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It has been reported that inflammatory diseases such as pneumonitis, retinitis, and hepatitis are associated with human 
cytomegalovirus (HCMV). Intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 is an important inflammatory mediator, helping 
monocytes adhere to endothelial cells when tissues are infected by pathogen including the HCMV. However, little is 
known about the mechanism of ICAM-1 stimulation by the HCMV infection in monocytes. In this study, a monocytic 
cell line THP-1 was used to understand ICAM-1 expression by the HCMV infection. Flow cytometric analyses 
demonstrated that ICAM-1 was stimulated by the HCMV in THP-1 cells with maximum at 24 hours post infection. The 
stimulated ICAM-1 expression was dependent on the amount of input virus. In order to understand the mechanism of 
ICAM-1 stimulation during the HCMV infection, cells were treated with specific inhibitors of key elements in 
inflammation: NF-κB inhibitor PDTC, cyclooxygenase 2 inhibitor NS398, and MEK inhibitor PD98059. Flow cytometric 
analyses revealed that ICAM-1 expression was decreased when treated with PDTC, but not with NS398 or PD98059. 
Thus, it is suggested that HCMV-induced ICAM-1 expression in THP-1 cells is associates with NF-κB. 
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서  론 

 
사람거대세포바이러스 (human cytomegalovirus; HCMV)

는 사람에게 감염률이 높은 바이러스로 건강한 사람에

는 아무 문제를 일으키지 않으나 장기이식 환자나 AIDS 
환자와 같이 면역력이 약화된 사람에게는 치명적일 수 

있다. 이들 환자들에서 HCMV는 대개 잠복감염으로부터 
재활성화가 이루어지며, 그 결과 폐렴, 각막염, 간염, 태

반염 등 다양한 기관에서 염증반응을 유발하여 심각한 
상태를 초래할 수 있다 (6,18). HCMV에 의한 염증반응에

서 가장 중요한 사건의 하나는 말초혈액 속의 혈구세포

가 감염된 조직으로 이동하여 식세포로 분화하거나 또

는 다양한 cytokine을 분비하는 것이다 (26). 이를 위해서

는 혈구세포가 혈관 내피세포 (vascular endothelial cells)와 
결합하고 혈관 내피세포 사이를 통과하여 혈액으로 빠져

나오는 과정이 필요하며, 이 때 혈구세포와 내피세포간

의 결합에는 여러 종류의 부착분자 (adhesion moloecule)
가 중요한 역할을 한다 (19). 이 중 세포간 부착분자-1 
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(intercellular adhesion molecule-1; ICAM-1)은 세포표면에 
발현하는 당단백질로, 인체 내피세포에서 HCMV에 의해 
발현이 증가하여 백혈구나 혈소판과 같은 혈구세포와

의 부착력이 강해진다고 알려져 있다 (13,21,23). HCMV
에 의한 ICAM-1 발현 증가는 인체섬유아세포 (8,10)나 
syncytiotrophoblast (4)에서도 보고된 바 있으나, 정작 직

접적으로 혈관 내피세포 사이를 뚫고 조직 내로 이동하

여 염증을 매개하는 혈구세포에서의 연구는 미비한 편이

었다. 
앞서 언급한 바와 같이 HCMV의 임상적 증세는 대개 

잠복감염으로부터의 재발감염이기 때문에 잠복감염 부위

에 대한 많은 연구가 있었는데, 혈구세포 내의 단핵세포 
계통의 세포가 HCMV의 잠복감염 부위로 제시되었다. 특
히 골수의 CD34+ 과립세포 및 단핵세포의 전구세포 (14, 
16,17)와 말초혈액의 CD14+ 단핵세포 (1,26)가 HCMV의 
중요한 잠복감염 부위로 제시되었다. 잠복감염된 세포에

서 HCMV의 재활성화는 세포분화를 필요로 하며, 특히 
단핵세포에서 대식세포 (macrophage)로의 분화가 중요한 
역할을 한다 (14,17,27). 이를 위해 단핵세포는 혈액으로

