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Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb), remains one of the

most important infectious diseases worldwide. Mtb and its culture filtrates or sonic 

extracts induce apoptosis in macrophages. However, there is a little known about 

Mtb components that modulate apoptosis and their regulating mechanism. We 

identified Rv0753c protein with apoptotic potential through searching the 

biologic active proteins from the multidimensional fractions of Mtb culture filtrate. 

Here, we investigated the apoptotic effects of Rv0753c on RAW264.7 cells. The 

recombinant Rv0753c induced RAW264.7 cells apoptosis in a caspase-9-dependent

manner. Dissipation of the mitochondrial transmembrane potential (ΔΨm), mito-

chondrial translocation of Bax, and release of cytochrome c from mitochondria 

were observed in macrophages treated with Rv0753c. Enhanced reactive oxygen 

species (ROS) production was required for Rv0753c-mediated apoptosis. Furthermore,

ROS-mediated JNK activation was major signaling pathway for Rv0753c-induced 

apoptosis. Moreover, Rv0753c-mediated apoptosis is dependent on TLR4. Altogether, 

these results suggest that Rv0753c induce apoptosis through ROS-JNK signaling 

pathway in RAW264.7 cells.
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INTRODUCTION

결핵(Tuberculosis)은 결핵균(Mycobacterium tuberculosis)에 의해 발생되는 만성 염증

성 질환이다. 세계보건기구(World Health Organization; WHO)의 2019년 기준, 전 세계

적으로 매년 약 1천만 건의 신규 환자가 발생하였고, 약 160만 명이 결핵으로 인하여 사망한

다고 보고하였다 (1). 전 세계 인구의 1/4이 결핵의 원인인 결핵균에 감염된 것으로 추정되

지만 10% 미만의 환자만이 증상을 나타내는 결핵을 앓고 있다고 보고되었다. 그러나 최근 

몇 년 사이 약제내성을 갖는 결핵이 발생됨에 따라서 공중보건 주요 문제로 부상되고 있다 (2). 

결핵 감염의 병인은 사람이 호흡을 통해 공기 중 결핵균을 흡입하여 폐의 폐포(alveolar)에 

도달하여 시작된다. 폐포의 큰포식세포는 식세포작용을 통해 박테리아를 파괴하거나 성장을 

억제하며 결핵균 감염에 대항하는 면역세포로서 숙주 선천면역을 담당한다 (3). 큰포식세포

는 포식-리소좀 융합(phago-lysosome fusion), 활성산소 및 세포자멸사(apoptosis) 활성

화를 비롯한 다수의 살균 기전을 통해 병원균에 대항한다 (4). 숙주의 방어기전으로 선천면

역과 적응면역이 유도되어 세포내 세균을 효과적으로 제거하지만 결핵균은 다양한 기전을 

통해 숙주의 보호 면역반응을 회피한다고 보고되었다 (5). 따라서 결핵균의 병원성 기전과 

인자를 표적 하는 것은 결핵을 통제하는 더 효과적인 백신과 약의 개발을 가능하게 할 것이다.
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활성산소는 호기성 미생물에서 지속적으로 생성 및 신호전달에 중요한 역할을 함으로써 다양한 병리 생리학적 상태를 조절 한다고 알려

져 있다 (6). 대표적으로 활성산소의 생성은 세포자멸사 과정에서 특징적으로 나타나는 것으로 알려져 있는데 대표적으로 미토콘드리아

의 세포막 전압 붕괴를 유도하여 세포자멸사의 신호 경로에 관여를 한다 (7, 8).

병원성 결핵균의 경우 큰포식세포의 세포자멸사 억제 기전을 이용하여 세포내 결핵균 생존에 유리한 환경을 조성하여 큰포식세포에서 사

멸되지 않고 생존하는 것으로 알려져 있다 (9). 반면에 약독화된 결핵균은 병원성 결핵균과 비교하여 큰포식세포의 세포자멸사를 더 많이 

유도한다고 보고되어 있다 (10). 이처럼 결핵균의 병원성과 큰포식세포의 세포자멸사와의 상관관계가 분명히 있다고 추측할 수 있지만 

정확한 작용기전은 아직도 불분명하다. 결핵균에 의한 큰포식세포의 세포자멸사 기전을 밝히는 것은 결핵균 감염에 대한 병인 기전을 이

해하는데 도움이 될 것이다.

