기 위하여 20시간 후 세포
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배양 상층액을 회수하여 ELISA를 수행하였다. IL-6의 포획 항체 (capture 

antibody)를 96 well plate에 1:250으로 희석시켜서 코팅 한 후 4℃에서 17시

간 반응시켰다. 반응 후 PBST (0.1 % Tween 20)로 3회 세척했다. 3 % BSA로 

blocking 한 후 상온에서 2시간 반응시켰다. RAW264.7 세포나 J774 세포의 

상층액을 처리한 후 상온에서 2시간 반응시켰다. PBST로 3회 세척 한 후 

검출 항체 (detection antibody)를 처리하고 상온에서 한시간 반응시켰다. 

PBST로 3회 세척 후에 avidin-HRP를 처리하고 상온에서 30분 반응시켰다. 

TMB 용액으로 10분간 반응시킨 후 2.5 N H2SO4 50 μl로 반응을 정지시킨 

후 450 nm에서 O.D를 측정하였다. 

 

사. TNF-α assay 

HMGB1에 의한 synergy effect를 분명히 하기 위해 LPS 0.7 ng, LTA 600 ng을 

HMGB1 1 μg과 함께 혹은 단독 처리하여 각각 17시간 pre-incubation하거나 

1시간 pre-incubation 한 후 RAW264.7 세포나 J774 세포에 처리하고 20시

간 후에 상층액을 분리하여 TNF-α 생성을 측정하였다. RAW264.7 세포나 

J774 세포를 24-well plate에 옮긴 후 preincubation된 HMGB1-LPS mixture나 

HMGB1-LTA mixure를 처리하였다. TNF-α를 측정하기 위하여 20시간 후 세

포배양 상층액을 회수하여 ELISA를 수행하였다. TNF-α의 포획 항체를 96 

well plate에 1:250으로 희석시켜서 코팅 한 후 4℃에서 17시간 반응시켰다. 
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반응 후 PBST로 3회 세척했다. 3 % BSA로 blocking 한 후 상온에서 2시간 

반응시켰다. RAW264.7 세포나 J774 세포의 상층액을 처리한 후 상온에서 

2시간 반응시켰다. PBST로 3회 세척 한 후 검출 항체를 처리하고 상온에

서 한시간 반응시켰다. PBST로 3회 세척 후에 avidin-HRP를 처리하고 상

온에서 30분 반응시켰다. TMB 용액으로 10분간 반응시킨 후 2.5 N H2SO4 

50 μl로 반응을 정지시킨 후 450 nm에서 O.D를 측정하였다. 
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Ⅲ. 결 과 

 

1. HMGB1 monomer와 oligomer의 DNA binding affinity 

HMGB1의 monomer form 과 oligomer form의 DNA 결합력을 확인한 결과 

HMGB1 monomer 와 HMGB1 oligomer form 둘 다 농도에 의존적으로 DNA

와의 결합이 증가함을 확인하였다. 그리고 HMGB1의 monomer form 보다 

oligomer form이 더 강하게 DNA와 결합함도 확인하였다 (그림 1A). 

HMGB1은 106번째 cysteine을 매개로 하여 disulfide를 이루고 이를 통해서 

oligomer form을 이루기 때문에 disulfide bond를 이루는 것을 막기 위해서 

106번째 cystein을 alanine으로 치환 시킨 후 HMGB1 C106A 단백질을 

HMGB1 wild type과 비교하여 binding affinity를 확인하였다. 그 결과 

HMGB1 C106A form과 wild type 둘 다 농도에 의존적으로 결합이 증가함 

확인 하였고 HMGB1 C106A보다 wild type의 HMGB1이 더 강하게 DNA와 

결합함을 확인하였다 (그림 1B). 이러한 결과로 HMGB1의 oligomerization

은 106번째 cystein을 통해서 이루어지며 oligomerization된 HMGB1이 더 

강한 affinity로 DNA에 결합하고 그로 인해 더 효과적인 DNA chaperone으

로써 역할을 수행할 것을 예측할 수 있었다.  
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그림 1. HMGB1 monomer와 oligomer의 DNA binding affinity. A. DNA 2 μg과 

