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사람 말초혈액 단핵구의 전염증성 사이토카인 생성에 대한 
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In this study, we investigated the role of toll-like receptor (TLR) and mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
pathways involved in the tumor necrosis factor (TNF)-α and interleukin (IL)-6 expression after stimulation with purified 
protein derivatives (PPD) or native 38-kDa protein antigen (Ag) of Mycobacterium tuberculosis H37Rv in human 
primary monocytes. Both PPD and 38-kDa Ag significantly induced TNF-α and IL-6 in human primary monocytes. 
MAPK [extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 and p38] are rapidly phosphorylated in human monocytes 
stimulated with the PPD or 38-kDa Ag. Both p38 and ERK 1/2 activation are essential for PPD- or 38-kDa-induced 
TNF-α and IL-6 production. The inhibition of TLR2 and TLR4 by specific antibodies significantly abrogated the 
38-kDa-induced secretion of TNF-α and IL-6, whereas blockade of TLR2, but not TLR4, was responsible for the 
PPD-induced TNF-α and IL-6 production in human monocytes. Collectively, these data suggest that the PPD and 
38-kDa Ag differentially interact with TLR2 and TLR4, which in turn mediate an essential role for the early inflammatory 
immune responses during human tuberculosis. 
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서  론 

 
결핵균에 의해 분비되는 단백항원은 숙주면역반응의 표적

으로 오랫동안 백신 및 진단법 개발을 위한 유용한 재료가 
되어 왔다 (3). 결핵균 튜베르쿨린 purified protein derivatives 
(PPD) 항원은 튜베르쿨린 피부반응 검사나 결핵면역 연구에 
세계적으로 널리 이용되는 항원이다. 결핵의 유병율이 낮은 
지역에서는 PPD 항원에 의한 지연형 과민반응의 정도가 피
부검사에 의한 진단적 의미를 나타내기도 한다 (3,4). 그 밖
에 PPD 항원은 획득면역의 주된 세포인 항원 감작 T 세포에 
의한 감마 인터페론의 생성에도 기여하며 전혈검사 (whole-
blood assay)를 이용하여 PPD 항원에 의한 사이토카인 유도

능을 측정한 결과, 자극 초기에 매우 강력한 전염증성 사이
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토카인 [tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1β] 및 
항염증성 사이토카인 (IL-10) 발현을 유도하였다 (36). 

결핵균의 다양한 단백항원 성분 중 38-kDa 지질당단백질 
(lipoglycoprotein)은 결핵균 배양액 내에 풍부하게 분비되며 
(16) 인산염 수송단백질 (PstS-1)로 잘 알려져 있다 (9). 동물

모델에서 인형결핵균이나 우형결핵균 감염 후 강한 세포면

역반응을 유도할 수 있는 단백질로 보고되었다 (4). 한편 38-
kDa 단백항원은 높은 혈청학적 반응성을 나타내어 활동성 
결핵의 조기 단계 혹은 잠복감염과 연관성이 높다고 하며 
(1,6) 현재까지 결핵의 혈청학적 진단을 위해 가장 많이 이용

되어 온 항원 중 하나이다. 38-kDa 지질당단백질 항원의 T 
세포 에피토프를 발현하는 DNA 백신을 주사한 마우스 실험

에서 높은 세포독성 및 Th1 면역반응이 유도되었다고 한다 
(13). 이와 같이 38-kDa 항원은 결핵항원의 세포면역 및 체
액면역반응에 대한 광범위한 연구에 유용하게 사용되어 왔
으나 현재까지 38-kDa 항원에 의해 유도되는 면역반응의 신
호전달기전에 대한 연구는 매우 미흡하다. 

결핵 감염 시 TNF-α가 항결핵 방어면역에 중요한 역할을 
한다고 하는 증거는 동물 실험 및 사람 결핵발병과정에서 보
고된 바 있다 (14,24). 그럼에도 불구하고 TNF-α는 결핵과 
관련된 조직괴사 및 임상적 증상 등 중요한 전염증성 반응의 
주된 매개자 역할을 한다 (34). 따라서 결핵에 대한 성공적

인 방어면역의 유도는 Th1 면역반응의 핵심적인 역할을 하
는 감마 인터페론의 생성과, 지나친 조직의 손상이 아닌 적
절한 수준의 염증반응 간의 균형에 달려있다고 해도 과언이 
아니다. 

포유동물의 패턴인식수용체인 Toll-like receptor (TLR)에 
리간드 (ligand)가 결합하면 하위경로에서 myeloid differentia- 
tion factor 88 (MyD88), tumor necrosis factor receptor-associated 
factor (TRAF)-6가 활성화되고, 궁극적으로 nuclear factor-
kappaB (NF-κB)의 핵 내 이동이 이루어진다. 기타 하위경로

로는 대표적인 단백질 인산화효소인 mitogen-activated protein 
kinases (MAPK) 및 phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)가 TLR 
신호전달과정에서 활성화되는 것으로 보고되었다. 이는 결과

적으로 병원체에 대한 선천면역반응에 매우 중요한 각종 단
백질들, 특히 전염증성 사이토카인, 케모카인, costimulatory 
molecules 및 inducible nitric oxide synthase 등의 발현을 유도