세포자멸사는 숙주의 방어기전으로 병원체를 제거하거나 병원체가 포함된 자멸사체(apoptotic body)를 다른 포식세포에 제시하여 면역 

방어 기전을 활성화 한다 (8). 반면 미코박테리아는 숙주세포의 세포자멸사 기전에 필요한 인자들을 억제하여 세포 내의 복제를 촉진하거

나, 오히려 세포자멸사를 전략적으로 유도하여 큰포식세포로부터 방출되어 감염되지 않는 세포를 감염시키는 병인 기전 중의 하나로 알

려져 있다 (11, 12). 따라서 세포자멸사 조절에 관여하는 박테리아의 성분을 확인하고 특성을 분석하는 것은 미코박테리아의 병인 기전

과 숙주-기생체 간 상호작용 이해를 향상시키는데 크게 기여할 것이다. 현재 몇몇 미코박테리아 단백질이 큰포식세포의 세포 사멸을 조절

하는 것으로 보고되고 있다. Early secreted protein antigen ESAT6 (Rv3763) (13), 19-kDa lipoproteins LpqH (Rv3763) (14)는 

toll-like receptor (TLR) 2 신호 전달 경로를 통해 숙주 세포의 사멸을 유도하며, 다른 미코박테리아 Rv3261 (15) 단백질과 MAV2052 

(16) 단백질이 TLR4 신호 전달 경로를 통해 큰포식세포의 세포자멸사를 유도한다고 보고되었다.

결핵균 배양액과 초음파추출액의 다차원분획에서 생물학적인 활성단백을 탐색하는 과정에서 세포자멸사를 유도하는 Rv0753c 항원을 

발굴하였고, 이에 본 연구는 Rv0753c의 세포자멸사 유도기전을 분석하였다. 재조합 Rv0753c 단백질은 caspase-9 의존적 방식으로 큰

포식세포의 세포자멸사를 유도 하였다. 또한, 활성산소와 매개된 JNK 신호전달의 활성화가 주요 신호 경로였다. 마지막으로, Rv0753c

이 TLR4 신호를 통해 세포자멸사를 유도함을 입증하였다.

MATERIALS AND METHODS

Rv0753c 단백질의 정제

단백질 항원 정제는 Choi 등 (17)의 방법에 준하여 실시하였다. 재조합 단백질 발현을 위해 결핵균 genomic DNA로부터 단백질의 해당 

유전자를 (forward) 5′- CATATGACCACACAGATTTCACATTTC-3′, (reverse) 5′- AAGCTTACTCATTGTGGGGATGACGAA-3′, primer

를 사용하여 증폭하였고, 생산된 유전자 산물을 발현벡터인 pET22b(+) (Novagen, Madison, WI, USA)에 클로닝하였다. Rv0753c 

단백의 유전자가 클로닝된 발현벡터를 형질전환시킨 대장균을 배양한 후, 1 mM isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG; 

ELPIS-Biotech, Daejeon, South Korea)를 첨가하여 단백질 발현을 유도 하였다. 배양된 균은 원심분리를 통하여 수집하였고, 20 

mM Tris-HCL (pH 8.0), 0.5 M NaCl, 5 mM inmidazole, 그리고 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF; Sigma, St. 

Louis, MO)에 부유하여 초음파 파쇄하였다. 발현확인을 통하여 확인된 재조합 단백질의 정제는 nikel-nitrilotiacetic acid (NI-NTA, 

Qiagen, Valencia, CA) agarose chromatography 를 이용하여 제조회사의 방법에 준하여 정제하였다. 최종적으로 정제한 단백질은 

sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)에 전기영동 하여, Coomassie brilliant blue (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)를 이용한 염색과 anti-His antibody (Santa Cruz, CA)를 이용한 immunoblot을 통하여 분석하였다.

Rv0753c 단백질 농도 측정

단백질의 농도는 bovine serum albumin (BSA)를 표준으로 하여 Micro BCA protein assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA)를 이용하

여 제조회사의 방법에 준하여 ELSIA plate reader로 562 nm에서 OD (optical density)값을 측정하였다.

세포주의 배양

본 실험에 사용된 마우스 유래 큰포식세포주인 RAW264.7 세포(ATCC, SC-6003)는 ATCC (Manassas, VA, USA)으로부터 분양 받아 

사용하였다. RAW264.7 세포배양은 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; BioWhittaker, Lonaz, USA)에 10% fetal 



JBV Journal of

Bacteriology and Virology VOL 50. NO 4. December 2020

248 Copyright � 2020 Journal of Bacteriology and Virology

bovine serum (FBS) 및 100 unit/ml penicillin/streptomycin (Welgene, Daegu, South Korea)을 첨가하였고, 37℃, 5% CO2 조건

의 배양기에서 계대 배양하였다. 