0, 1, 3, 5, 7, 9 μg의 HMGB1 monomer form과 HMGB1 oligomer form을 2시간 

pre-incubation 한 후 1.8% agarose gel에 loading하여 DNA와의 결합력을 확

인하였다. B. DNA 2 μg과 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 μg 의 HMGB1 C106A form 과 

HMGB1 monomer를 2시간 pre-incubation 한 후 1.8 % agarose gel에 loading

하여 DNA와의 결합력을 확인하였다.  
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2. HMGB1 monomer와 oligomer의 DNA protecting ability 

HMGB1 monomer 와 oligomer의 DNA 손상 방지 능력을 확인하기 위하

여 wild type (WT) MEF 세포와 HMGB1
-/-

 MEF 세포를 lysis한 whole cell 

lysate를 사용하였다. DNase를 처리하여 HMGB1의 DNA 손상 방지 능력을 

확인한 결과 HMGB1
-/-

 MEF 세포에서 얻은 whole cell lysate에서는 DNase 

0.1 unit 부터 DNA가 손상을 입어 fragmentation 되는 데 반해 WT MEF 세

포 에서는 DNase 0.1 unit 까지 DNA fragmentation이 억제 되다가 DNase 1 

unit에서야 비로소 DNA가 fragmentation 됨을 확인하였다 (그림 2A). 세포

주에 의한 차이를 배제하고 HMGB1의 monomer와 olgomer를 비교하기 위

해 HMGB1
-/-

 MEF 세포에 empty vector와 myc-HMGB1 vector 그리고 myc-

HMGB1-HMGB1 vector를 transfection 한 후 각각의 whole cell lysate에 

DNase를 처리하고 전기영동을 시행하였다. 그 결과 empty vector가 

transfection된 whole cell lysate에서는 DNase 0.2 unit 부터 DNA 손상에 의한 

framentation이 관찰되는데 반해 myc-HMGB1이 transfection된 whole cell 

lysate에서는 DNase 0.5 unit부터 DNA의 fragmentation이 관찰되었으며 myc-

HMGB1-HMGB1이 transfection된 whole cell lysate에서는 DNase 1 unit부터 

DNA의 fragmentation이 관찰되었다 (그림 2B). 이러한 결과는 HMGB1은 

DNase에 의한 DNA의 손상으로부터 DNA를 보호하여 DNA가 

fragmentation 되는 것을 막고 HMGB1의 monomer보다 oligomer가 보다 효
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과적으로 DNA의 손상으로부터 DNA를 보호할 수 있다는 것을 제시한다. 
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그림 2. HMGB1 monomer와 oligomer의 DNA protecting ability. A. WT MEF 

[MEF (+/+)] 와 HMGB1
-/-

 MEF [MEF (-/-)]세포에서 얻은 whole cell lysate에 

DNase를 0.01, 0.1, 1 unit으로 처리한 후 1.8 %의 agarose gel에 전기영동 한 

후 HMGB1의 DNA 보호효과를 확인하였다. B. HMGB1
-/-

 MEF 세포에 

empty, myc-HMGB1, myc-HMGB1-HMGB1 플라스미드를 transfection 한 후 

각각의 whole cell lysate에 DNase를 0.2, 0.5, 1 unit으로 처리한 후 1.8 %의 

agarose gel에 전기영동하여 DNA degradation을 확인하였다.  
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3. Fe
2+와 Cu

2+
 그리고 H2O2에 의해 유발되는 DNA fragmentation에 대한 

HMGB1의 DNA protecting ability 

Oxidative 손상에 의한 DNA fragmentation에 HMGB1의 보호효과를 알아

보기 위해 HMGB1
-/-

 MEF 세포에 empty, myc-HMGB1, myc-HMGB1-HMGB1 

플라스미드를 transfection 한 후 Fe
2+와 Cu

2+로 oxidative 손상을 주고 DNA 

fragmentation 되는 정도를 확인하였다. 그 결과 Fe
2+와 Cu

2를 H2O2와 함께 

처리하였을 때 유발된 DNA의 fragmentation을 oligomer가 효과적으로 보호

하여 DNA fragmentation이 감소하였다 (그림 3A와 B). 이러한 결과를 통해 

Fe
2+와 Cu

2+를 H2O2와 함께 처리해 주었을 때 발생되는 hydroxy radical에 

의해 일어나는 DNA oxidative 손상을 HMGB1이 막고 그 효과는 HMGB1 

oligomer가 더 효과적으로 작용함을 확인하였다. 
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그림 3. Fe
2+와 Cu