부터 빠져나와 말단 조직으로 이동해야 하는데, 이 과정

에서 HCMV에 의해 활성화된 phosphatidylinositol 3-kinase 
(PI3K)와 NF-κB가 HCMV가 감염된 인체 단핵세포의 부
착성 (adhesion)과 혈액으로부터의 누출성 (extravasation) 
증가에 관여한다고 알려져 있다 (3,24,25). 이에 본 연구

에서는 인체 단핵세포의 실험 모델로서 THP-1 같은 단

핵세포주에서 HCMV에 의해 ICAM-1 발현이 촉진되는

지 살펴보고, 이 과정에 어떠한 신호전이경로가 관여하

는지 알아보고자 하였다. 
 

재료 및 방법 

1. 세포와 바이러스 

단핵구세포의 대표적 실험 모델인 THP-1 세포주 
(ATCC TIB-202)를 이용하였고, RPMI 1640 (Gibco BRL, 
Gaithersburg, MD, USA) 배지에 10%의 우태아혈청 (fetal 
bovine serum: FBS, Gibco BRL)와 100 µg/ml 스트렙토마이

신, 100 U/ml 페니실린을 첨가한 배지로 배양하였다. 적
절한 산성도를 유지시켜 주기 위해 37℃, 5% CO2 대기하

의 배양기에서 배양하였다. 
본 실험에 사용한 바이러스는 HCMV TB40/E strain이

며, 이 바이러스는 인체 내피세포에서도 증식이 되도록 

적응시킨 것으로 독일 Tubingen 대학의 Dr. Sinzger로부터 
제공받았다. 감염성 HCMV stock을 얻기 위해 세포 배양

용 플라스크에 배양한 인체섬유아세포인 human foreskin 
fibroblast (HFF, 본 실험실에서 남아 포피조직으로부터 
만든 것임) 세포 단층에 MOI (multiplicity of infection)가 
0.01~0.05 plaque forming unit (PFU)/cell이 되게 접종시킨 
후 15분 간격으로 가볍게 흔들어 주어 37℃에서 1시간 
동안 흡착시켰다. 바이러스 감염 5~7일 후 배지를 갈아

주고 바이러스를 감염 10~14일 후에 세포병변효과가 충
분히 나타났을 때 수확하였다. 세포를 모아 원심분리하

여 상층액은 50 ml 원심분리관에 넣고 세포침전물은 전
체부피의 1/10로 재부유하여 액체 질소에서 얼렸다 녹

였다를 2회 반복하여 깨고, 다시 원심분리하여 세포의 
침전물을 제거한 상층액을 얻었다. 세포용해물이 제거된 
순수한 바이러스를 얻기 위해 4℃, 15,000 rpm에서 1시

간 동안 원심분리한 것을 FBS가 첨가되지 않은 배지로 
재부유하여 잘 섞은 후 -70℃에 1 ml씩 보관하여 사용하

였다. 

2. 바이러스 감염과 각종 저해제 처리 

바이러스를 감염시킬 때는 특별한 경우를 제외하고는 
MOI를 1로 하였다. 바이러스를 감염시키기 24시간 전에 
모든 세포 상태를 고르게 유지하기 위해 2%의 FBS를 
넣은 RPMI 1640을 처리하였다. 하루 동안 유지배지에서 
배양한 THP-1 세포의 수를 센 뒤 원심분리하여 배지를 
제거하고 바이러스 용액을 넣은 뒤 잘 섞어서 1시간 동
안 37℃, 5% CO2 대기하의 배양기에서 감염시켰다. 바이

러스를 감염시킨 후에는 바이러스액을 제거한 후 2%의 
FBS를 넣은 RPMI 1640 배지로 유지시켰다. 

