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서      론

  류마티스 관절염은 활막세포의 활성화 및 백혈구의 

침윤과 신생혈관으로 구성된 종양과 유사한 활막의 팽

창을 특징으로 한다(1). 류마티스 관절염에서 활막조직 

내 활막세포는 판누스(pannus)를 형성하는 만성 염증반

류마티스 관절염에서 칼시뉴린의 발현과 기능
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ABSTRACT
Background: Calcineurin plays a crucial role in T cell activation, cell growth, apoptosis, 
and angiogenesis, and its over-expression has been implicated in the pathogenesis of 
cardiomyopathy and stroke. However, the expression and function of calcineurin in the 
pathologic lesion of chronic inflammatory diseases, like rheumatoid synovium, remain to 
be defined. This study was aimed to determine the role of calcineurin in inflammatory 
arthritis and investigate the expression and function of calcineurin in the rheumatoid 
synovium and synoviocytes, the actual site of chronic inflammation. Methods: Immuno-
histochemical staining using specific antibody to calcineurin was perfomed in the synovium 
of rheumatoid arthritis (RA). Fibroblast-like synoviocytes (FLS) from RA and osteoarthritis 
(OA) patients were isolated from RA and OA patients, and cultured with IL-1β and TNF-
α in the presence or absence of cyclosporin A, a calcineurin inhibitor. The calcineurin 
expression was assessed by phosphatase assay and Western blotting analysis. IL-6, -10, 
-17, matrix metalloproteinase (MMP)-1, -2, -3, and -9 released into the culture supernatants 
were measured by ELISA. After transfection with GFP-Cabin 1 gene into synoviocytes, 
the levels of IL-6 and MMPs were measured by ELISA. Results: Calcineurin was highly 
expressed in the lining layer of synovium and cultured synoviocytes of RA patients. The 
elevated calcineurin activity in the rheumatoid synoviocytes was triggered by proin-
flammatory cytokines such as IL-1β and TNF-α. In contrast, IL-10, an anti-inflam-
matory cytokine, failed to increase the calcineurin activity. The targeted inhibition of 
calcineurin by the over-expression of Cabin 1, a natural calcineurin antagonist, inhibited 
the production of IL-6 and MMP-2 by rheumatoid synoviocytes in a similar manner to 
the calcineurin inhibitor, cyclosporin A. Conclusion: These data suggest that abnormal 
activation of calcineurin in the synoviocytes may contribute to the pathogenesis of chronic 
arthritis, and thus provide a potential target for controlling inflammatory arthritis. 
(Immune Network 2006;6(1):33-42)
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응에서 핵심적인 역할을 수행한다(2). 활막세포는 주 조

직적 복합체-II, 맥관 세포 유착 분자(vascular cell adhe-

sion molecule -1; VCAM-1)와 같은 활성화 단백질을 강

하게 발현하며 이를 통해 침윤된 T 림프구에 효과적으

로 항원을 제시할 수 있다. 류마티스 관절염 환자로부터 

채취한 활막 섬유아세포 주(fibroblast cell line)는 기질금

속단백분해효소와 IL-1β, IL-6, IL-8과 같은 사이토카인

을 생성하는 능력을 가지고 있다(3). 더욱이 활막 섬유아

세포는 비 정상적으로 과도하게 증식하고 주변으로 침

윤하며 H-ras나 p53 유전자의 체세포 돌연 변이와 같은 

종양 세포의 특징을 나타낸다(4,5).

  칼시뉴린(calcineurin A)은 60kDa 촉매 부위(calcineurin 

A)와 19kDa 칼슘 결합 부위(calcineurin B)로 이루어진 이

형접합 인산분해효소이다(6). 단백 타이로신 인산화와 

세포질 내 유리 칼슘의 증가에 의해 칼시뉴린 인산분해

효소는 활성화되며 이것은 전신 홍반성 루푸스와 같은 

자가 면역 질환에서 비정상적인 림프구의 활성화와 관

련이 있다(7,8). 면역세포에서 칼시뉴린은 NF-AT, NF- 

κB, c-fos, Elk-1 등을 포함하는 다양한 전사 인자(trans-

criptional element)의 활성을 조절한다(6). 결국 칼시뉴린

은 T 림프구의 활성화, 세포성장, 혈관생성에 중요한 역

할을 하며, 칼시뉴린의 과 발현은 심근병증, 심근경색증 

등과 같은 질환의 발생과 깊은 관련이 있다(9). 그러나 

아직까지 류마티스 관절염 환자의 활막과 같은 만성 염

증성 질환의 병적인 부위에서 칼시뉴린의 발현과 기능

에 관해서는 알려진 바가 없다.

  칼시뉴린 억제제인 사이클로스포린 A (cyclosporin A)

는 장기이식 후 거부 반응을 막기 위하여 널리 사용되는 

면역억제제로서 류마티스 관절염을 포함하는 만성 염증

성 질환의 치료에도 활용되고 있다(10). 사이클로스포린 

A의 가장 핵심적인 기전은 T 림프구에서 형성되는 사이

토카인을 억제시키는 것이다. 류마티스 관절염의 발병

기전과 관련된 최신 연구는 T 림프구 매개성 면역 반응 

보다는 이와 독립적인 사이토카인의 활성 및 류마티스 

활막세포가 지니는 공격적 행동 등에 초점이 모아지고 

있다(11). T 림프구보다는 활막세포가 연골과 골 파괴에 

보다 중요한 역할을 한다는 관점에서 볼 때 ‘사이클로스

포린 A가 류마티스 관절염 환자에서 왜 효과적인가?' 에 

대해 충분히 설명이 되지 않는다.