2+
 그리고 H2O2에 의해 유발되는 DNA fragmentation에 대

한 HMGB1의 DNA protecting ability. A and B. HMGB1
-/-

 MEF 세포에 empty,  

myc-HMGB1, myc-HMGB1-HMGB1 플라스미드를 transfection 한 후 Fe
2+와 

Cu
2+

 를 H2O2와 함께 각각 37 ℃에서 10 mM로 한 시간 처리한 후 1.8 % 

agarose gel에서 DNA가 fragmentation 되는 정도를 확인하였다.  
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4. 다양한 리간드에 의한 HMGB1의 oligomerization 

세포 밖의 HMGB1은 TLRs의 리간드와 결합하여 complex를 이루고 

oligomerization을 형성함으로써 보다 synergistic한 역할을 할 것으로 예상

된다. 이를 확인하기 위해 먼저 각각의 HMGB1과 결합하는 TLR 리간드

에 대하여 HMGB1이 oligomerization 되어 결합하는 지를 확인하였다. LPS, 

CpG, poly(I:C)를 각각 HMGB1과 반응시킨 후 HMGB1의 oligomerization 여

부를 관찰하였다. 그 결과 37℃ 혹은 상온에서 HMGB1과 리간드들을 

incubation 시켰을 때 리간드의 농도에 의존적으로 HMGB1의 oligomer가 

증가하였다 (그림 4A 및 B). 이러한 결과들을 통해 HMGB1은 TLRs의 리

간드에 의해서 리간드의 농도에 의존적으로 oligomerization이 됨을 확인하

였다.  
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그림 4. 다양한 리간드에 의한 HMGB1의 oligomerization. A 및 B. LPS, CpG, 

poly(I:C) 0, 1, 10, 100 ng, 1 μg을 각각 HMGB1 1 μg과 섞어 37℃ (A) 혹은 상

온 (B)에서 밤새 반응시키고 HMGB1이 oligomerization 되는 정도를 확인

하였다.  
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5. LPS에 의한 신호 전달에 있어서 HMGB1의 synergistic effect 

LPS와의 pre-incubation에 의해 oligomerization을 이룬 HMGB1이 LPS의 

신호전달에 있어서 보다 효과적으로 작용할 수 있도록 LPS의 신호 증폭

자로서 작용할 것으로 예상되므로 이를 확인하기 위해 HMGB1을 LPS와 

상온에서 pre-incubation 시킨 후 면역세포에 처리하고 이때 분비되는 

TNF-α와 IL-6의 양을 비교해 보았다.  

그 결과 소량의 HMGB1 단독으로 혹은 LPS 단독 처리는 TNF-α의 분비

가 적었으나, LPS를 HMGB1과 상온에서 17시간 pre-incubation 한 후 J774 

세포에 처리하였을 때 분비되는 TNF-α의 양은 LPS 단독에 비해 급격하게 

증가함을 확인할 수 있었다. LPS와 17시간 pre-incubation한 것이 1시간 

pre-incubation것에 비해 훨씬 효과적으로 TNF-α 및 IL-6의 생성을 증가시

키는 것을 확인할 수 있었다 (그림 5A 및 B). 이와같은 현상은 다른 마우

스 대식세포주인 RAW264.7 세포에서도 유사한 결과를 나타내었다 (그림 

5C 및 D). 이러한 결과는 TLR4의 리간드인 LPS에 의해 발생되는 신호전

달을 HMGB1이 증폭하여 신호 증폭자로서 역할을 하며 이는 HMGB1이 

LPS와 결합하여 complex를 이루는 과정에서 oligomer를 이룸으로써 보다 

효과적인 염증반응을 나타냄을 보여준다. 
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그림 5. LPS에 의한 신호 전달에 있어서 HMGB1의 synergistic effect. A 및 

B. J774 세포에 LPS 0.7 ng을 단독, HMGB1 1 μg 단독, LPS 0.7 ng 및 

HMGB1 1 μg을 함께 섞은 후 17 시간 혹은 1 시간 pre-incubation 하여 처

리하였다. 20시간 후에 상등액을 따서 TNF-α 및 IL-6 생성을 측정하였다. 