하게 된다 (28). 
이전 연구에 의하면 MAPK 활성은 결핵균에 의해 유도

되는 TNF-α, IL-1β 및 monocyte chemoattractant protein-1 
(MCP-1) 등의 생성에 필수적인 것으로 보고되었다. 또한 사
람 단핵세포 유래 대식세포에서 MAPK 활성에 의해 M. 
avium의 세포 내 생존이 감소되어 MAPK 경로가 항결핵 방
어에 중요함을 알 수 있다 (5). 따라서 개개의 결핵항원 성분

에 대한 사이토카인 반응의 특이성 및 세포 내 정보전달기전

에 대한 면밀한 분석은 결핵의 숙주 방어 및 병인 기전 연구

에 기반이 되는 매우 중요한 기초자료가 된다 (19). 
본 연구에서 저자들은 결핵균 배양액으로부터 38-kDa 지

질당단백질 항원을 고유한 방법으로 분리하였으며 분리 정
제된 38-kDa 항원 및 Denmark의 Statens Serum institut로부

터 구입한 PPD 항원을 이용하여 사람단핵세포를 자극하고 
항원에 의한 MAPK 신호전달경로의 활성 및 전염증성 사이

토카인 발현에 대한 MAPK의 기능을 분석하였다. 그 결과 
PPD 및 38-kDa 항원은 ERK 1/2 및 p38 MAPK의 인산화를 
유도하였으며 전염증성 사이토카인인 TNF-α와 IL-6의 분비

를 유도하였다. 두 항원에 의한 사이토카인 분비에는 ERK
와 p38 MAPK가 모두 공히 중요한 역할을 하였다. 그러나 
38-kDa 항원에 의한 전염증성 사이토카인의 발현은 TLR2 
및 4 수용체가 모두 관여하는 반면, PPD 항원에 의한 경우

에는 TLR2 수용체만이 관여하는 것을 알 수 있었다. 
 

재료 및 방법 

1. 결핵균 배양 및 38-kDa 항원의 분리 정제 

1) 결핵균 배양 

M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294)를 Sauton 합성배지에

서 6주간 표면 배양하여 수집된 배양여액을 15,000 x g에서 
1시간 원심분리하고, 0.22 µm membrane filter (Millipore, Bed- 
ford, MA, USA)로 여과멸균을 실시한 후 38-kDa 항원 정제

에 사용하였다. 
2) 38-kDa 항원의 분리 정제 

38-kDa 항원의 분리 정제는 이 등의 보고를 참조하였

다 (2). 38-kDa 항원은 배양여액으로부터 황산암모늄 염석 
(ammonium sulfate precipitation), low pressure chromatography 
(LP)와 fast protein liquid chromatography (FPLC) 시스템 (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA)을 이용한 anion-exchange chromato- 
graphy와 hydrophobic interaction chromatography (HIC)로 정
제하였으며, 항원의 확인은 SDS-PAGE와 38-kDa 토끼 항혈

청을 이용한 면역확산법을 병용하여 실시하였다. 
여과멸균된 배양여액을 20 mM Tris-HCl, pH 8.3/0.02% 

NaN3/1 mM EDTA로 2.5배 희석한 후 Macro-Prep High Q 
(Bio-Rad)가 충전된 컬럼 (2.5 cm × 20 cm)에 5 ml/min의 속
도로 가하여 단백질을 흡착시켰다. 흡착된 단백질은 100 mM 
NaCl이 포함된 20 mM Tris-HCl, pH 8.3/0.02% NaN3/1 mM 
EDTA로 용출시킨 후에 Amicon Ultra-15 [molecular weight 
cutoff (MWCO) 5,000; Millipore]을 이용한 초미세여과법 
(ultrafiltration)으로 농축한 후 40~70% 황산암모늄 염석을 
실시하였다. 40~70% 황산암모늄 염석으로 얻은 단백질은 
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1.8 M 황산암모늄이 포함된 100 mM sodium phosphate, pH 
6.8/0.02% NaN3/1 mM EDTA에 용해시킨 후 LP 시스템을 
이용한 hydrophobic interaction chromatography를 실시하였다. 
용해된 단백질은 Macro-Prep Methyl HIC (Bio-Rad)가 충전된 
컬럼 (1.5 cm × 10 cm)에 3 ml/min의 속도로 가하여 단백질을 
흡착시켰다. 흡착된 단백질은 1.2 M 황산암모늄이 포함된 
100 mM sodium phosphate, pH 6.8/0.02% NaN3/1 mM EDTA로 
세척한 후에 1.4 M 황산암모늄이 포함된 100 mM sodium 
phosphate, pH 6.8/0.02% NaN3/1 mM EDTA로 단백질을 용출

하여 38-kDa 항원 양성분획을 취하였다. 38-kDa 항원 양성

분획은 모두 수집하여 Amicon Ultra-15로 농축시킨 후에 20 
mM Tris-HCl, pH 8.3/0.02% NaN3/1 mM EDTA로 4℃에서 3
일간 투석하였다. 투석된 38-kDa 항원 양성분획은 0.22 µm 
membrane filter (Millipore)로 여과한 후 FPLC를 이용한 anion-
exchange chromatography로 최종 정제를 실시하였다. 즉 UNO 
Q6 컬럼 (Bio-Rad) (1.2 cm × 5.3 cm)에 38-kDa 항원 양성분