  이에 저자들은 류마티스 관절염에서 칼시뉴린의 역할

을 규명하기 위하여 만성 염증성 관절염의 실제 염증 부

위인 활막과 활막세포에서 칼시뉴린의 발현과 기능을 

조사해 보고자 하였다.

대상 및 방법

활막 섬유아세포의 분리 및 배양. 관절치환 수술을 받

은 류마티스 관절염 혹은 골 관절염 환자로부터 얻은 활

막조직을 이용하여 섬유아세포 양 활막세포(fibroblast 

-like synoviocyte, FLS)를 분리하였다. 약술하면(12), 조직

을 2∼3 mm 조각으로 잘게 썬 후 37oC (5% CO2
 at-

mosphere) Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)

에서 1형 콜라겐 분해효소로 4시간 동안 처리하였다. 분

리된 세포는 DMEM (supplemented with 10% FCS, 2 mM 

glutamine, penicillin and streptomycin)에서 재 부유시킨 

후, 75 cm2 플라스크(flask)에 부착시켰다. 밤새 배양한 

후 비 부착세포를 제거하고 부착세포만을 DMEM (sup-

plemented with 10% FCS)에서 배양하였다. 계대 배양을 

거듭하여 FLS만 남게 되는 passage 3에서 7 사이의 활막

세포를 24-well plate (Nunc)에 3×105/well의 농도로 

DMEM (supplemented with 10% Fetal calf serum, FCS) 배

양액에서 37oC에서 24시간 동안 배양하였다. 세포들의 

균질성은 flow cytometry (＞95% CD 90, ＜2% CD 14, ＜

1% CD 19 positive)를 이용해 확인하였다. 칼시뉴린 활성

에 대한 FCS 작용을 제거하기 위하여, 세포를 DMEM으

로 세척하였고 serum-free DMEM/ITSA로 48시간 동안 

배양하였다. 배양세포에 자극이 필요한 경우 TNF-α (R 

& D), IL-1β (Endogen Inc.)를 처리하여 IL-6과 기질 금속 

단백 분해 효소의 합성을 유도하였다. 순수 분리된 FLS 

세포 주에 4 nM에서 800 nM의 다양한 농도의 사이클로

스포린 A (CalBiochem)를 첨가하여 배양하였다. 24시간

에서 72시간 배양 후 상층액을 채취하였고, 사용할 때까

지 -20
o
C에 보관하였다.

활액 내 단핵구의 분리와 배양. 류마티스 관절염 환자로

부터 관절 천자를 통하여 활액을 얻었으며, 채취된 활액

은 즉시 PBS를 이용하여 1：5로 희석하였고, 무균 거즈

(sterile gauze)에 통과시켰다. 활액 내 단핵구(synovial fluid 

mononuclear cell, SFMC)는 Ficoll-Hypaque (SG 1077) 상의 

비중 차이에 의하여 분리되었다. 분리된 SFMC를 완전 배

지(complete medium, consisting of RPMI-1640 sup-

plemented with 10% FCS, 100 U/ml penicillin, 100 mg/ml 

streptomycin and 2 mM L-glutamate)에 넣고 37
o
C (5% 

CO2 atmosphere)에서 다양한 농도(4 nM에서 800 nM)의 

사이클로스포린 A를 96-well plate (Nunc)에 첨가한 후 5

×10
5
/well 농도로 3중(triplicate) 배양을 시행하였다. 24

시간 배양 후 상층액에서 IL-17과 IL-10의 농도를 효소면

역법(ELISA)으로 측정하였다.

면역조직 화학염색. 포르말린으로 고정한 후 파라핀으

로 포매(embedding)한 활막조직을 5μm 두께로 잘라서 

면역조직 화학염색을 시행하였다. 절편은 슬라이드 글

라스에 마운트하고 xylene으로 탈파라핀화 한 후, 에탄

올로 탈수를 시키고 초단파(microwave)를 조사하여 항원

을 노출시켰다. 조직절편에 존재하는 내인성 과산화효

소 활성은 3% H2O2를 이용하여 차단하였고, 비 특이적

인 결합을 방지하기 위하여 조직을 37oC에서 60분 동안 
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10% 염소 혈청으로 반응시켰다. 이후 4
o
C에서 1：100으

로 희석시킨 생쥐 항-인형 칼시뉴린 항체(Sigma)와 밤새 

반응시켰다. 절편을 세척한 후 biotin이 표지된 염소 항-

마우스 IgG (DAKO) 이차 항체와 반응을 시켰다. 세척 

후 조직에 peroxidase가 부착된 streptavidin (DAKO)을 첨

가한 후 실온에서 30분 동안 반응시켰고 3, 3-diamino-

benzidine으로 발색하였다. 마지막으로 조직을 hematoxy-

lin으로 대조 염색하고 탈수시킨 후 마운트하였다. 음의 

대조 조직(negative control tissue)은 일차 항체의 첨가과

정을 제외하고 모두 같은 방법으로 시행하였다.