C 및 D. RAW264.7 세포에 위와 마찬가지 조건으로 처리하고 TNF-α 및 

IL-6의 생성을 측정하였다.  
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6. LTA에 의한 신호 전달에 있어서 HMGB1 의 synergistic effect 

앞에서 HMGB1이 TLR4의 리간드인 LPS와 결합하여 LPS에 의해 발생

되는 신호전달을 HMGB1이 LPS와 결합하여 oligomer를 이루듯이 그람 양

성의 대표적인 PAMP 분자인 LTA에 대한 영향도 확인하였다. 이를 위하

여 HMGB1을 LTA와 상온에서 pre-incubation 시킨 후 면역세포에 처리하

고 이때 분비되는 TNF-α와 IL-6의 양을 비교해 보았다. 

 그 결과 LPS 실험에서와 마찬가지로 HMGB1이 단독으로 J774 세포에 

처리되었을 때 낮은 수준의 TNF-α를 분비함을 확인하였고 S. aureus LTA 

(sLTA)를 HMGB1과 상온에서 17시간 pre-incubation 한 후 J774 세포에 처

리하였을 때 분비되는 TNF-α의 양은 sLTA 단독에 비해 급격하게 증가 함

을 확인하였다. 이는 TLR2의 리간드인 LTA에 의해 발생되는 신호전달을 

HMGB1이 증폭하여 나타나는 것이라고 할 수 있겠다 (그림 6A). IL-6 생

성에서도 sLTA를 HMGB1과 상온에서 17시간 pre-incubation 한 후 J774 세

포에 처리하였을 때 sLTA 단독에 비해 급격하게 증가함을 확인할 수 있

었다 (그림 6B). 이와 같은 현상은 다른 마우스 대식세포주인 RAW264.7 

세포를 통해서도 유사한 결과를 나타내었다 (그림 6C 및 D). 다른 그람 

양성균인 B. subtilis LTA (bLTA)의 경우에도 sLTA와 유사하게도 bLTA에 

HMGB1 첨가 반응시 TNF-α 및 IL-6의 생성이 sLTA 처리 때와 유사하게 

관찰되었다 (그림 7). 이상의 결과로 TLR2의 리간드인 LTA에 의해 발생
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되는 신호전달은 HMGB1이 존재할 경우 LTA 분자와 complex를 형성하여 

효율적으로 TLR2 수용체에 전달함으로 나타나는 것임을 예상 할 수 있었

다. 
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그림 6. S. aureus 유래 LTA에 의한 신호 전달에 있어서 HMGB1의 

synergistic effect. A-D. sLTA 단독 혹은 HMGB1 1 μg 단독, sLTA와 HMGB1 

1 μg을 함께 17시간이나 1시간 pre-incubation 한 후 J774 세포 (A, B) 혹은 

RAW264.7 세포 (C, D)에 20시간 처리한 후 상등액을 따서 TNF-α (A, C) 

및 IL-6 (B, D)를 측정하였다.  
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그림 7. B. subtilis 유래 LTA에 의한 신호 전달에 있어서 HMGB1의  

synergistic effect. A-D. B. subtilis LTA (bLTA) 단독 혹은 HMGB1 1 μg 단독, 

bLTA와 HMGB1 1 μg을 함께 17시간이나 1시간 pre-incubation 한 후 

 J774 세포 (A, B) 혹은 RAW264.7세포 (C, D)에 20시간 처리한 후 상등액

을 따서 TNF-α (A, C) 및 IL-6 (B, D)를 측정하였다.  
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Ⅳ. 고 찰 

 