획을 1 ml/min의 속도로 가하여 단백질을 흡착시킨 후에 20 
mM NaCl이 포함된 20 mM Tris-HCl, pH 8.3/0.02% NaN3/1 
mM EDTA를 가하여 38-kDa 항원을 선택적으로 용출시킴으

로써 정제하였다. 
최종적으로 얻은 38-kDa 항원은 인산완충액 (phosphate 

buffered saline)으로 4℃에서 3일간 투석하였고, 내독소 제거 
컬럼 (Endotoxin Removing Gel; Pierce, Rockford, Ill, USA)을 
통과시켜 0.22 µm membrane filter (Millipore)로 여과멸균 후 
사용하였다. 

3) 38-kDa 토끼 항혈청 (rabbit 38-kDa antiserum)의 

제조 

Freund's complete adjuvant (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo, 
USA)와 동량으로 혼합된 38-kDa 항원 (0.5 mg/rabbit)을 체
중 2.5 kg 암컷 뉴질랜드 화이트 토끼 (다물사이언스, 대전)
에게 근육 접종하였고, 추가 접종은 4주 간격으로 3회 실

시하였다. 추가 접종 시에는 38-kDa 항원 (0.5 mg/rabbit)을 
Freund's incomplete adjuvant (Sigma-Aldrich)와 동량으로 혼합

하여 근육 주사하였다. 마지막 추가 접종 2주 후에 부분 채
혈을 실시하여 면역확산법으로 항체가를 확인한 후에 전혈

을 실시하여 혈청을 분리하였다. 
4) SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 및 

단백질 농도의 확인 

항원은 Novex mini cell (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 이
용하여 precast gradient Bis-Tris gel (Novex 4~12%; Invitrogen)
에서 SDS-PAGE에 의해 분석하였고, 전기영동 후 Coomassie 
blue 염색을 실시하여 38-kDa 항원을 관찰하였다. 단백질 농
도는 bicinchoninic acid assay (Pierce)로 측정하였다. 

2. 결핵균 PPD 항원 

결핵균 PPD 항원은 Statens Serum institut (Copenhagen, 
Denmark)에서 구입하여 사용하였다. 

3. 말초혈액 단핵구 (monocyte)의 준비 

건강인 공혈자로부터 정맥혈을 제공받아 Histopaque-1077 
(Sigma-Aldrich)을 이용한 밀도구배 원심분리로 말초혈액단

핵세포 (peripheral blood mononuclear cells)를 수집하였다. 수
집한 말초혈액단핵세포는 RPMI 1640 배지로 2 × 106/ml의 
농도로 부유시켜 37℃, 5% CO2 조건에서 1시간 동안 24 
well culture plate에 부착시켰다. 부착되지 않은 상층액은 제
거하고 plate에 부착되어 있는 단핵구만 취하여 실험에 사용

하였으며 분리된 단핵구의 순도는 항 CD14 항체를 이용한 
유세포 측정에 의해 95% 이상임을 확인하였다. 결핵균 항

원에 의한 사이토카인 반응이 lipopolysaccharide (LPS) 오염

에 의한 것이 아님을 확인하기 위해 모든 실험 조건에서 
LPS를 억제하는 polymyxin B (10 µg/ml)이 함유된 배지를 
사용하였다. 

4. Mitogen-activated protein kinase (MAPK) 억제제 및 

toll like receptor (TLR) 항체의 전처리 

MEK 활성의 특이 억제제인 PD98059와 U0126, p38 MAPK 
경로의 특이 억제제인 SB203580은 Calbiochem (San Diego, 
CA, USA)사에서 구입하여 사용하였다. Dimethyl sulfoxide 
(DMSO; Sigma-Aldrich)는 억제제의 용해제 대조군으로 0.1% 
(vol/vol)의 농도로 배양액에 첨가하였다. 말초혈액 단핵구를 
PBS로 세척한 다음, 결핵균 감염 30 내지 45분 전, MAPK 
억제제가 포함된 완전 RPMI 1640 배지로 교환하였다. 단핵

구의 생존율이 억제제의 첨가에 의해 영향을 받지 않는지 
여부는 Trypan blue 염색에 의해 확인하였다. 마우스 항 사
람 TLR2 단일클론항체 (clone TL2.1; IgG2a, κ) 및 마우스 
항 사람 TLR4 단일클론항체 (clone HTA125; IgG2a, κ)는 
eBioscience (San Diego, CA, USA)사로부터 구입하여 사용하

였다. 이들 중화항체는 항원 자극 전 실온에서 30분간 전처

리하여 TLR 신호전달경로 분석 실험에 사용하였다. 또한 
동종 isotype 대조항체 및 FITC가 결합된 항 사람 CD14 항
체 역시 eBioscience사로부터 구입하여 사용하였다. MAPK 
경로 활성 분석을 위한 항 p38-, 항 phospho-p38-, 항 ERK1/ 
2- 및 항 phospho-ERK1/2 항체는 모두 New England Biolabs 
(Beverly, MA, USA)사의 제품을 구입하여 사용하였다. 