본 연구에 사용한 각종 저해제는 세포에 독성을 주지 
않는 범위의 농도 범위에서 사용하였다. 이를 위해 먼저 
THP-1 세포에 각 저해제를 여러 농도로 처리한 뒤 72시
간 까지 매 24시간 간격으로 생존세포의 수를 세어 세포 
생존에 영행을 미치지 않는 최고농도 (highest nontoxic 
concentration: HNC)를 결정하였다. 이에 따라 본 실험에

서는 HNC 농도 이하의 저해제를 사용하였다. NF-κB의 
저해제로는 PDTC (pyrrolinedithiocarbamate)를, cylcooxy- 
genase-2 (COX-2) 저해제로는 NS398 (N-[2-cyclohexyloxy]-
4-nitro-phenyl)methanesulfonamide)을 사용하였으며 MEK 
저해제로는 PD98059 (2-[2-amino-3-methoxyphenyl]-4H-1-
benzopyran-4one)를 사용하였다. PDTC와 NS398은 Sigma-
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Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서, PD98059는 Calbiochem, 
Merck KGaA (Darmstadt, Germany)에서 구입하였다. 각각

의 저해제는 바이러스를 감염시키기 30분 전에 2%의 
FBS를 넣은 RPMI 1640 배지로 희석하여 세포에 처리하

였고, 바이러스를 감염시키는 1시간 동안과, 감염 후 분
석을 위해 세포를 수확할 때까지 각 저해제의 농도가 유
지되도록 하였다. 

3. ICAM-1 발현 분석 

각각의 저해제 및 바이러스가 처리된 2×106개의 세포

를 거두어 2,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 모았다. 
PBS (인산완충식염수, phosphate bufferd saline, pH 7.4)에 
3%의 농도로 희석된 포름알데히드로 상온에서 15분간 
고정한 후에 2,000 rpm에서 5분간 원심분리한 후 상층

액을 제거하였다. PE-conjugated anti-CD54 (ICAM-1, Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)를 PBS에 1:100
으로 희석한 용액으로 세포를 재부유하여 4℃에서 30분
간 반응시켜 염색하였다. 염색된 세포는 PBS로 두 번 세
척하고 유세포 분석기 (FACS Calibur, BD Biosciences, San 
Jose, CA, USA)로 형광값을 분석하였다. 

4. Western blotting 

THP-1이나 HFF 세포에 바이러스를 감염시킨 후 적

정한 시간이 경과한 뒤 세포를 회수한 뒤 원심분리하

고 PBS로 세척하였다. 수확한 세포는 NP-40 용해완충액 
(50 mM Tris-Cl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40)으로 용
해하여 단백질을 추출하였다. Bradford 법으로 정량한 
단백질 50 µg을 취해 12% SDS-PAGE에 전기영동한 뒤 
PVDF membrane (Milipore, Bedford, MA, USA)에 전기이

동시켰다. 이후에 membrane을 0.1% Tween-20이 포함된 

Figure 1. Stimulation of ICAM-1 expression by the HCMV infection on the surface of THP-1 cells. THP-1 cells were infected by 
HCMV TB40/E at MOI of 1 pfu/cell. Cells were harvested at indicated times and stained with PE-conjugated anti-ICAM-1 antibody. PE 
fluorescence was determined by a flow cytometry. (A) Flow cytometrogram of a representative experiment. C, background fluorescence; 
M, mock-infected cells; V, virus-infected cells. (B) Time course of ICAM-1 expression. Data are averages of three or more experiments 
with error bars. Open circles, mock-infected cells; closed circles, HCMV-infected cells. 

A 

6                      12                     24                     48                  72 (h.p.i) 

B 
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PBS (PBS- T)로 가볍게 세척한 후 5%의 skim milk가 들
어있는 PBS-T로 1시간 동안 상온에서 blocking하였다. 
Blocking이 끝난 후 1:2,000으로 희석한 1차 항체를 1시
간 동안 처리한 후 PBS-T로 10분씩 세 번 세척하였다. 
Anti-p-ERK1/2와 anti-ERK1/2 항체는 Cell Signaling Bio- 
technology (Beverly, MA, USA)에서, anti-human COX-2 항
체는 Cayman (Ann Arbor, MI, USA)에서, 그리고 anti-actin 
항체는 Sigma-Aldrich에서 구입하였다. 1차 항체 처리가 
끝난 뒤에는 5% skim milk/PBS-T에 1:5,000으로 희석한 
horseradish peroxidase (HRP) conjugated anti-mouse 또는 
anti-rabbit IgG (Promega, Madison, WI, USA)를 1시간 동안 
처리해 주었다. 항체 처리가 끝난 membrane을 PBS-T로 
세 번 세척한 후 Enhanced Chemiluminescence System 
(Intron, Seoul, Korea)으로 발광반응을 일으켜 X-ray 필름

에 노출시켜 상을 얻었다. 