HMGB1은 DNA repair 작용을 통해서 손상된 DNA를 복구시키는 기능을 

한다는 것이 잘 알려져 있다11
. 이에 본 연구에서는 HMGB1이 손상된 

DNA의 복구뿐만 아니라 직접적으로 DNA를 손상으로부터 보호하는 역할

을 할 수 있는지 그 가능성을 알아보았다. HMGB1이 핵 내에서 역할을 수

행하기 위해서는 DNA에 binding 함으로서 작용할 것으로 예상되기 때문

에 HMGB1의 DNA와의 affinity를 확인하였다. 본 실험실의 선행연구자에 

의해 HMGB1이 106번째 cysteine을 매개로 하여 disulfide bond를 이룸을 

확인하였고 이러한 oligomer 형태의 HMGB1이 역할을 수행함에 있어서 

더 효과적으로 작용할 것으로 예상되기 때문에 DNA와의 binding affinity 

를 확인하였다. 또한 이에 따른 DNA 손상 방지능력을 확인하기 위하여 

DNase를 처리한 후 MEF 세포에서 HMGB1의 유무에 따른 DNA 손상 정

도를 측정하였다. 그리고 HMGB1의 DNA 손상 방지능력을 다른 방법으로 

확인하기 위하여 Fe
2+

, Cu
2+

, H2O2를 사용하여 확인하였다. Fe
2+와 Cu

2+는 

H2O2 와 함께 처리해 주었을 때 hydroxy radical을 형성 함으로서 DNA에 

oxidative 손상을 주고 그로 인해서 DNA가 fragmentation 된다46
. 따라서 이

러한 oxidative 손상에 의한 DNA fragmentation에 HMGB1의 보호효과를 알

아보기 위해 HMGB1
-/-

 MEF 세포에 empty, myc-HMGB1, myc-HMGB1-
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HMGB1 플라스미드를 transfection 한 후 Fe
2+와 Cu

2+로 oxidative 손상을 주

고 DNA fragmentation 되는 정도를 확인하였다. 그 결과 HMGB1이 DNA와 

잘 결합하며 HMGB1의 monomer form보다 oligomer form의 HMGB1이 더 

효과적으로 결합하여 DNA를 보호하는 역할을 함을 확인 할 수 있었다.  

 폐혈증은 미국에서만 한해 75만명씩 사망자가 발생하며 치사율이 30-70 %

에 이르는 질환으로 면역세포에 의해 과도하게 분비되는 염증성사이토카

인에 의해 면역 방어체계가 과도하게 활성화 되어 생기는 질환이다 
47,48

. 

폐혈증과 폐혈증쇼크는 주로 그람음성세균의 LPS와 그람양성세균의 LTA

에 의해서 이루어진다48
. 이에 본 연구는 HMGB1이 리간드와 결합하여 

oligomer를 이루며 HMGB1을 폐혈증 유발성의 LPS, LTA와 pre-incubation 

시켜서 oligomer를 형성시켜 준 후 면역세포에 처리해 주었을 시에 저농

도의 LPS와 LTA에서도 급격한 염증성 사이토카인의 분비가 유발됨을 확

인하였으며 LPS와 LTA 단독에 비해서도 확연히 염증성사이토카인의 분비

를 유발함으로써 HMGB1의 synergistic 역할을 확인할 수 있었다. 선행연

구에서 HMGB1이 LPS와 결합을 하며 LPS-HMGB1의 복합체가 LPS를 

CD14에 전달하여 사이토카인의 분비를 증가시키는 역할을 확인함으로써 

HMGB1이 LPS의 신호전달을 유발하는 매개체 역할을 함을 확인한 바 이

는 HMGB1이 LPS와 LTA의 신호전달에 관여하여 매개자로써 역할을 수행

함을 제시한다50
. 또한 본 연구에서 HMGB1이 LPS와 LTA에 의해 oligomer
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를 이룸으로서 더 상승된 효과로 LPS와 LTA의 신호전달에 관여함을 나타

낸다. 이는 HMGB1이 비슷한 역할을 하는 단백질인 S100B나 galectin-3 처

럼 oligomer를 이루어서 LPS에 의한 TLR4와 LTA에 의한 TLR2의 신호전

달에 관여 할 가능성을 제시해준다26,27
. 이는 LPS나 LTA를 인식하여 

CD14에 전달하여 관련 수용체에 신호를 전달하는 LBP와 비슷한 역할을 

수행하거나51-53
 또는 LPS와 LTA의 endocytosis에 NF-ҡB 활성화에 관여하

여 염증성사이토카인의 분비를 촉진시킬 가능성도 배제할 수 없다54
.  