5. Western analysis를 이용한 MAPK 인산화 정도 분석 

MAPK 인산화 정도 분석은 이전 논문에 보고된 바와 같
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이 (33) western analysis 방법을 이용하여 분석하였다. 약술

하면, 각 조건에서 배양된 세포 (well 당 4×105)를 수집하

여, protease inhibitor가 포함되어 있는 sample buffer (62.5 mM 
Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 50 mM DTT, 0.1% 
bromophenol blue)에 가한 후 초음파기 (Branson Ultrasonics 
Corporation, Danbury, CA, USA)를 이용하여 40초간 sonication
을 실시하였다. 이후 13,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 
세포 추출액을 수집하고 단백질 양을 정량한 후 SDS가 포함

된 10% polyacrylamide gel상에서 전기영동하였다. 전기영동 
직후 nitrocellulose membrane으로 blotting한 후 5% skim milk
가 들어있는 Tris-buffered saline Tween (TBST)로 1시간 동안 
상온에서 blocking하였다. 1차 항체 반응을 위해 항 p38-, 항 
phospho-p38-, 항 ERK1/2- 및 항 phospho-ERK1/2 항체 (New 
England Biolabs)를 구입하여 사용하였다. 1차 항체 반응은 
각각의 항체를 4℃에서 18시간 동안 반응시켰으며 2차 항체 
반응은 peroxidase가 표지된 anti-rabbit IgG 항체 (Amersham-
Pharmacia, Freiburg, Germany)를 37℃에서 1시간 반응하였

다. 단백질 발현 밴드의 검출은 detection reagent인 ECL 
(Amersham-Pharmacia)용액으로 상온에서 1분간 반응시킨 후 
X-ray 필름에 감광시켜 원하는 band를 확인하였다. 

6. ELISA를 이용한 사이토카인의 측정 

각 결핵항원으로 자극한 후 18시간 동안 배양된 세포배양 
상층액을 원심분리하여 얻은 다음 TNF-α 및 IL-6 ELISA set 
(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA)를 이용하

여 상층액 속의 사이토카인을 측정하였다. 

7. 통계학적 처리 

실험결과는 평균 표준 오차로 나타냈으며 통계적 유의성

은 SPSS 통계 프로그램 (version 11.5, Chicago, IL, USA)으로 
student's T-test에 의해 검증하였으며 p 값이 0.05 이하를 보
이는 경우 통계적으로 유의하다고 분석하였다. 

 
결  과 

1. 결핵균 배양액으로부터 38-kDa 지질당단백질 항원의 

분리 정제 

여과멸균한 배양액을 20 mM Tris-HCl, pH 8.3/0.02% NaN3/ 
1 mM EDTA로 2.5배 희석하여 low pressure chromatography 
(LP) 시스템을 이용한 anion-exchange chromatography로 1차 
분리 정제를 실시한 결과 38-kDa 항원은 0~100 mM NaCl이 
포함된 20 mM Tris-HCl, pH 8.3/0.02% NaN3/1 mM EDTA에서 
용출되었다. 100 mM NaCl 농도에서 용출된 분획들은 모아 
초미세여과법으로 농축하여 황산암모늄 염석으로 2차 분리 
정제를 실시하였고, 그 결과 38-kDa 항원은 60~70% 황산암

모늄에 주로 포함되어 있었다. 60~70% 황산암모늄 염석 분
획은 1.8 M 황산암모늄이 포함된 100 mM sodium phosphate 
buffer, pH 6.8/0.02% NaN3/1 mM EDTA에 부유하여 LP 시스

템을 이용한 hydrophobic interaction chromatography (HIC)로 
3차 분리 정제를 시도하였고, 그 결과 38-kDa 항원은 1.2 M 

A B 

Figure 1. SDS-PAGE analysis of purified 38-kDa antigen (Ag) of M. tuberculosis culture filtrate. (A) The 38-kDa Ag was purified 
from unheated culture filtrate of M. tuberculosis H37Rv by ammonium sulfate precipitation and hydrophobic interaction chromatography,
and anion exchange chromatography. The antigen was separated by SDS-PAGE and then analyzed by Coomassie blue staining. (B)
Purified 38-kDa Ag separated by IEF on pH 4.7~5.9 IPG strip in the first dimension and 12% SDS-PAGE in the second dimension. The 
second dimension gel was blotted onto nitrocellulose and immunoblot with rabbit anti-38 kDa polyclonal antibody. 
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~1.4 M 황산암모늄이 포함된 100 mM sodium phosphate 
buffer, pH 6.8/0.02% NaN3/1 mM EDTA에서 용출되었다. 최종

적으로 FPLC 시스템을 이용한 anion-exchange chromatography 
(UNO Q6)로 4차 분리 정제를 시도하였을 때 38-kDa 항원은 
10~40 mM NaCl이 포함된 20 mM Tris-HCl, pH 8.3/0.02% 
NaN3/1 mM EDTA에서 선택적으로 용출되었다. 위와 같은 
분리 정제과정을 통하여 결핵균 5 L의 배양 여과액으로부터 
1.8 mg의 38-kDa 항원을 회수할 수 있었다 (Fig. 1A). 정제된 
38-kDa 항원은 anti-38-kDa 항체를 사용하여 이차원 western 
blot 분석으로 확인하였다 (Fig. 1B). 