칼시뉴린 A의 Western blotting 검사. 배양된 FLS (5×

105 cells)를 세포 용해액(0.5% Triton X-100, 300 mM 

NaCl, 50 mM Tris HCl, pH 7.6, containing 1 mM phenyl-

methylsulfonyl fluoride, 10μg/ml aprotinin, and 1μg/ml 

leupeptin)에 넣고 30분 동안 용해시켰다. 원심분리(10,000×

g, 10분) 후 얻은 상층액 내 단백질 양을 Bradford assay 

(BioRad)로 측정하였다. 동량의 단백질(80μg)을 10% 

SDS-PAGE에서 분리한 다음 polyvinyl difluoride mem-

brane (PVDM; Amersham Pharmacia)으로 이동시켰다. 이

후 PVDF membrane을 rat 항-칼시뉴린 단일클론항체

(Sigma), 항-칼시뉴린 Aα 다클론항체(Santa Cruz Bio-

technology), 항-칼시뉴린 Aβ 다클론항체(Santa Cruz Bio-

technology)와 반응을 시킨 후 홍당무과산화효소가 부착

된 항-마우스 IgG (Santa Cruz Biotechnology) 또는 항-염

소 IgG (Santa Cruz Biotechnology)와 반응시켰다. 최종적

으로 chemiluminescence (FCL, Amersham Pharmacia Bio-

tech) 방법으로 칼시뉴린의 발현을 확인하였고 β-actin에 

대한 상대값으로 표현하였다.

칼시뉴린 인산분해효소 활성도의 측정. 칼시뉴린의 효

소 활성도는 RII phosphopeptide를 특이적 기질로 하는 

인산분해 효소 분석 키트(BioMol)를 이용하여 측정하였

다. 효소 활성도는 okadaic acid 존재 하에서 유리된 인산

염에서 EGTA와 okadaic acid 존재 하에 유리된 인산염을 

제외하고 계산하였다. 칼시뉴린 인산분해효소에 의해 

RII부터 방출된 유리 인산염은 말라카이트 그린 반응으

로 30분 동안 620 nm에서 microtiter plate 판독기를 이용

하여 흡광도를 측정하였다. 결과는 세포질 단백 1 mg 당 

유리되는 인산염 농도로 환산하였다.

칼시뉴린 Aα와 Aβ mRNA에 대한 역전사중합효소 

연쇄반응(reverse transcription-polymerase chain reac-

tion, RT PCR). RNAzolB (Biotex Laboratories)를 이용하

여 배양된 활막세포로부터 total RNA를 얻었다. 추출한 

2μg total RNA를 주형으로 RevertAid
TM

M-MULV 역전사

효소(MBI Fermentas), random hexamer (TaKaRa)를 이용

하여 cDNA를 합성하였다. 2μl의 cDNA로 중합효소 연

쇄반응을 시행하였는데, 여기에 사용된 각각의 염기서

열은 다음과 같다. 

  CnAα: 5'-CGACAGGAAAAAAATTTGCTGGAT-3' and 

5'-TTGTTTGGCTTTTCCTGTACATG-3' (673 bp); CnAβ: 

5'-AACCATGATAGAAGTAGAAGCTC-3' and 5'-CACA 

CACT GCTGGATAGTTATAA-3' (568 bp); GAPDH: 5'-C 

GATGC TGGGCGTGAGTC-3' and 5'-CGTTCAGCTCAG 

GGATGACC-3' (498 bp). 증폭된 PCR 산물은 1×TAE 완

충액에서 1.5% agarose 젤에 전기영동하였다. 

세포사멸사의 측정. 칼시뉴린 억제제인 사이클로스포

린 A를 처리한 후 활막세포 사멸 정도를 DNA 분절도 

효소면역측정법 혹은 caspase-3 활성도로 측정하였다.

DNA 분절도 효소면역측정법(ELISA): 세포사멸 정도

는 분절된 DNA와 BrdU를 검출할 수 있는 단일클론항체

를 사용한 sandwich ELISA kit (Roche Applied Science)로 

측정하였다. 약술하면, 항-DNA 항체를 microtitier plate에 

부착시키고, BrdU가 표지된 DNA 분절을 고정된 항- 

DNA 항체에 결합시켰다. 극초단파 조사로 항체가 결합

된 BrdU-labeled DNA 분절을 plate 표면에 고정시켰다. 

마지막으로 과산화효소가 부착된 항-BrdU 항체를 BrdU

와 반응시키고 결합되지 않은 항-BrdU 항체를 제거한 후 

TMB를 기질로 하여 흡광도를 측정하였다.

Caspase-3 활성도 분석: Caspase-3의 효소 활성도는 apo-

target caspase-3/cpp32/colorimetric protase 분석 키트(Bio-

source)를 사용하여 제작자가 제안한 방식으로 측정하였

다.

IL-6, IL-10, IL-17, 기질 금속 단백 분해 효소에 대한 

효소면역측정법(ELISA). 배양된 상층액에서 유리되는 

IL-6, -10, -17의 양은 이전에 기술된 방식대로 ELISA로 

측정하였다(13). 표준 사이토카인 항원으로 재조합 인형 

IL-6, -10, -17 (R & D)을 사용하였다. 기질금속단백분해효

소-1 (Amersham Pharmacia Biotech), 기질금속단백분해효

소-2 (R & D), 기질금속단백분해효소-3 (Amersham Pharm-

acia Biotech), 기질금속단백분해효소-9 (R & D)의 농도 역

시 ELISA 방법으로 측정하였다. 사용된 기질금속단백분

해효소 분석 키트는 전구형과 활성형이 모두 측정되며 

다른 종류의 기질금속단백분해효소와는 교차 반응이 

5% 미만으로 제시되었다. 

플라스미드 건조(plasmid construct). 인형 캐빈 1 유전

자는 칼시뉴린 결합 도메인 서열(5641-6614)을 포함하는 

두 쌍의 primer를 이용하여 중합효소 연쇄반응으로 류마

티스 활막세포 cDNA로부터 증폭하였다. pGFP-캐빈 1 

구성체를 합성하기 위하여 PCR 산물을 green fluoresc-

ence protein (GFP) expression vector (BD Biosciences, Clo-

nech), pGFP-C1로 유전자 복제를 하였고 염기서열은 

sequencing (ABI PRISMR 310, Applied Biosystems)으로 

확인하였다.