결론적으로 본 연구는 핵 내에서 HMGB1이 DNA 손상으로부터 DNA를 

구조적으로 보호할 수 있으며, 이는 HMGB1의 monomer 보다는 oligomer

에서 더욱 효과적이었다. 또한 TLR4의 리간드인 LPS와 TLR2의 리간드인 

LTA의 신호전달을 HMGB1이 증가시키며 이는 HMGB1이 리간드와 

oligomer를 이루는 것과 관련있음을 확인하였다. 이 결과는 신호전달 매개

자로써 HMGB1 oligomer의 가능성을 제시한 바라 할 수 있겠다. HMGB1은 

다양한 역할을 수행하여 세포 내에서는 DNase로 부터 DNA를 보호하지만 

세포 밖에서는 LPS, LTA와 결합하여 염증성 사이토카인의 분비를 촉진시

키는 역할을 한다. 따라서 HMGB1의 세포내외에서의 작용기전에 대해서 

더 많은 이해가 필요하나 본 연구를 통하여 HMGB1의 oligomerization 가

능성을 통한 상승효과를 새롭게 제시하였다.   
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Ⅴ. 결 론 

 

 세포의 핵 단백질인 HMGB1은 핵내에서는 DNA chaperone으로서 기능하

며, 세포 밖으로 분비될 경우 여러 리간드와 결합하여 TLRs의 신호전달

을 항진 시켜 염증반응을 촉진한다. 본 연구에서는 HMGB1이 oligomer를 

이루어서 DNA chaperone 및 DNA를 다양한 손상으로부터 보호하는 DNA 

보호효과를 나타냄을 관찰하였다. 또한 세포 밖에서는 TLR의 다양한 리

간드들과 결합하여 oligomer를 이루어 TLRs의 신호전달에서 synergistic 

effect를 보임을 확인하였다. 즉, HMGB1이 DNA chaperone 및 TLRs의 신호

전달에서 oligomerization되어 보다 효과적으로 작용할 수 있음을 제시하였

다.  
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ABSTRACT 

 

The role of high mobility group box 1 (HMGB1) oligomerization as DNA 

chaperone and DAMP molecule 

 

Yong-joon Lee 

Department of Medical Science 

The Graduate School, Yonsei University 

 

(Directed by Professor Jeon-Soo Shin) 

 

HMGB1, nuclear protein, abunduntly exists in nucleated cells and plays 

different roles in intracellular and extacelluar spaces; a DNA chaperone in 

nucleus and a mediator of signal transduction. HMGB1 could be 

oligomerized by diverse stimuli. To identify the effect of oligomerizaed 

HMGB1 as a DNA chaperone or a DAMP interacting molecule. I 

investigated whether HMGB1 oligomer has a higher binding affinity to DNA 

than that of monomer. HMGB1 oligomer bound to genomic or plasmid DNA 

more effectively than HMGB1 monomer. Further, I observed that 
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oligomerized HMGB1 could more effectively protect DNA from DNA 

damage by DNase and a mixture of Fe
2+

, Cu
2+

, and H2O2. Next, I studied the 

effect of HMGB1 oligomerization on DAMP molecule-induced inflammation. 

When HMGB1 was incubated with LPS, poly(I:C), and CpG molecures, 

HMGB1 oligomer formation increased in a dose dependent manner of 

PAMPs. Further, when J774 and RAW264.7 cells treated with a mixture of 

HMGB1 and LPS, which were pre-incubated, TNF-α and IL-6 secretions 

were significantly incresed compared with LPS or HMGB1 treatment alone. 

In conclusion, HMGB1 shows many functions in the intracelluar and 

extracelluar spaces effectively with forming HMGB1 oligomer. 
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