2. 결핵균 PPD 및 38-kDa 항원 자극에 의한 말초혈액 

단핵구의 TNF-α 및 IL-6 분비능 측정 

PPD 및 38-kDa 항원 처리 후 말초혈액 단핵구의 시간 경
과에 따른 TNF-α 및 IL-6의 생성능을 비교하기 위하여 건강

인 대조군의 말초혈액 단핵구를 분리한 후 PPD 및 38-kDa 

항원을 각각 5 µg/ml의 농도로 처리하였다. 각각 6, 18, 48 
및 96시간 자극한 후 각 배양 상층액으로부터 사이토카인 
의 생성능은 Fig. 2와 같았다. 

건강인의 말초혈액 단핵구를 분리하여 PPD 항원으로 자

극 시 항원 처리 후 6시간의 TNF-α 농도 평균 및 표준편차

는 301.0±127.8 pg/ml로 매우 높은 생성을 나타내었고, 18시
간에서의 생성은 1213.3±96.1 pg/ml로 매우 높게 증가되었다. 
이후 48 및 96시간에는 각각 445.0±141.9 pg/ml 및 237.6±
50.2 pg/ml로 오히려 서서히 감소하는 양상을 나타냈다. 38-
kDa 항원에 대하여 18시간에서의 TNF-α 농도 평균 및 표
준편차는 716.7±60.0 pg/ml의 가장 높은 생성을 나타냈고, 
이는 동일한 시간대의 PPD 항원 처리 시보다 낮은 양상이

었다. 
건강인의 말초혈액 단핵구를 분리하여 5 µg/ml 최종 농도

의 PPD 항원으로 자극 후 6, 18시간의 IL-6 농도 평균 및 
표준편차는 각각 1353.4±56.1 pg/ml, 12915.8±1430.3 pg/ml으

Figure 2. The PPD or 38-kDa Ag-induced TNF-α and IL-6 secretion in human monocytes. Human monocytes were stimulated with the 
PPD or 38-kDa Ag (5.0 µg/ml, for each) for 0, 6, 18, 48, and 96 h. The TNF-α (A) and IL-6 (B) production were measured by ELISA. The 
cytokine synthesis by cells stimulated with the 38-kDa Ag was statistically compared with those by unstimulated control. *, p<0.05; **, p<
0.01; ***, p<0.001. The error bars indicate SD. 

A B 

Figure 3. The PPD or 38-kDa Ag-induced MAPK activation from human monocytes. Human monocytes were stimulated with the PPD
(A) or 38-kDa (B) Ag for the times indicated. The cells were lysed, and aliquots of the total cell lysates were separated by SDS-PAGE and 
immunoblotted as described. The blots were incubated overnight with specific anti-phospho-ERK 1/2, anti-phospho-p38, or control Ab each
for the unphosphorylated form, followed by appropriate peroxidase-coupled secondary reagents, and were visualized using ECL. Similar 
data were obtained in six independent experiments. P, phosphorylated form of Ab; total, total form of Ab. 

A B 
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로 유사한 생성 양상을 나타내었다. 이 후 96시간에서 887.9
±39.7 ng/ml의 가장 높은 생성을 확인하였다. 38-kDa 항원은 
시간 경과에 따른 증가 정도가 PPD 항원과 같은 양상으로 
자극 후 18시간에서 8610.5±953.5 pg/ml의 가장 높은 생성을 
나타내었으나, 그 생성양은 PPD 항원 처리 시보다 감소되

었다. 

3. 말초혈액 단핵구에 대한 결핵균 PPD 및 38-kDa 항원 

자극 후 MAPK 활성 분석 

말초혈액 단핵구를 PPD 및 38-kDa 항원으로 5.0 µg/ml 
농도에서 5분부터 48시간까지 다양한 시간대로 자극한 후 
MAPK 활성도를 인산화된 ERK 1/2 및 p38 MAPK에 대한 
특이 항체를 이용하여 western analysis에 의해 확인하였다 
(Fig. 3). 38-kDa 항원으로 자극한지 5분부터 단핵구에서 p38 

MAPK의 활성화가 관찰되었으며 항원 자극 후 15분 내지 
30분에 p38 MAPK 인산화의 정도가 가장 높았다. 말초혈액 
단핵구 별로 약간의 차이는 있었으나, ERK 1/2의 인산화 
최고치는 PPD 및 38-kDa 항원 자극 후 30분 내지 60분에 
주로 관찰되었다. 대조군으로 단핵구를 1 µg/ml 농도의 LPS
로 자극하였으며 PPD 및 38-kDa 항원과 유사하거나 강한 
signal 반응이 관찰되었다 (결과는 제시하지 않음). 