활막세포에 캐빈 1 유전자의 과 발현. LipofectAMINE
TM

 

2000 reagent (Invitrogen)를 이용하여 SV40 T antigen을 포
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함하는 무한 증식 활막세포인 MH7A 세포(14)에 캐빈 1 

유전자의 플라스미드 DNA 형질전환을 수행하였다. 형

질전환을 시행하기 전에 3×104의 농도로 MH7A 세포를 

6-well plate에 부착시켰다. DNA-LipofectAMINE reagent 

복합체를 형성하게 하기 위하여 serum-free Opti-MEM 상

태에서 각 well마다 LipofectAMINE reagent (1.6μl)와 

pEGFP-C1 vector 혹은 pEGFP-캐빈 1 (0.8μg)을 혼합하

였다. 이 복합체를 각 well에 첨가를 하고 plate를 앞뒤로 

부드럽게 흔들어서 혼합하였다. 4시간이 지난 후 이 세

포들을 RPMI 1640 (supplemented with 10% FCS) 배지에

서 37oC, 24시간 동안 배양하였다. GFP-캐빈 1 혹은 GFP 

유전자의 과 발현은 레이저스캔 동초점 영상 시스템

(laser scanning confocal imaging system)을 이용하여 관찰

하였다. 형질 전환된 세포 내 캐빈 1 단백질의 발현 정도

는 Western blot으로 측정하였다. 약술하면, 세포를 용해

액(20 mM Tris-HCl; pH 7.5; 0.5 M NaCl; 1 mM EDTA; 

1 mM EGTA, 0.25% Triton X-100; protease inhibitor cock-

tail; 2 mM PMSF; 1 mM DTT)에 넣어 용해시키고 Brad-

ford protein assay (BioRad)를 이용하여 단백질 양을 측정

하였다. 50μg 단백질을 8% SDS-PAGE 젤에서 전기영동 

하였고 nitrocellulose막으로 이송한 후, 이 막을 항-캐빈 

1 항체(Calbiochem) 혹은 항-β-actin (Sigma) 항체와 반응

시켰다. 세척 후 1시간 동안 horseradish peroxidase가 부

착된 2차 항체와 반응시켰고 chemiluminescence (A-

mersham Pharmacia Biotech) 방법으로 캐빈 1 단백질의 

발현을 측정하였다. 

통계. 결과는 평균±표준편차로 표시하였다. 집단간의 

평균값의 비교는 Mann-Whitney U-test를 이용하였고 p＜

0.05인 경우 통계학적으로 유의하다고 판정하였다.

결      과

염증성 활막조직에서 칼시뉴린의 발현. 관절조직에서 

칼시뉴린의 분포와 위치를 알아보기 위하여, 3명의 류마

티스 관절염 환자의 활막에서 칼시뉴린의 촉매 부위인 

칼시뉴린 A에 특이적 항체를 이용한 면역조직 화학염색

법을 시행하였다(16). 칼시뉴린 A는 3명의 류마티스 관

절염 환자의 활막조직 절편에서 모두 발현되었다(Fig. 

1). 양성 염색 반응은 과 증식된 활막의 표피 세포, 침윤

된 백혈구, 활막 혈관 내피 세포에서 나타나고 있으며 

이것은 칼시뉴린이 여러 가지 다양한 세포에서 발현될 

수 있음을 보여준다. 

  활막의 표피세포층(lining layer)은 FLS (Fig. 2A)와 대

식세포 양 활막세포(macrophage like synovoicyte)로 이루

어져 있다. 연구자는 활막조직으로부터 활막세포를 분

리하여 칼시뉴린 A의 기저 발현(basal expression)을 조사

하였다. Western blot 검사를 통하여 류마티스 관절염

Figure 1. Expression of calcineurin in the rheumatoid synovium of patient with rheumatoid arthritis. (A-C) Hematoxyline and eosin staining
of the rheumatoid synovium (×200). Tissue sections showed the synovial proliferation with heavy lymphoplasmacytic infiltration. (D-F)
Immuohistochemical staining of the synovium using anti-calcineurin A antibody showed the high expression of calcineurin A in the synovial
lining layer, endothelium, and infiltrating leukocytes.
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(n=8)과 대조군으로 골관절염 환자(n=8)의 활막세포에서 

칼시뉴린의 발현을 비교한 결과, 류마티스 관절염의 활

막세포가 골관절염의 활막세포보다 더 많은 양의 칼시

뉴린을 발현하고 있었다(optical density ratio [calcineurin/

β-actin]: 0.36±0.09 versus 0.04±0.02, p=0.03) (Fig. 2B). 

인산분해효소 분석법에 의하여 측정된 칼시뉴린 A의 기

저 활성도 역시 골관절염의 활막세포(n=8)보다 류마티

스 관절염의 활막세포(n=8)에서 더 높았다(p=0.02)(Fig. 

2C).