 
결  과 

1. THP-1 세포에서 HCMV 감염에 따른 ICAM-1의 발

현 유도 

단핵구세포주 실험 모델인 THP-1 세포에서 HCMV에 
의해 ICAM-1 발현에 변화가 있는지 알아보기 위하여, 
2% FBS를 첨가한 RPMI 1640 배지에 하루 동안 유지시

켜 상태를 고르게 한 THP-1 세포에 HCMV TB40/E주를 
감염시켜 시간 별로 ICAM-1 발현 정도를 확인하였다. 
바이러스를 감염시키지 않은 세포에서는 ICAM-1의 발현

이 시간에 따라 거의 일정하게 유지되는 반면, HCMV에 
의해 감염된 세포에서는 ICAM-1의 발현이 감염 후 6시
간부터 증가하여 24시간 째 가장 높았으며 이후에는 시간

이 지남에 따라 조금씩 줄어드는 양상을 보였다 (Fig. 1). 

A 

MOI = 0                     MOI = 0.1                      MOI = 1                     MOI = 10 

B 

Figure 2. HCMV MOI-dependent stimulation of ICAM-1 expression. THP-1 cells were infected with HCMV TB40/E at different MOIs.
Cells were harvested at 24 hours post infection. Cells were stained with PE-conjugated anti-ICAM-1 antibody and analyzed by a flow 
cytometry. (A) Flow cytometrogram. C, background fluorescence; V, virus-infected cells. (B) Relative ICAM-1 expression. 
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ICAM-1 발현에 HCMV가 직접적인 원인이 되는지 알
아보기 위해 바이러스 양을 달리하여 감염시키고 바이

러스 감염 후 24시간 째의 ICAM-1 발현을 살펴보았다. 
그 결과 MOI가 0.1일 때에는 바이러스를 감염시키지 않
은 세포에 비해 약 2.9배, MOI 1일 때에는 7.4배, 그리고 
MOI 10일 때에는 8.9 배로 나타나는 등 ICAM-1의 발

현은 감염시킨 바이러스 양에 비례함을 알 수 있었다 
(Fig. 2). 

2. HCMV에 의한 ICAM-1 발현 유도의 경로 

THP-1 세포에서 HCMV에 의하여 발현되는 ICAM-1의 
경로를 알아보고자 염증반응에서 핵심적인 역할을 하며, 
또한 감수성 세포에서 HCMV 감염에 의해 유도되는 것
으로 잘 알려진 NF-κB, COX-2, 그리고 ERK1/2의 연관

성을 알아보기 위해 각각의 저해제를 처리하여 HCMV
에 감염된 THP-1 세포에서 ICAM-1 발현 변화를 살펴보

았다. NF-κB 저해제인 PDTC는 HCMV 감염시키지 않은 
THP-1 세포에서 ICAM-1 발현에는 별 영향을 주지 않았

지만, HCMV에 감염된 세포에 처리하였을 때에는 바이

러스에 감염되지 않은 세포 수준으로 ICAM-1 발현이 감
소하였다 (Fig. 3a). 반면 COX-2의 선택적 저해제인 NS- 
398이나 ERK의 인산화를 방해하여 활성을 억제하는 PD- 

98059를 처리하였을 시에는 HCMV에 의한 ICAM-1 발현 
증가에 아무런 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다 (Fig. 
3b, 3c). COX-2나 ERK1/2의 기능 억제가 HCMV에 의한 
ICAM-1 발현 증가에 영향을 미치지 못하는 이유를 알아