4. MAPK 활성이 PPD 및 38-kDa 항원 자극에 의한 

TNF-α 및 IL-6 생산에 미치는 영향 

ERK 1/2 및 p38 MAPK 경로는 M. tuberculosis H37Rv에 
의한 사이토카인 생성에 매우 중요한 역할을 담당하기 때문

에 (34) 이들 신호전달경로의 활성이 결핵균 PPD 및 38-kDa 
항원 자극에 의한 TNF-α 및 IL-6 생성에 어떤 역할을 하는

B 

A 

Figure 4. Effects of MEK or p38 MAPK inhibitors on the PPD or 38-kDa -mediated TNF-α- and IL-6 production. The MEK inhibitor 
(U0126) or p38 MAPK (SB203580) was added to monocytes at concentrations ranging from 5 to 20 µM at 45 min before stimulation with 
the PPD (A) or 38-kDa Ag (B) of M. tbc (5.0 µg/ml). The supernatants were harvested after 18 h for cytokine assessment using ELISA.
Similar data were obtained in five independent experiments. The mean levels (plus standard errors of the mean) of TNF-α or IL-6 following
stimulation with the PPD or 38-kDa Ag were set to 100, and the relative loss of cytokine production in the presence of inhibitor is shown. 
The solvent control was 0.1% DMSO. SB, SB203580; U, U0126. 
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지 조사하고자 하였다. 말초혈액 단핵구를 p38 MAPK에 대
한 특이 억제제 (SB203580) 혹은 MEK 특이 억제제 (PD- 
98059 혹은 U0126)으로 45분간 전처리한 후 PPD 및 38-kDa 
항원으로 자극하였다. U0126 및 PD98059는 DMSO 용매제 
내에 최종 농도가 0.1%가 되도록 용해되어 있었기 때문에 
이 농도의 DMSO를 대조군으로 사용하였다. 

Fig. 4에서 보는 바와 같이 말초혈액 단핵구에 대한 U0126 
전처리에 의해 PPD 혹은 38-kDa 항원 자극 후 TNF-α 생성

이 매우 유의하게 감소되었다 (p<0.001, for both antigens). 또
한 p38 MAPK 억제제인 SB203580 전처리에 의해 PPD 혹은 
38-kDa 항원 자극 후 TNF-α 생성이 매우 유의하게 감소하였

다. 이와 유사하게 PPD 및 38-kDa 항원 자극에 의한 IL-6의 
생성도 ERK 1/2 및 p38 MAPK 억제제의 전처리에 의해 매
우 유의하게 감소되는 것을 알 수 있었다 (Fig. 4). 

5. PPD 및 38-kDa 항원 자극 후 TNF-α 및 IL-6 발현

에 대한 TLR2 및 4 의존도 분석 

이전 연구에 의하면 M. avium에 의해 유도되는 ERK 1/2 
및 p38 MAPK 활성화는 TLR2 신호전달에 의존하였다고 한
다 (30). 따라서 저자들은 본 연구에서는 PPD 및 38-kDa 항
원에 의한 MAPK 활성에 TLR2 혹은 TLR4 수용체가 관여

하는지 조사하고자 하였다. 이를 평가하기 위해 말초혈액 단
핵구를 TLR2 혹은 TLR4에 대한 중화 기능을 갖는 단클론

항체 혹은 이에 대한 대조항체로 실온에서 30분간 전처리하

고 항원 자극을 수행하였다. 
Fig. 5에서 보는 바와 같이 38-kDa 항원에 의해 유도되는 

TNF-α의 생성은 항 TLR2 항체의 전처리에 의해 매우 현저

하게 감소하였으나 (59.8%), 항 TLR4 항체의 전처리에 의해

B 

A 

Figure 5. Effects of anti-TLR2 or anti-TLR4 mAbs on the PPD or 38-kDa -mediated TNF-α and IL-6 production. Human monocytes 
were preincubated with the indicated amounts of anti-TLR2, anti-TLR4, or isotype control Abs (1 µg/ml) and challenged with the PPD 
(A) or 38-kDa (B) Ag subsequently for 30 minutes. The supernatants were harvested after 18 h for cytokine assessment using ELISA.
Similar data were obtained in five independent experiments. The mean values (plus standard errors of the mean) of TNF-α or IL-6 following
stimulation with the 38-kDa Ag were set to 100, and the relative loss of cytokine production in the presence of neutralizing Abs was shown.
The solvent control was 0.1% DMSO. 
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서는 보다 약하게 감소하였다 (33.0%). TNF-α 생성의 경우와 
마찬가지로 38-kDa 항원에 의한 IL-6 생성도 항 TLR4 항체

의 전처리 (36.1%)에 비해 항 TLR2 항체의 전처리 (65.1%)
에 의해 매우 현저하게 감소하였다. 이들 사이토카인의 발현

은 대조항체의 전처리에 의해서는 유의한 감소나 증가를 나
타내지 못하였다. 

한편 PPD 항원에 의해 유도되는 TNF-α 및 IL-6 생성은 
항 TLR2 항체의 전처리에 의해서 매우 유의하게 감소되었

으나 (p<0.01) 항 TLR4 항체의 전처리에 의해서는 유의한 
변화가 관찰되지 않았다. 이러한 결과는 38-kDa 항원에 의해 
유도되는 전염증성 사이토카인의 발현이 주로 TLR2 경로를 
경유하며 일부 TLR4를 경유하는 반면, PPD 항원에 의한 
전염증성 사이토카인의 생성은 TLR2 경로에 의존하는 것으

로 사료된다. 
 