DNA fragmentation assay

DNA fragmentation assay는 Sohn 등 (18)의 방법에 따라 RAW264.7 세포의 세포자멸사를 DNA fragmentation assay (Cell Death 

Detection ELISA PLUS; Roche Diagnostic)를 이용하여 측정하였다. 간략하게 RAW264.7 세포를 1x104 씩 96 well plate (SPL, 

Pocheon, South Korea)의 각 well에 분주한 후 16시간 동안 배양한 후 10 ㎍/㎖의 농도로 처리하여 24시간을 배양하였다. 배양 후 

1500 rpm 에서 10분간 원심분리 후 상등액을 제거하고. Lysis buffer로 상온에서 30분간 반응시킨 후 1500 rpm 에서 10분간 원심분

리 후 상등액 20 ㎕를 코팅이 되어있는 plate로 옮겼다. 80 ㎕의 면역시약(anti-histone-biotin 4 ㎕, anti-DNA-POD 4 ㎕, incubation 

buffer 72 ㎕)을 각 well 에 첨가 후 상온에서 2시간 반응시켰다. 상등액을 제거 후 250-300 ㎕ incubation buffer로 5회 세척하였다. 

100 ㎕ ABTS용액을 각 well 에 첨가 후 20분간 반응시킨 후(OD=450 nm)로 측정하였다. 

항체 및 시약

Anti-caspase-3, anti-caspase-9, anti-PARP, anti-α-tubulin, VDAC, anti-ERK1/2, anti-p38, anti-JNK, anti-phosphorylated 

ERK1/2, anti-phosphorylated p38, anti-phosphorylated JNK, 그리고 anti-β-actin 항체들을 Cell Signaling (Beverly, MA, USA)에

서 구매하였다. Z-VAD-fmk, N-acetyl-cysteine (NAC), horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG, anti-mouse IgG, 

p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK; SB203580), specific inhibitors of ERK (U0126), 그리고 JNK (SP600125) 항체

들은 Calbiochem (San Diego, CA, USA)에서 구매하였다. Cytochrome c 항체는 BD Pharmingen (San Diego, CA, USA)에서 구입

하였다. His-probe, anti-Bax (6A7), 그리고 α-tubulin 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. 

3,3′-Dihexyloxacarbocyanine (DiOC6) 그리고 Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA)는 Molecular Probes (Eugene, 

OR, USA)에서 구입하였다. 

Annexin V-Propidium iodide (PI) 염색 방법을 이용한 세포자멸사 분석

세포자멸사 분석은 PaiK 등 (19)의 방법에 준하여 실시하였다. RAW264.7 세포를 5x104 cells씩 12 well plate의 각 well에 분주한 후 

16시간 동안 배양한 후 단백을 10 ㎍/㎖의 농도로 처리하여 24시간 배양하였다. 세포를 수집한 후 1X binding buffer로 2회 세척하였

다. Annexin V-FITC 100 ㎕를 상온의 암실에서 30분간 염색한 후 propidium iodide (PI)-PE 200 ㎕를 첨가하였다. 염색된 Annexin 

V-FITC와 PI는 FACS Canto Ⅱ system, BD Biosciences (San Diego, CA, USA)을 이용하여 세포자멸사가 유도된 세포는 Annexin 

V-FITC에 양성으로 녹색으로 염색되고, 세포괴사가 유도되면 PI에 양성으로 적색으로 염색되는 것을 FlowJo 7.6 software, Tree Star 

Inc (Ashland, OR, USA)로 분석하였다

미토콘드리아 세포막 전압(Mitochondrial transmembrane potential, ΔΨm) 붕괴 측정

미토콘드리아 세포막 전압 붕괴는 DiOC6 (Molecular Probes) 염색을 이용하여 분석하였다. RAW264.7 세포를 5x104 cells씩 12 well 

plate의 각 well에 분주한 후 16시간 동안 배양한 후 단백을 10 ㎍/㎖의 농도로 처리하여 24시간 배양하여 세포를 수집한 후 PBS로 1회 

세척하였다. 10 nM의 DiOC6를 첨가하고 상온의 암실에서 30분간 반응시켰다. PBS로 3회 세척하고 PBS 300 ㎕로 재부유 시킨 후 즉시 

FACS Canto Ⅱ system (BD Biosciences)을 이용하여 미토콘드리아 세포막 전압 붕괴를 측정하고 FlowJo 7.6 software (Tree Star 

Inc)로 분석하였다. 미토콘드리아 세포막 전압 붕괴 측정은 Whang 등 (20)의 방법에 준하여 실시하였다.

세포 내 활성산소 생성 측정

세포 내 활성산소의 생성 수준은 Dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA) assay (Molecular Probes) 분석법을 이용하여 측

정하였다. RAW264.7 세포를 5x104 cells씩 12 well plate의 각 well에 분주한 후 16시간 배양한 후 단백을 10 ㎍/㎖의 농도로 처리하여 

24시간 배양하여 세포를 1,500 rpm으로 5분간 원심분리 후 PBS로 1회 세척하고 DCFH-DA 10 μM로 상온에서 30분 동안 염색하였다. 
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PBS로 2회 세척한 후 PBS 300 ㎕로 재부유 하여 FACS Canto Ⅱ system (BD Biosciences)를 이용해 활성산소가 생성되는 수준을 분석하였다. 