Control 

HCMV+PDTC 

HCMV 

Mock 

PDTC 

Control 

Mock 

NS398 

HCMV+NS398 

HCMV 

Control 

Mock 

PD98059 

HCMV+PD98059 

HCMV 

A B C

PDTC                                  NS398                                 PD98059 

Figure 3. Effect of specific inhibitors on the HCMV-induced ICAM-1 expression. Cells were pre-treated with inhibitors for 30 minutes 
and infected with HCMV TB40/E at 1 MOI. Twenty four hours after infection, cells were harvested, fixed and stained with PE-conjugated 
anti-ICAM-1 antibody and fluorescence was determined by a flow cytometry. (A) treated with NF-κB inhibtor PDTC (1 µM); (B) treated 
with COX-2 inhibitor NS398 (50 µM); (C) treated with MEK inhibtor PD98059 (50 µM). 
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Figure 4. HCMV does not stimulate COX-2 expression or 
ERK1/2 phosphorylation in THP-1 cells. THP-1 or HFF cells were
infected with HCMV (strain TB40/E, MOI = 1). At indicated times
after virus infection, cells were harvested and subjected to western 
blot analysis. (A) COX-2; (B) ERK1/2. 
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보기 위해 THP-1 세포에서 COX-2 발현과 ERK1/2 인산

화가 HCMV 감염에 의해 유도되는지 western blotting으
로 살펴보았다. 먼저 COX-2의 발현이 HFF 세포에서는 
HCMV 감염에 의해 유도되는데 반해 (Fig. 4a), THP-1 세
포에서는 HCMV 감염에 의해 ICAM-1 발현이 증가하기 
시작한 6시간 때부터 ICAM-1 발현이 최대로 관찰되는 
24시간 까지 HCMV 감염에 의한 COX-2 발현 증가를 볼 
수 없었다 (Fig. 4a). ERK1/2는 HFF 세포나 THP-1 세포 
모두에서 단백질 발현이 관찰되었으나, HCMV에 의한 
ERK1/2의 인산화가 HFF 세포에서는 관찰된 반면, THP-1 
세포에서는 관찰되지 않았다 (Fig. 4b). 따라서 HCMV에 
의한 ICAM-1의 발현에 NF-κB가 핵심적인 역할을 담당

하고 있음을 알 수 있었다. 
 

고  찰 

 
본 연구에서는 단핵세포의 실험 모델인 THP-1 세포에

서 HCMV 감염에 의하여 ICAM-1의 발현이 증가하며, 
이 과정에 NF-κB가 관여함을 보여 주었다. ICAM-1은 염
증반응과 관련된 대표적인 분자로서, 혈액 내의 혈구세

포가 혈액을 빠져 나와 조직으로 이동할 때 필요한 과정

인 혈구세포와 혈관 내피세포간의 결합에 관여하는 부착

분자의 한 종류이다 (19). HCMV는 잠복감염을 일으키는 
대표적인 바이러스로 혈구세포 중 단핵세포 계통의 세포

가 HCMV의 주된 잠복감염 부위로 제시되었다 (1,9,14, 
16,17,27). 이들 세포는 염증반응시 혈액을 빠져 나가 조
직에서 분화하여 대식세포 등으로 분화하여 염증반응을 
일으키게 된다 (14,17,27). 이 과정에서 혈구세포와 혈관 
내피세포간의 결합이 필요하게 되고, 따라서 HCMV는 
ICAM-1과 같은 부착분자의 발현을 촉진시킬 것이라는 
추측이 가능하였다. 실제로 HCMV는 혈관벽을 구성하는 
내피세포 (13,21,23)나 혈관벽 기저의 섬유아세포에서 
ICAM-1 발현을 촉진시킨다 (8,10). 이에 비하여 혈관 내
피 조직 사이를 통과하여 조직으로 이동해 염증을 매개

하는 혈구세포에서는 HCMV에 의한 ICAM-1 발현에 대
한 연구는 미비한 편이었다. 