  칼시뉴린 A는 칼시뉴린 Aα와 칼시뉴린 Aβ라는 두 

가지 중요한 아형(isoform)이 있는데(17), 이들은 독특한 

기능과 특징을 가지고 있다. 예를 들어, 칼시뉴린 Aα는 

Figure 3. Increase of calcineurin activity in rheumatoid synoviocytes by proinflammatory cytokine. (A, B) The proinflammatory cytokines,
IL-1β (10 ng/ml) and TNF-α (10 ng/ml), but not IL-10 (10 ng/ml), time-dependently increased the calcineurin phosphatase activity in
rheumatoid synoviocytes. The data are presented as the mean±SD values of three independent experiments. *p＜0.05.
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Figure 2. Expression of calcineurin A
in synovial fibroblasts. (A) Phase- 
contrast microscopy of fibroblast-like
synoviocytes (FLS) of rheumatoid 
arthritis patients. (B) Basal expression
levels of calcineurin (CaN) A protein
in the rheumatoid arthritis FLS (RA
FLS, lane 1 to 4, lane 9 to 12) and
osteoarthritis FLS (OA FLS, lane 5 to
8, lane 13 to 16), as determined by
Western blotting analysis using anti-
calcineurin A antibody. The house-
keeping gene β-actin (β-act) was 
used as control. Data represent the
results from one of three similar ex-
periments. (C) Comparison of calci-
neurin phosphatase activity in the 
FLS between patients with rheu-
matoid arthritis (RA, n=8) and os-
teoarthritis patients (OA, n=8). (D)
Reverse transcriptase PCR for cal-
cineurin Aα mRNA (CaN Aα) and
calcineurin Aβ mRNA (CaN Aβ) in
rheumatoid synoviocyte.
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광범위하게 분포하는 반면 칼시뉴린 Aβ는 면역 반응을 

매개하는 림프계열의 세포에서 주로 현저하게 발현된다

(17). 본 연구에서 RT PCR을 통해 류마티스 관절염 환자

의 FLS에는 칼시뉴린 Aα와 칼시뉴린 Aβ mRNA 모두 

발현되어 있음을 발견하였다(Fig. 2D). 활막세포에 칼시

뉴린의 두 가지 아형이 모두 존재한다는 결과는Western 

blot 검사로도 확인되었다(결과 생략). 칼시뉴린 Aβ가 

주로 림프구에 표현되어 있음을 고려해 볼 때(17,18), 연

구자의 결과는 활막세포가 관절 내에서 면역 반응에 수

동적으로 반응하기보다는, 림프계열의 세포들처럼 염증 

반응에 적극적으로 관여하는 면역세포의 하나로서 취급

되어야 함을 시사한다(1-3,11).

염증성 사이토카인에 의한 칼시뉴린의 활성화. 염증

성 관절염에서 류마티스 관절의 활막세포는 다양한 염

증성 사이토카인에 노출된다. 연구자는 염증성 사이토

카인 IL-1β와 TNF-α와 같은 자극이 활막세포 내 칼시

뉴린 인산분해효소 활성도에 미치는 영향을 조사하였

다. 결과 IL-1β (10 ng/ml)를 처리한 후 5분 만에 FLS 내 

칼시뉴린 활성도가 빠르게 증가하였으며 6시간 후 최고

점에 도달하였고 이러한 효과는 24시간 동안 높게 유지 

되었다(Fig. 3A). TNF-α (10 ng/ml)를 처리하였을 경우 

역시 칼시뉴린 활성도가 시간-의존적으로 증가됨을 관

찰하였으나(Fig. 3B), 항 염증성 사이토카인인 IL-10 (10 

ng/ml)을 처리하였을 경우 칼시뉴린 활성도의 변화는 없

었다(Fig. 3B).

사이클로스포린 A에 의한 사이토카인과 기질금속단

백분해효소 생성의 차등적 조절. 활막세포의 활성화에

서 칼시뉴린의 역할을 결정하기 위해서, FLS에 의해서 

생성되는 전 염증성 사이토카인 중 하나인 IL-6 생성에 

대한 칼시뉴린 저해제의 효과를 조사하였다. FLS를 IL-1

β (0.1 ng/ml) 및 TNF-α (1 ng/ml)로 자극할 경우 자극하

지 않았을 경우에 비해 IL-6의 생성은 각각 136배, 24배 

증가하였다. 여기에 사이클로스포린 A (40∼800 nM)를 

추가하였을 때 IL-1β 및 TNF-α에 의해 유도된 IL-6의 

생성이 농도 의존적으로 감소되었다(Fig. 4A). 활막세포

에 사이클로스포린 A 800 nM를 처리하였을 때 IL-1β 

혹은 TNF-α에 의해 유도되는 IL-6 생성의 감소 정도는 

이들 사이토카인을 단독 처리한 경우와 비교하여 각각 

42.0%와 33.5%이다. 다른 칼시뉴린 저해제인 FK506 역

시 사이클로스포린 A와 비슷한 경향을 보인다(Fig. 4B). 

한편, 활막세포에 고농도의 사이클로스포린 A (40∼

4000 nM)를 처리하여도 세포 사멸이 전혀 변화되지 않

았기 때문에(Fig. 4C), 사이클로스포린 A에 의한 IL-6 생

성의 감소가 비 특이적인 세포 독성에 의한 것이 아니라

고 판단된다. MTT 분석에 의한 FLS의 생존 능력 및 

caspase-3 활성도 역시 사이클로스포린 A (40∼800 nM)

의 처리에 의해 영향을 받지 않았다. 한편, FLS를 IL-1β 

(10 ng/ml)로 72시간 동안 자극할 경우 기질금속단백분

해효소-1 및 -2의 생성이 기저 수준에 비해서 각각 4.6배

와 2.0배 증가하였으며(Fig. 4D), 여기에 사이클로스포린 

A (40∼800 nM)를 추가하였을 경우 이러한 증가들이 강

하게 억제되었다. 예를 들어, 사이클로스포린 A 800 nM

을 처리할 경우 기질금속단백분해효소-1 과 -2의 생성은 

IL-1β를 단독으로 처리한 것에 비해 각각 85.4%와 94.3%

로 감소하였다. 따라서 기질금속단백분해효소-1과 -2의 

생성은 IL-6에 비해 사이클로스포린 A에 더욱 민감한 것

으로 판단된다. TNF-α에 의해 유도된 기질금속단백분

해효소-1과 -2 역시 사이클로스포린 A 처리에 의해 농도-

의존적으로 감소되었다. 이와는 대조적으로 활막세포로

부터 생성된 기질금속단백분해효소-3과 -9는 사이클로스

포린 A에 의해서 거의 영향이 없거나 15% 미만으로 감

소하였는데(Fig. 4D, 자료 제시 없음), 이것은 칼시뉴린이 

기질금속단백분해효소-1, -2, -3 및 -9의 생성에 차별적으

로 관여하고 있음을 의미한다.