웨스턴 블롯 분석(Western blot analysis)

웨스턴 블롯 분석은 Choi 등 (21)의 방법에 준하여 실시하였다. Caspase, MAPKs의 활성도와 미토콘드리아 단백질의 위치 변화를 확인

하기 위해 세포단백 추출액을 수집하고 단백질 양을 정량 한 후 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE)로 전기영동을 수행하였다. 전기영동으로 분리된 단백질을 Polyvinyl difluoride membrane (PVDF, Milipore 

corporation, Billerica, MA, USA)에 1시간 전사(transfer)하였고, 5% skim milk가 포함된 Tris-buffered saline tween (TBST; 20 

mM tris, 137 mM sodium chloride, 0.1% Tween-20)으로 1시간 동안 상온에서 blocking하였다. 1차 항체 반응은 각각의 항체를 

4℃에서 16시간 반응시켰으며 TBST로 10분씩 5회 세척하였다. 2차 항체 반응은 Horseradish peroxidase가 표지 된 anti-mouse IgG, 

anti-rabbit IgG항체를 5% skim milk가 포함된 TBST로 2,000배 희석하여 상온에서 1시간 반응시킨 후 TBST로 10분씩 5회 세척하였

다. 단백질 발현 밴드의 검출은 chemiluminescence’s assay kit (ECL; Millipore corporation, Billerica, MA, USA)로 발색시켰다.

통계학적 처리

모든 실험은 독립적으로 3번 반복하였으며, 실험을 통해 얻어진 결과들은 평균 및 표준오차로 나타내었다. 통계적 유의성은 통계프로그

램(GraphPad Prism Software, version 4.03; GraphPad Software, San Diego, CA)으로 Tukey's multiple 방법을 이용하여 검증하

였다. p 값이 0.05이하 또는 0.001이하를 기준으로 통계적 유의성을 검증하였다.

RESULTS

RAW264.7 세포에 대한 Rv0753c 항원의 세포자멸사 유도 효과

E. coli 에서 발현된 Rv0753c 재조합 단백질은 Ni-NTA affinity chromatography를 이용하여 정제하였고, SDS-PAGE와 항-His 항체로 

웨스턴 블롯을 실시한 결과 정제된 단백질은 약 53.5kDa에 주요 단일 밴드로 관찰되었다(Fig. 1a). FACS 분석 결과 Rv0753c가 처리된 

RAW264.7 세포가 처리되지 않은 세포와 비교하여 농도 의존적인 방식으로 유의한 세포자멸사를 유발하였다(Fig. 1b). Staurosporine 

(STS)는 양성 대조군으로 사용되었다. 미코박테리아 대조군 단백질로 강력한 면역 반응성을 가진 antigen 85 complex (Ag85)를 사용

하였으나 유의한 수준의 세포자멸사를 유도하지 않았다. 또한 DNA 단편화 분석(DNA fragmentation assay) 결과 Rv0753c가 처리된 

세포가 처리되지 않은 세포나 Ag85가 처리된 세포와 비교하여 RAW264.7 세포에서 유의하게 높은 수준의 세포자멸사를 유발하였다

(Fig. 1c). 세포 사멸 경로 중의 하나로 미토콘드리아에 의한 세포 사멸과 관련된 caspase-9 및 caspase-3를 포함한 caspase의 활성화

에 의해 시작 된다는 것은 잘 알려져 있다 (15). Rv0753c는 RAW264.7 세포에서 절단된 형태의 caspase-3, caspase-9 과 poly ADP 

ribose polymerase (PARP)를 유의미하게 증가시켰다(Fig. 1d). 반면에 pan-caspase 억제제 z-VAD-fmk를 이용한 전처리에서는 

Rv0753c 유도 DNA 단편화가 현저하게 감소하였다(Fig. 1e). 이러한 결과는 Rv0753c가 RAW264.7 세포에서 caspase-9 의존성 세포

자멸사를 유도한다는 것을 시사한다. 

Rv0753c 항원 처리 후 미토콘드리아 의존적 세포자멸사 유도 확인

미토콘드리아는 미토콘드리아 의존적 세포사멸 경로의 활성화를 초래하는 내인성 세포사멸(Intrinsic apoptosis) 경로를 조절하는데 핵

심적인 역할을 하기 때문에 미토콘드리아의 세포막 전압(Mitochondrial transmembrane potential, ΔΨm) 유지관리는 살아있는 세포

의 기본 기능으로 알려져 있다 (22). 따라서 Rv0753c의 자극이 미토콘드리아의 ΔΨm 손실에 어떤 영향을 미치는지 조사하였다. 