고  찰 

 
대부분의 TLR 리간드는 감염이 발생되었다는 것을 알리

는 미생물 성분들로 구성되어 있다 (18). TLR2 리간드는 세
균의 지질단백질 (7), 펩티도글리칸 (33), 미코박테리아 지질

당단백질 성분들 (22) 및 Leptospira interrogans와 Prophyro- 
monas gingivalis의 LPS 성분 (17)으로 구성되어 있다. 세포 
밖으로 분비되거나 혹은 세포벽과 관련된 미코박테리아 성
분들 역시 특정 TLR 단백질의 활성과 밀접한 연관이 있다 
(29). 미코박테리아의 세포벽 지질당단백질, lipoarabinomannan 
및 mannosylated phosphatidylinositol (PIM) 등은 TLR2를 경
유하여 세포를 활성화시킨다 (14,21). 또한 결핵균의 조기 배
양여액 (short term culture filtrates; STF)도 주로 PIM을 함유

한 물질로 TLR2 활성자로 보고되었다 (21). 
또 다른 패턴인식수용체인 TLR4의 리간드로서 외인성 

인자인 그람음성균의 LPS (31) 이외에도 내인성 리간드인 
fibronectin, heat shock proteins 및 hyaluronan oligosaccharides 
등이 보고되었다 (24). 현재까지 결핵균의 TLR4 리간드 성분

이 무엇인지 명확하고 보고되어 있지 못하나 최근 연구에 의
하면 결핵균의 heat shock protein 65가 주로 TLR4를 경유함

이 밝혀졌다 (8). 또한 우형결핵균인 BCG균 역시 TLR2 및 
TLR4를 모두 경유하며 하위신호전달경로에서 MyD88과 같
은 어댑터 분자를 통하여 케모카인인 CXCL8의 전사 및 활
성을 유도한다 (15). 본 연구에서 결핵균 38-kDa 항원은 말
초혈액 단핵구에서 주로 TLR2를 경유하여 MAPK 활성을 
유도하였으나 부분적으로 TLR4 역시 MAPK 활성에 기여함

을 알 수 있었다. 한편 PPD 항원에 의한 사이토카인의 활성

은 TLR2에 의해서 일어남을 알 수 있었으며 TLR4에 대한 
중화항체를 사용한 경우 사이토카인의 변화를 관찰할 수 없

었다. 
현재까지 가장 많이 보고된 결핵균 유래 TLR2 리간드는 

19-kDa 지질단백질이다 (27). 결핵균 19-kDa 지질단백질이나 
lipomannans (LM)은 대표적인 TLR2 리간드로서 대식세포에

서 다양한 역할을 하는 것으로 보고되었다. 19-kDa 지질단백

질은 숙주세포의 세포고사를 유도하며 (27), MHC class II 분
자의 발현을 억제하고, 마우스의 산화질소 생성을 증가시켜 
결핵에 대한 방어에 기여함이 보고되었다 (7). 다양한 미코

박테리아 유래의 LM 성분은 각 균종에 따라 마우스 대식

세포에서 전염증성 사이토카인의 생성을 자극하거나 억제

하는 것으로 나타났다. LM 성분은 TLR2 및 어댑터 분자인 
MyD88을 경유하여 TNF-α 및 산화질소의 생성을 통해 대식

세포의 활성을 유도하며 이는 TLR4 혹은 TLR6 경로와는 무
관하였다 (32). 따라서 본 연구에서 PPD 항원 성분 중 LM 
혹은 기타 TLR2를 자극하는 지질단백질성분이 있는지, 그
리고 38-kDa 지질당단백질 항원의 어떤 구조적 모티프가 주
로 TLR2 혹은 TLR4와 반응하는가에 대한 보다 면밀한 조
사가 필요할 것으로 사료된다. 

최근, 다양한 세포모델에서 다양한 자극에 의해 유도되는 
염증성 사이토카인 발현의 세포 내 신호전달경로에 대한 연
구가 활발히 진행되고 있다. 특히 MAPK 신호전달경로는 면
역반응에 의해 매개되는 염증성 반응의 조절에 중요한 조절

자이며 이러한 염증반응의 조절은 인간의 많은 질병과 관련

성이 높기에 많은 연구가 집중되고 있다. 결핵균 자체로 단
핵구를 처리했을 때 TNF-α와 IL-6이 많이 분비되는 현상은 
이미 본 논문의 저자들의 과거 연구에 의해 보고된 바 있다 
(37). 또한 PPD 혹은 정제된 Ag85 complex, MTB12 항원에 
의해 전염증성 사이토카인 분비가 증가됨이 보고되었다 (25, 
26). 그러나 본 연구자들의 예비 실험에 의하면 결핵균 자체