  류마티스 FLS는 IL-17과 같이 분비된 가용성 매개체 

혹은 주변에 침윤된 세포 표면 단백질의 자극을 받아 활

성화 될 수 있다(1-3,11,19,20). 작동세포(effector cell)로서 

단핵세포의 활성화에 대한 칼시뉴린의 역할을 결정하기 

위하여 류마티스 관절염 환자의 SFMC 세포로부터 생성

된 사이토카인에 대한 사이클로스포린 A의 직접적인 효

과를 연구하였다. 자극되지 않은 SFMC는 24시간의 배

양 기간 동안 IL-17과 IL-10을 생성하였다(IL-17: 130±

65 pg/ml, IL-10: 51±17 pg/ml). 여기에 사이클로스포린 

A를 추가했을 때 SFMC에서 생성되는 IL-10의 농도는 

농도-의존적으로 증가한 반면, IL-17의 농도는 감소하였

다(Fig. 4E). 사이클로스포린 A 800 nM의 농도에서 

SFMC에서 생성되는 IL-10의 평균 농도는 306±94 pg/ml 

(기저 생성의 5배)이었고, IL-17의 평균 농도는 32±5 

pg/ml (초기 반응의 24.6%)이었다. 활막세포의 활성화에

서 세포들 간 상호 작용의 중요성을 고려할 때(20), 이러

한 결과는 사이클로스포린 A가 침윤된 단핵세포의 기능 

조절을 통해 간접적으로 활막세포의 불활성화가 유도되

고 결국 세포 간 상호작용의 약화가 초래될 것으로 추정

된다. 

칼시뉴린의 억제 유전자인 Cabin 1의 과 발현을 통한 

활막세포의 불활성화. 사이클로스포린 A 등의 칼시뉴

린 억제 약물은 칼시뉴린 억제와는 무관한 기전에 의해 

다양한 생화학적 효과를 나타낼 수 있다. 이러한 이유로 

칼시뉴린의 선택적, 비경쟁적 길항제인 캐빈 1 (Cabin 1, 

calcineurin-binding protein)을 과 발현시켜, 칼시뉴린 활

성도를 특이적으로 억제하고자 하였다(21,22). 먼저 활막

세포에서 캐빈 1의 발현을 조사한 결과 골관절염 환자

(n=5)와 류마티스 관절염 환자(n=5)의 활막세포 내 캐빈 

1의 발현정도에 차이를 보이지 않았다(Fig. 5A). 따라서 
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캐빈 1을 과 발현시킬 경우 류마티스 관절염 활막세포의 

활성이 억제될 것으로 가정하였다. 예비 실험에서 무한 

증식 활막세포(MH7A cell)에 GFP-캐빈 1 펩티드 융합 

펩타이드 유전자를 형질 전환시킨 결과, 고유의 캐빈 1 

단백질(220kDa) 이외에도 GFP-캐빈 1 융합 펩타이드

(66kDa)의 검출이 가능하였다(Fig. 5B, 5C). 칼시뉴린 효

소 활성도는 GFP만 형질전환된 세포나 혹은 형질전환되

지 않은 세포와 비교하여 GFP-캐빈 1 펩티드 융합 단백

질이 과 발현된 세포에서 거의 완전히 억제되었다(Fig. 

5D). GFP-캐빈 1 융합 단백질이 과 발현된 활막세포를 

GFP만 형질전환된 세포와 비교할 경우 배지 단독 혹은, 

IL-1β로 자극할 경우보다 IL-6의 생성이 부분적으로 억

제되었다(형질전환된 세포 vs 형질전환되지 않은 세포

에서 생성된 IL-6의 농도; 배지 단독 2.6±0.2 vs 1.0±0.1 

ng/ml, IL-1β로 자극한 경우 5.1±0.4 vs 3.1±0.2 ng/ml) 