Rv0753c에 의한 RAW264.7 세포의 자극은 Ag85로 처리된 세포나 미처리된 세포에 비해 형광 강도가 현저히 감소하는 것을 확인할 수 

있었고, 이는 미토콘드리아의 ΔΨm 손실이 증가함을 보여준다(Fig. 2a). 다음으로 Rv0753c의 자극이 큰포식세포에서 cytochrome c 

(Cyt c) 방출 및 Bax 전위(translocation)에 영향을 미칠 수 있는지 확인하였다. 웨스턴 블롯 분석 결과 Rv0753c로 자극된 RAW264.7 

세포의 미토콘드리아 분획에서 Bax의 단백질 수치가 유의미하게 증가한 것을 확인할 수 있었고, Cyt c 발현 수준은 미토콘드리아 분획에

서 감소하고 세포기질(cytosol) 분획에서 증가하는 것으로 조사되었다(Fig. 2b). 이러한 결과로부터 RAW264.7 세포에서 Rv0753c 매

개 세포자멸사가 Cyt c 방출 및 Bax 전위과 관련이 있다는 것을 알 수 있었다.
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Fig. 1. Rv0753c induces caspase-dependent apoptosis of RAW264.7 cells. (a) The purified 10 µg/mL of Rv0753c protein was 
subjected to SDS-PAGE and western blot analysis using a mouse anti-His antibody. (b) The apoptosis of RAW264.7 cells 
treated with Ag85 (10 µg/mL), STS (50 nM), and Rv0753c (1, 5, and 10 µg/mL), and the cells were harvested after 24 h. The 
macrophage cells were then stained with annexin V/PI. The percentage of cells in each quadrant is indicated. Data are 
expressed as the mean ± SD of at least three experiments. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 cells treated with media (MC, 
medium control) compared to cells treated with antigens. n.s., no significant difference. (c) The DNA fragmentation of 
RAW264.7 cells incubated with Ag85 (10 µg/mL), STS (50 nM), and Rv0753c (10 µg/mL) for 24 h were put to ELISA assay 
using kits for determining the levels of DNA fragmentation. Data are expressed as the mean ± SD of at least three 
experiments. **p < 0.01, ***p < 0.001 cells treated with media (MC, medium control) compared to cells treated with 
antigens. (d) Immunoblotting analysis of caspase-3 and -9, and PARP in RAW264.7 cells treated with Ag85 (10 µg/mL), LPS 
(100 ng/mL), Rv0753c (10 µg/mL), and STS (50 nM) for 24 h. The cell lysates were separated by SDS-PAGE, followed by 
immunoblotting analysis using antibodies against caspase-3, caspase-9, PARP, and β-actin. (e) RAW264.7 cells were incubated 
with Rv0753c (10 µg/mL) in the presence or absence of z-VAD-fmk (50 µM) for 24 h. The amounts of DNA fragmentation 
were then measured by ELISA. The results are expressed as the mean ± SD of three independent experiments. ***p < 0.001 
cells incubated with Rv0753c only compared to those incubated with Rv0753c + z-VAD-fmk.

Fig. 2. Rv0753c induces ΔΨm collapse of RAW264.7 cells. (a) RAW264.7 cells were incubated with Ag85 (10 µg/mL), STS (50 
nM), and Rv0753c (10 µg/mL) for 24 h. The macrophage cells were then stained with DiOC6 (10 nM). A loss of ΔΨm was 
assessed by flow cytometry and the percentage of positive cells is shown in each panel. The data are shown as the mean ± SD 
of three independent experiments. *p < 0.05, and **p < 0.01 media control (MC) cells compared to cells treated with 
antigens. n.s., no significant difference. (b) RAW264.7 cells were treated with or without Rv0753c (10 µg/mL) for 24 h. The 
levels of Bax and cytochrome c (Cyt c) in the cytosolic (Cyto) and mitochondrial (Mito) fractions were measured by 
immunoblotting. The expression of VDAC and α-tubulin were used as the loading controls of the mitochondrial and cytosolic 
fractions. The results are representative of three independent experiments.
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Rv0753c 항원 자극 후 생성되는 활성산소(reactive oxygen species, ROS) 확인