최근 들어 HCMV에 감염된 단핵세포에서 ICAM-1, 
ICAM-3, β1 integrin, β2 integrin과 같은 부착성 분자의 발
현이 증가한다는 보고가 있었다 (25). 또한 HCMV에 의
해 활성화된 PI3K와 NF-κB가 HCMV가 감염된 인체 단
핵세포의 부착성과 혈액으로부터의 누출성 증가에 관여

한다고 알려져 있다 (3,24,25). 따라서 ICAM-1 발현 증

가에 대한 PI3K 및 NF-κB의 역할이 제시되었고, 본 연

구에서는 단핵세포주인 THP-1 세포에서 HCMV에 의한 
ICAM-1 발현 증가에 NF-κB가 관여함을 밝혔다. NF-κB
는 염증 관련 유전자의 전사인자로 잘 알려져 있으며 
(7,11), HCMV는 섬유아세포나 내피세포에서 NF-κB를 활
성화시킨다고 알려져 있다 (2,28). HCMV에 의한 NF-κB 
활성화는 IκB의 감소와 IKK의 인산화를 수반한다 (2). 

IKK의 활성 조절은 매우 복잡하고 다양한 인자에 의
해 매개되는데, 그 중의 하나가 MEK/ERK 또는 MAPK 
경로이다 (15,20). HCMV는 섬유아세포에서 ERK1/2를 
자극한다고 알려져 있으므로 (5,22), 본 연구에서 관찰된 
ICAM-1 발현에 관여하는 NF-κB 활성이 ERK1/2 경로를 
이용하는지 알아보고자 하였다. MEK 저해제인 PD98059
는 HCMV에 의한 ICAM-1 발현 증가에 아무런 영향을 
미치지 못하였다. 따라서 본 연구에서 관찰된 HCMV에 
의한 ICAM-1 발현 증가에 MAPK 경로는 관계가 없다고 
볼 수 있다. 그 이유는 HCMV에 의해 ERK1/2의 인산화

가 일어나는 섬유아세포와는 달리, 본 연구에서 밝힌 바
와 같이 단핵구 THP-1 세포에서는 HCMV가 ERK1/2의 
인산화를 유도하지 못하기 때문이라고 생각된다. 

HCMV는 염증반응의 주요 매개 유전자인 COX-2의 
발현을 mRNA 및 단백질 수준에서 촉진한다 (29). 이

에 본 연구에서는 HCMV에 의한 ICAM-1 발현 증가에 
COX-2 유전자의 연관성을 알아보고자 COX-2 특이 저해

제인 NS398을 처리하여 본 결과, 특별한 관계를 찾아볼 
수 없었다. 이는 ERK1/2 인산화 경우와 같이 COX-2 유
전자 발현이 섬유아세포에서는 HCMV에 의해 촉진되는 
반면, THP-1 세포에서는 HCMV에 의해 촉진되지 않기 
때문이라고 생각된다. 

염증반응은 외부의 침입자로부터 우리의 몸을 보호하

기 위한 면역반응이지만, 비정상적인 면역체계에서는 자
가면역질환의 일종으로 여러 염증질환 등을 유발하기도 
한다. 염증반응과 관련된 ICAM-1은 세포의 이동에 관여

함으로써 염증을 매개시키는 중요한 역할을 담당하고 있
다 (12). 따라서 ICAM-1의 발현을 증가시켜 염증반응을 
유도하도록 면역반응을 활성화 시킬 수도 있고, 염증질

환 환자에게서는 ICAM-1 발현을 감소시켜 질병으로부터 
벗어날 수 있도록 하는 양면성을 지니고 있다. 이 때문

에 ICAM-1 발현의 조절에 관한 연구는 많이 진행되고 
있고 앞으로도 많은 연구가 필요하다. 특히 HCMV는 면
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역력이 약한 환자에게 치명적인 질병을 일으킬 수 있기 
때문에 HCMV에 의한 ICAM-1 발현 조절에 관한 연구

는 필수적이라 생각된다. 
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