(Fig. 5E). 활막세포에서 생성되는 기질금속단백분해효

소-2의 생성 역시 캐빈 1 펩티드 형질전환에 의해 강력

히 억제되었다(형질전환된 세포 vs 형질전환되지 않은 

세포; 31.1±0.3 vs 5.2±0.1 ng/ml). 그러나 캐빈 1 펩티드

는 기질금속단백분해효소-3, -9의 발생을 억제시키지는 

못 하였는데(Fig. 5F), 이러한 결과는 칼시뉴린의 약리학

적 길항제인 사이클로스포린 A에 의해 기질금속단백분

Figure 4. Effect of cyclosporin A on the productions of cytokine and matrix metalloproteinase. (A, B) Fibroblast-like synoviocytes of
rheumatoid arthritis patients were stimulated with IL-1β (0.1 ng/ml) and TNF-α (1 ng/ml) for 24 hours in the presence of cyclosporin
A (40 to 800 nM) or FK506 (0.5 to 50 nM). The IL-6 production in the supernatants was measured in triplicate by ELISA. Each value
represents the mean±SD of three separate experiments. (C) In the four independent experiments, cyclosporin A, ranging from 40 to 4000
nM, did not affect the degree of apoptosis of rheumatoid synovial fibroblasts, which was assessed by cellular DNA fragmentation ELISA.
Sodium nitroprusside (SNP) 1 mM was used as an apoptosis inducer. (D) Matrix metalloproteinase-1 and -2 productions by rheumatoid
synovial fibroblasts, stimulated with medium alone, IL-1β (10 ng/ml) and TNF-α (10 ng/ml) for 72 hours, were dose-dependently inhibited
by cyclosporin A (40 to 800 nM). The concentrations of matrix metalloproteinase-1, -2 and -3 in the culture supernatants were measured
by ELISA. Dot lines denote the basal levels of matrix metalloproteinase-1 and -2. Data are the mean±SD of three independent experiments.
(E) Cyclosporin A divergently regulated the productions of IL-17 and IL-10 by synovial fluid mononuclear cells of rheumatoid arthritis patients
(n=5). Spontaneous production levels of IL-17 and IL-10 in the presence of cyclosporin A (4 to 800 nM) were determined in the culture
supernatants by ELISA. Data are presented as mean±SD of five independent experiments.
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해효소-1, -2, -3과 9의 생성이 변화되는 양상과 일치하는 

결과이다(Fig. 4D). 캐빈 1 펩티드가 활막세포로부터 IL-6 

및 기질금속단백분해효소-2의 생성을 억제한다는 결과

는 캐빈 1 유전자가 류마티스 관절염과 같은 만성 염증

성 질환의 치료에 활용될 수 있음을 시사한다. 그러나, 

골관절염 환자(n=5)와 류마티스 관절염 환자(n=5)의 활

막세포 내 캐빈 1의 발현정도에 차이를 보이지 않은 것

은 캐빈 1의 억제 작용을 보상할 수 있는 다른 요인이 

류마티스 관절염 환자에게 존재한다는 것을 암시하므로 

이에 대한 고려가 필요할 것으로 생각된다.

고      찰

  류마티스 관절염 환자에서 칼시뉴린 신호전달 물질과 

활막세포의 활성 사이의 관계에 대하여는 아직 잘 규명

되어있지 않다. 본 연구는 비 염증성 관절염인 골관절염 

환자에서보다 류마티스 관절염 환자의 활막세포에서 칼

시뉴린의 발현이 현저히 증가가 되어 있음을 규명하였

다. 활막세포 내 칼시뉴린의 활성은 IL-1β와 TNF-α와 

같은 전 염증성 사이토카인에 의해 증가가 되었으며 

1L-10과 같은 항 염증성 사이토카인은 영향이 없었다. 

칼시뉴린은 활막세포에서 IL-6와 기질금속단백분해효

소-1, -2의 생성에서 중요한 역할을 담당하고 있었다. 뿐

만 아니라 칼시뉴린은 류마티스 관절염 동물 모델에서 

파괴된 관절의 판누스와 활막세포에서 강하게 발현되어 

있었으며, 이것은 임상적, 병리학적으로 평가된 관절염

의 위중도에 잘 비례하였다. 결과를 종합해 보면, 본 연

구는 칼시뉴린이 만성 염증성 관절염에서 활막세포의 

활성과 질병의 진행에 대한 세포 내 중요한 전달 물질임

Figure 5. Inactivation of rheumatoid synoviocytes by Cabin 1 peptide transfection. (A) Expression of Cabin 1 mRNA (upper) and protein (lower),
a natural calcineurin antagonist, in fibroblasts-like synoviocytes from patients with rheumatoid arthritis (RA FLS, lane 1 to 5) and osteoarthritis
patients (OA FLS, lane 6 to 10), as determined by reverse transcriptase PCR and Western blotting analysis, respectively. (B) Immortalized rheumatoid
synoviocytes, MH7A20, were transfected with either GFP-Cabin 1 gene (5641-6614) or GFP only, which was demonstrated by green fluorescence
on confocal microscope (×400). (C) Western blotting analysis using anti-Cabin 1 antibody revealed the expression of fusion protein GFP-Cabin
1 peptide (66 kDa), in addition to full length Cabin 1 protein (220 kDa); untransfected control (lane 1), GFP-vector-transfected synoviocytes (lane
2), cells transfected with GFP-Cabin 1 peptide (lane 3). (D) Comparison of calcineurin phosphatase activity in cells transfected with GFP-Cabin
1 peptide versus cells transfected with GFP only or untransfected cells. (E) Partial inhibition of the spontaneous and IL-1β-stimulated IL-6 
production by GFP-Cabin 1 peptide. (F) Cabin 1 peptide nearly completely blocked the matrix metalloproteinase-2 production by MH7A cells,
while minimally affecting the productions of matrix metalloproteinase-3 and -9.
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을 의미한다.

  류마티스 활막세포는 독특한 형태의 공격적인 표현형

을 나타내는데 이는 아마도 반응성 산소(reactive oxgen 

species), 성장인자(growth factor), 전 염증성 사이토카인 

등과 같이 유전자에 해로운 환경에 만성적으로 노출됨

에 따라 유도되었을 것으로 생각된다(1-5). 본 연구는 만

성 염증을 지속시키는 원동력으로서 칼시뉴린의 중요성

을 강조하고 있다. 류마티스 관절 내 높은 농도의 전 염

증성 사이토카인들-예를 들어 TNF-α, IL-1β 등은 FLS 

내 칼시뉴린의 활성도를 누적적으로 증가시킬 수 있다. 