활성산소는 큰포식세포의 세포자멸사에서 중요한 역할을 한다 (23, 24). Rv0753c에 의해 유도된 RAW264.7 세포의 세포자멸사에 활

성산소가 관련되어 있는지 확인하기 위해 DCFH-DA 형광 염색 방법을 사용하여 활성산소 생산 정도를 평가하였다. Rv0753c의 자극은 

미처리 세포에 비해 RAW264.7 세포에서 DCFH-DA의 유의미한 증가를 유도하였다. 활성산소 스캐빈저(scavenger)로 잘 알려진 

N-acetylcysteine (NAC)을 이용한 전처리는 Ag85, H2O2, 그리고 Rv0753-매개 활성산소의 생산을 현저하게 억제하였다(Fig. 3a). 더 

나아가 NAC을 이용한 RAW264.7 세포의 전처리는 Rv0753c에 의해 유도된 세포자멸사를 감소 시켰고(Fig. 3b), 또한 Rv0753c 매개 

DNA 단편화를 현저하게 감소시켰다(Fig. 3c). 이러한 데이터는 Rv0753c가 활성산소의 생산을 통해 RAW264.7 세포의 세포자멸사를 

유도한다는 것을 시사한다.

Rv0753c 항원의 자극에 의한 RAW264.7 세포의 MAPK 활성

활성산소의 세포 내 농축은 MAPK 활성을 유도하고, MAPK는 RAW264.7 세포의 세포자멸사를 유도하는데 중요한 역할을 하는 신호전

달인자로 알려져 있다 (15, 16). 따라서 Rv0753c가 활성산소의 생산을 통해 MAPK 활성화를 유발했는지 조사하였다. 다양한 시점에 걸

쳐 Rv0753c 자극 후 RAW264.7 세포의 ERK1/2, p38 그리고 JNK의 활성화를 분석하였다. Rv0753c를 자극 후 15분 뒤에 ERK1/2, 

p38 그리고 JNK의 인산화가 가장 강하게 나타나는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 4a). 다음으로 Rv0753c가 유도한 MAPK 활성화가 세포 

내 활성산소의 생산과 관련되어 있는지 확인하였다. NAC 전처리는 RAW264.7 세포에서 용량 의존적 방식으로 JNK의 인산화를 감소시

켰지만 ERK1/2 및 p38의 인산화는 감소시키지 않았다(Fig. 4b). 게다가 JNK 특정 억제제가 Rv0753c로 자극된 RAW264.7 세포에서 

세포자멸사를 감소시키는 반면 ERK1/2 및 p38 특정 억제제는 세포자멸사를 억제하지 않는 것이 확인되었다(Fig. 4c). 이러한 결과는 활

성산소를 매개한 JNK 신호전달의 활성화가 RAW264.7 세포에서 Rv0753c가 유도하는 세포자멸사와 관련되어 있음을 보여준다.

Fig. 3. Rv0753c induces apoptosis through ROS production. (a) RAW264.7 cells were treated with Rv0753c (10 µg/mL), Ag85 
(10 µg/mL), and H2O2 (500 nM) in the presence or absence of NAC (10 mM) for 24 h. The ROS levels were measured by flow 
cytometry after DCFDA (10 µm) treatment. The percentage of proliferating cells is shown in each panel. The data are shown 
as the mean ± SD of three independent experiments. **p < 0.01 MC compared to cells treated with antigens, ##p < 0.01 and 
###p < 0.001 compared each antigen to the NAC pre-treated cells. n.s., no significant difference. (b) The apoptosis of 
RAW264.7 cells treated with the antigens in the presence or absence of NAC (10 mM) was measured by flow cytometry using 
Annexin V/PI staining. The macrophage cells were then stained with annexin V/PI. The percentage of cells in each quadrant is 
indicated. (c) RAW264.7 cells were pre-treated with NAC (5, 10, and 20 mM) for 1 h prior to incubation with Rv0753c (10 
µg/mL) for 24 h. The quantity of DNA fragmentation were then measured by ELISA. Data are presented as the mean ± SD of 
three experiments. ***p < 0.001 compared to Rv0753c alone with each NAC pre-treated cells.
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Fig. 4. Rv0753c-mediated JNK activation is associated with ROS production and apoptosis. (a) For MAPKs activation analysis, 

RAW264.7 cells were treated with 10 µg/ml Rv0753c for the indicated times. The cell lysates were analysed using an 

immunoblot analysis was performed using specific antibodies. The images show a representative example of three 

independent experiments showing similar results. (b) RAW264.7 cells were pre-incubated with NAC (5, 10, and 20 mM) for 1 

h and then treated with Rv0753c (10 μg/ml) for 15 min. The cell lysates were analysed using an immunoblot analysis was 

performed using specific antibodies. The images show a representative example of three independent experiments showing 

similar results. (c) RAW264.7 cells were incubated with ERK inhibitor (U0126), p38 inhibitor (SB203580), and JNK inhibitor 

(SP600125) 10 µM for 1 h prior to the treatment with Rv0753c (10 µg/mL), or with UT (DMSO; vehicle control with Rv0753c). 