를 처리했을 때 정제된 항원들을 처리한 경우에 비해 매우 
높은 양의 전염증성 사이토카인 분비가 일어남을 알 수 있

었다 (결과는 제시하지 않음). 본 연구에서 PPD 및 38-kDa 
항원은 공히 말초혈액 단핵구에서 MAPK 활성 및 TNF-α 
및 IL-6의 생성을 유도하였다. ERK 1/2 및 p38 MAPK의 특
이적 억제제를 농도 별로 전처리한 후 각 항원을 자극한 결
과 말초혈액 단핵구의 TNF-α 및 IL-6 생성은 매우 유의하게 
감소하였다. 또한 38-kDa 항원에 비해 PPD 항원에 의한 
TNF-α 및 IL-6의 생성이 유의하게 증가되어 있었으며 
MAPK 활성도 PPD 항원에 의한 자극이 38-kDa 항원에 의
한 경우보다 강하게 나타나 사이토카인의 생성과 일치하는 
것을 알 수 있었다. 이러한 결과는 ERK 1/2 및 p38 MAPK 
경로가 PPD 및 38-kDa 항원에 의한 TNF-α 및 IL-6 생성에 
매우 중요한 역할을 하고 있음을 시사한다. 또한 PPD 항원

이 38-kDa 항원에 비해 보다 강력한 MAPK 활성자임을 알 
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수 있다. 그리고 38-kDa 항원에 의한 TNF-α 및 IL-6의 생

성이 항-TLR2 혹은 항-TLR4 항체에 의해 모두 유의하게 
감소되는 것으로 비추어 볼 때, 양쪽 신호전달경로 모두 전

염증성 사이토카인의 발현에 기여함을 알 수 있다. 
세포 내 MAPK 신호전달경로를 담당하는 단백질군은 다

양한 면역반응에서 매우 필수적인 역할을 수행하며 (12) ERK, 
p38 MAPK 및 stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal 
kinase (SAPK/JNK) 등의 인산화효소 단백질들로 구성되어 
있다. 면역계에서 MAPK 활성은 TNFRI 및 IL-1R, 패턴인식

수용체, 특히 TLR family 등과 같은 다양한 수용체의 자극에 
의해 이루어진다 (35). MAPK 신호전달경로의 활성은 IL-12 
p40, TNF-α, IL-6 및 inducible nitric oxide synthase 등과 같이 
미생물 감염 시 유리되는 중요한 방어물질의 생성과 깊은 연
관이 있다 (11). 특히 p38 MAPK의 활성은 수많은 사이토카

인의 발현과 면역반응의 활성에 매우 중요한 역할을 한다 
(20). 본 연구는 정제된 결핵항원인 38-kDa 항원에 의해 유
도되는 MAPK 활성 및 전염증성 사이토카인의 생성에는 
TLR2와 TLR4가 모두 관여한다는 기존의 보고를 확인하였

으며 (23), PPD 항원의 경우 TLR2만을 경유한다는 사실을 
새롭게 보고하고 있다. 

결핵균 항원은 크게 세포벽항원과 분비항원으로 구분되며 
특히 감염 후 세포 외로 분비되는 분비항원은 항결핵 백신 
및 진단용 항원으로서의 가능성에 대해 많이 보고되었다 (3, 
10). 38-kDa 항원은 사람 및 마우스 림프구에서 강력한 T 세
포 면역원성이 보고된 바 있으며 (36), 또한 결핵 환자 및 
건강인 대조군에서 38-kDa 단백항원의 CD4+ T 세포를 자

극하는 에피토프가 동정되었다 (36). Zhu 등 (38)은 C57BL/6 
마우스를 대상으로 한 38-kDa 항원 DNA 백신 연구에서 병
원성 결핵균에 대한 방어능을 보고하였다. 이러한 결과를 종
합해 볼 때 38-kDa 단백항원은 인체결핵 및 동물모델에서 
숙주면역반응 연구에 매우 유용한 후보 항원의 하나로 생각

된다. 본 연구에서는 고유하고 독창적인 방법으로 결핵균 배
양액으로부터 native 38-kDa 지질당단백질 항원을 정제 분리

할 수 있었다. 38-kDa 항원은 유전자 전사 후 단백질 합성이 
일어난 다음에도 다양한 modification에 의해 당질 및 지질 
성분들이 결합되는 단백질항원이므로 기존의 대장균 내 유
전자 재조합 기법에 의해서는 native protein과는 성상이 다른 
단백질 합성이 이루어질 가능성이 높다. 본 연구의 독창적인 
단백질 분리 기법으로 결핵균 배양액 5 리터로부터 1.8 mg의 
비교적 높은 단백질 회수율을 얻었으며 앞으로 이 항원을 
이용한 다양한 결핵 면역 연구에 매우 유용하게 사용될 수 
있을 것으로 기대된다. 

본 연구에서 결핵균 배양액으로부터 분리 정제된 38-kDa 
지질당단백질 및 PPD 항원에 의한 ERK 1/2 및 p38 MAPK

의 활성화는 전염증성 사이토카인인 TNF-α와 IL-6의 분비

에 필수적인 기능을 하였다. 각 항원의 패턴인식수용체 의

존도를 조사한 결과 38-kDa 항원에 의한 전염증성 사이토카

인의 발현은 TLR2 및 4 수용체가 모두 관여하는 반면, PPD 
항원에 의한 경우에는 TLR2 수용체만이 관여하는 것을 
알 수 있었다. 
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