또한 활막세포는 주변에 침윤된 백혈구들과 긴밀히 접

촉하고 있기 때문에 이들 세포 간 상호작용 결과 칼시뉴

린의 활성도가 보다 상승될 수 있을 것이다. 어떠한 경우

이든 증가된 칼시뉴린은 관절의 파괴와 염증성 세포의 

충원을 일으키는 기질금속단백분해효소와 IL-6의 분비

를 시킬 것이다. 이렇게 분비된 효소와 단백질은 관절 

파괴를 증진시킬 뿐 아니라 염증성 사이토카인의 분비

를 촉진시키고 염증세포를 충원시킬 수 있는데 이는 다

시 칼시뉴린의 활성을 증가시키게 되어 결국 염증 반응

의 악순환의 고리가 형성될 것이다. 이 경우 칼시뉴린은 

악순환 고리의 중심부에서 복잡한 염증 단계를 주도적

으로 이끌어 갈 것이다.

  사이클로스포린 A의 작용은 T 림프구에만 제한되어 있

지 않고 세포의 종류와 자극에 따라 다양하다. 사이클로

스포린 A에 의한 TNF-α의 억제는 LPS 처리한 단핵세포

에서는 관찰할 수 없으나(23), B 림프구에서는 관찰할 수 

있다(24). 사이클로스포린 A는 마우스에서 LPS 의해 유도

되는 IL-10의 분비를 현저하게 증가시키나 항-CD3에 의

해 유도되는 IL-10의 분비는 완전히 억제한다(25). 본 연

구에서 사이클로스포린 A는 활막세포에서 기질금속단

백분해효소-1, -2, -3 및 -9의 생성과 단핵구에서 IL-17, 

IL-10의 생성을 차별적으로 조절하였다. 이러한 결과는 

칼시뉴린에 의해 정상적으로 억제되어 있는 IL-10 같은 

유전자의 발현 혹은 이와 관련된 신호전달물질이 사이클

로스포린 A의 처리에 의해 자극될 수 있음을 시사한다. 

이러한 개념을 뒷받침하는 것으로, 사이클로스포린 A와 

FK506은 T 림프구에서 IL-2 및 IL-17과 같은 염증성 사이

토카인을 강하게 억제시키는 반면, 동시에 과립구-대식

구 집락자극인자(granulocyte macrophage colony stimula-

ting factor, GM-CSF), TGF-β, IL-5 및 IL-13을 포함하는 

항 염증성 사이토카인의 발현을 증가시킨다(26-28). 

  주된 면역 억제제인 사이클로스포린 A와 FK506은 각

각 사이클로필린(cyclophilin)과 FKBP12로 불리는 im-

munophilin 수용체와 결합하여 칼시뉴린의 활성을 특이

적으로 억제시킨다(29). 최근 연구에서 사이클로필린이 

항산화제로 기능하고 있음이 규명되었다. 예를 들어 사

이클로필린은 페록시리독신(peroxiredoxin) 활성을 증가

시키고 사이클로스포린 A로 인한 독성으로부터 심근아

세포를 보호해주는 기능이 있다(30). 사이클로필린의 발

현을 증가시킨 유전자 형질 전환 마우스는 세포 내에서 

샤프롱(chaperone) 역할을 수행하는 펩티딜-프롤릴 시스

트란스 이성체의 발현 조절을 통해 사이클로스포린 A에 

의한 신독성에 저항한다(31). 따라서 사이클로스포린 A

의 치료효과를 극대화하고 부작용을 최소화하기 위해서

는 사이클로필린에는 영향을 주지 않으면서 칼시뉴린의 

활성만을 선택적으로 억제하는 치료 전략이 필요하다.

  칼시뉴린에 대한 몇 가지 내인성 조절인자들이 확인

되었다. 캐빈 1이라고 불리는 새로운 생리적 칼시뉴린 

길항제는 T 림프구 내에서 칼시뉴린 매개성 신호 전달

을 억제한다(21). 카인(Cain; 쥐에서 발견되는 인형 캐빈 

1의 상동체)을 이용하여 칼시뉴린을 선택적으로 억제시

킬 경우 신경전달물질의 시냅스 세포 내 이입을 조절할 

수 있으며(32), 심근세포 비후를 예방할 수 있다(33). 그

러나 인형 캐빈 1 유전자를 조작하여 만성 염증성 질환

을 치료하려는 시도는 아직 시행된 바 없다. 본 연구에서 

저자들은 류마티스 관절염 활막세포에 캐빈 1을 과 발현

시킬 경우 IL-6와 기질금속단백분해효소-2의 생성을 억

제시킬 수 있음을 발견하였다. 활막세포 활성화 및 관절

염 진행에서 칼시뉴린이 핵심적인 역할을 하고 있음을 

고려할 때, 캐빈 1 유전자 치료는 최소한의 독성으로, T 

림프구와 무관하게, 만성 관절염을 조절하는 새로운 치

료 전략으로 활용될 수 있을 것이다. 

  이상의 연구를 종합해 보면, 류마티스 관절염에서 칼

시뉴린 신호전달 물질의 비정상적인 증가로 인해 전 염

증성 사이토카인과 기질금속단백분해효소의 생성이 유

도되며, 이를 통해 활막세포 활성화 및 관절 파괴가 발생

할 것으로 생각된다. 본 연구는 류마티스 관절염의 병인

에 관한 새로운 시각을 제시하며, 관상동맥경화 및 이식 

거부반응 등과 같은 만성 염증성 질환 치료의 후보물질

로서 칼시뉴린의 중요성을 강조하고 있다.
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