After 24 h, screening for the induction of apoptosis was performed using Annexin V/PI staining. Flow cytometric histograms 

are represented as the mean ± SD of three independent experiments. ***p < 0.001 Rv0753c alone compared to cells 

incubated with Rv0753c co-treated with MAPK inhibitors. n.s., no significant difference.

Fig. 5. Rv0753c induces apoptosis through TLR4 in RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were transfected with control siRNA (200 

nM), TLR2 siRNA (200 nM), and TLR4 siRNA (200 nM) and incubated for 6 h. The transfected RAW264.7 cells stimulated with 

Rv0753c (10 µg/mL) for 24 h. Apoptotic cells were assessed by flow cytometry and the percentage of annexin V/PI positive 

cells is shown in each panel. Data are the mean ± SD from three independent experiments. *p < 0.05 Rv0753c alone 

compared to cells incubated with Rv0753c, transfected siRNA TLR4 cells, and Rv0753c with transfected siRNA TLR2 cells n.s., 

no significant difference.
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TLR4를 통한 세포자멸사 활성

다양한 결핵균 단백질들이 TLR의 인식을 통해 큰포식세포의 세포자멸사를 유도하는 것으로 보고 되고 있다 (25, 26). 그러므로 저자들은 

Rv0753c의 자극을 통해 TLR 수용체와 세포자멸사 사이의 관계를 확인하였다. RAW264.7 세포는 Rv0753c 자극 이전에 TLR2 siRNA

와 TLR4 siRNA 로 형질주입(transfection) 처리를 하였다. Rv0753c로 유도된 세포자멸사는 TLR4 siRNA가 형질주입된 RAW264.7 세

포에서 형질주입 되지 않은 대조군 세포와 비교하여 현저하게 억제되었다. 그러나 TLR2 siRNA가 형질주입된 RAW264.7 세포의 세포자

멸사는 억제되지 않았다(Fig. 5). 이러한 데이터는 Rv0753c에 의한 세포자멸사가 TLR4와 관련이 있음을 시사한다.

DISCUSSION

큰포식세포는 결핵균을 포식하여 사멸시키는 세포인 동시에 결핵균이 생존하는 저장소 역할도 한다 (27, 28). 따라서 큰포식세포의 효과

적인 활성화 및 조절은 결핵균을 제거하는데 아주 중요하다. 결핵균은 숙주세포의 죽음을 조절하는 것은 물론 항균성 면역의 유도나 억제

를 담당하는 다양한 성분을 포함하고 있다. 저자들은 이전 연구를 통해 큰포식세포의 세포사멸을 유도하는 여러 미코박테리아 단백질을 

보고하였다 (7, 8, 15, 16). 이들 항원들은 결핵균 배양액과 초음파 추출물의 다차원 분획화(multidimensional fractionation)를 통해 

발굴되었다. 본 연구에서는 마우스 큰포식세포주인 RAW264.7 세포를 대상으로 최근 발굴한 결핵균 단백항원인 Rv0753c에 대한 세포

자멸사 유도를 관찰하였고 그 결과 미토콘드리아 경로를 통해 큰포식세포의 세포자멸사를 유도하는 것을 입증하였다.

Rv0753c (MmsA)는 수지상 세포(dendritic cell)의 활성화를 유도하고 Th1 세포 면역반응을 촉진한다 (29). 잠복결핵감염과 활성동 폐

결핵 환자의 말초혈액을 Rv0753c로 자극하면 항원특이적 CD4+T 세포와 CD8+ T 세포 반응이 유도되었다 (30). 저자들은 이전 연구를 통

해 비결핵 및 결핵 환자에 강한 항체 면역 반응을 나타내는 MAV2054 단백질이 큰포식세포의 미토콘드리아를 표적하여 세포자멸사를 유

도한다는 것을 확인하였다 (8). 따라서 본 연구에서 발굴된 Rv0753c 항원 또한 강한 면역 반응을 나타내기에 세포의 죽음을 유도할 수 있

다는 가능성을 갖고 큰포식세포에서 어떤 세포사멸의 특징을 나타내는지 조사를 하였다. Rv0753c 항원은 caspase-9/-3를 활성화 시키는 

내인성 경로를 통해 큰포식세포의 세포자멸사를 유도하는 것을 확인하였다. 미토콘드리아는 세포사멸의 주요 사건들이 발생하는 중심 세

포기관이다 (31). 저자들은 이전에 결핵균 배양액에서 확보된 heparin-binding hemagglutinin (HBHA) 항원이 큰포식세포의 미토콘드

리아 의존적 세포자멸사를 유도한다는 것을 확인하였다 (7). Rv0753c 항원으로 자극된 큰포식세포는 미토콘드리아에 Bax의 전위를 유도

하고 미토콘드리아의 ΔΨm 손실을 유도하여 결과적으로 cytochrome c를 방출시킨다. 세포질에서 미토콘드리아 구획으로 Bax가 전위되

면 미토콘드리아의 ΔΨm의 손실이 촉진되고 미토콘드리아 구획에서 cytochrome c와 세포자멸사 유도인자인 apoptosis-inducing 

factor (AIF)가 방출된다 (31). 저자들은 이전 연구를 통해 Bax가 미토콘드리아로 전위되고 cytochrome c가 방출되는 것이 결핵균 항원

인 Rv3261로 유도된 큰포식세포의 세포자멸사에 관여한다고 보고 하였다 (15). 활성산소는 주로 미토콘드리아에서 생성되고 ΔΨm을 

조절하여 최종적으로 cytochrome c를 방출하여 세포자멸사를 유도한다 (32). 본 연구를 통해 큰포식세포에서 Rv0753c에 유도된 활성

산소의 생산이 NAC의 전처리에 의해 상당히 감소되었음을 관찰하였다. 이러한 결과는 Rv0753c가 활성산소의 생성 및 ΔΨm 붕괴를 통

해 큰포식세포의 세포자멸사를 유도함을 나타내며, 이 두 가지 요인이 Rv0753c 유도 세포자멸사에서 필수적인 역할을 함을 시사한다.

여러 미코박테리아 단백질은 큰포식세포를 자극하여 다양한 신호 경로를 통해 염증촉진성(pro-inflammatory) 또는 항염증성(anti- 

inflammatory cytokines) 사이토카인 분비를 유도한다 (2, 33). 이러한 경로들 중 MAPK는 대부분 결핵균과 숙주 면역 세포의 구성 요

소와 반응하여 활성화되며, 또한 활성산소의 발생을 통한 큰포식세포의 세포자멸사에도 관여한다 (8, 16). 활성산소는 박테리아에 대한 

숙주 방어 기전에 의해 생성되며, 주로 미토콘드리아에서 생성되어 높은 수준으로 유지되면서 큰포식세포의 세포자멸사를 유발한다 (7, 

15). 본 연구에서 Rv0753c는 MAPK 경로를 통해 큰포식세포를 활성화 하였다. 흥미롭게도, Rv0753c 매개 MAPK 경로 중 ERK 1/2와 

p38의 활성화는 활성산소 스캐빈저인 NAC의 전처리에 의해 억제되지 않았지만 JNK 활성화는 현저하게 억제되는 것으로 밝혀졌다. 더

욱이 Rv0753c에 유도된 세포자멸사 또한 JNK 억제제에 의해 유의하게 억제 되어있지만 ERK 1/2, p38 억제제에 의해 억제되지 않았으

며, 이는 활성산소가 큰포식세포에서 Rv0753c 유도 세포자멸사에 중요한 역할을 함을 나타낸다. 이러한 결과는 활성산소 매개 JNK 활성 

신호 경로가 큰포식세포에서 Rv0753c 매개 세포자멸사에 관여 함을 시사한다. 

몇몇 미코박테리아 단백질은 TLR2 및 TLR4와 상호작용을 통해 큰포식세포의 활성화나 세포자멸사를 유도한다. Early secreted 

antigenic target of 6-kDa (ESAT-6) 단백질은 TLR2를 통해 caspase-9 그리고 caspase-3 의존적 큰포식세포의 세포자멸사를 유도한

다 (13). 또한, MAV2052 단백은 TLR4 의존 경로를 통해 활성산소의 생성, ΔΨm 손실 및 caspase-3의 활성화를 유발하여 큰포식세포
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의 세포자멸사를 유도한다 (16). 본 연구에서 TLR4가 녹다운(knock down)된 큰포식세포에서 Rv0753c에 유도된 세포자멸사가 감소되

는 것을 확인하였고, 이는 Rv0753c가 TLR4의 인식을 통해 큰포식세포의 세포자멸사가 유도됨을 시사한다. 

결론적으로 본 연구에서는 결핵균 정제단백항원인 Rv0753c 항원이 큰포식세포의 TLR4를 통해 활성산소 및 JNK 신호전달을 활성화시켜 

내인성 경로를 통해 큰포식세포의 세포자멸사가 유도됨을 확인하였다. 앞으로 Rv0753c 유전자를 과발현하는 돌연변이 균주를 제작하여 

균주의 감염 동안 Rv0753c가 큰포식세포의 세포자멸사를 유도하는 기능적 역할을 갖는지를 평가하는 후속 연구가 필요하다고 생각한다.
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