
I. 서 론

신경계가 면역 및 염증반응을 조정하며,
substance P(SP)등과 같은 neuropeptide가 신
경성 염증반응(neurogenic inflammation)의 매
개체 역할을 한다는 것이 알려지기 시작했다.
Bost와 Stead1~3) 등의 연구에 의하면 면역세
포들에 neuropeptide의 수용체가 존재하며,
lymphoid organ에 peptide성 신경이 분포되어
있어서 지각신경 말단과 면역세포 간에 긴밀
한 접촉이 이루어져 있다는 사실들은 이들
neuropeptide들이 면역체계와 신경계의 연결
기능을 하고 있음을 시사하고 있다. 
치주질환의 발생에 있어 치태의 존재가 필

수적인 조건이기는 하나, 치주질환의 병인론
이 다양하게 나타나는 현상에 대하여는 충분
한 조건이 되지 못한다. 따라서 숙주반응의
본질적인 차이점들에서 치주질환 병인론의
다양성에 대한 원인을 찾는 것이 좋은 것으
로 사료된다. 동일한 염증 자극에 대하여 개
체마다 상이한 반응을 나타내는 중요한 이유
중 하나일 것으로 추측되는 것으로서, 면역체
계에 대한 지각신경계의 조정역할을 들 수
있다. Bartold4) 등이 언급한 치주조직의 혈관
주위 및 염증세포 침윤부위에 지각섬유의 신

경전달물질로 알려져 있는 neuropeptide인 SP
가 다량 분포되어 있으며, 치은섬유아세포의
성장을 SP가 촉진한다는 사실들이 이에 대한
간접적인 증거이다. 또한 Freeman과
Green5~8) 등에 의한 stress가 치주조직에 변화
를 초래하고 치주질환의 정도와도 깊은 상관
관계가 있으며, 실험동물에서는 골조직의 변
화와도 관련이 있다는 보고와도 이러한 사실
과 무관하지 않다. 치주질환과 유사한 질병
진행양상을 보이는 류마치스성 관절염에서
SP의 역할에 관한 연구 결과는, 치주질환에
서도 이 neuropeptide가 관련되어 있으리라는
추론을 더욱 강하게 한다. 즉, Levine9) 등은
흰쥐에서 실험적으로 일으킨 관절염을 SP가
더욱 악화시켰다고 하였고, Kimball 등10~12)은
대식세포를 활성화시켜 prostaglandin(PG)과
다른 염증 매개체, 및 IL-1 유리를 촉진 시켰
으며 Lotz 등13)은 synoviocyte에서 PGE2와
collagenase 생산을 증가 시켰다고 보고하였다.
SP는 dorsal root ganglia에서 합성되어, 지

각신경의 C fiber에 존재하면서 동통과 관련
된 신경전달물질 기능을 하기도 하며14~16)한
편으로는 말초의 신경말단으로 이동하여, 역
방향성(antidromic) 유해성 자극이 있을 때
유리되어 신경성 염증반응을 일으키기도 한
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다17~19). 유리된 SP는 동통, 평활근 수축, 혈
관 이완 및 혈관 투과성 증가 등 국소 염증반
응에 기여하는 여러 작용을 하며, 시험관 내
에서 T임파구의 세포성장을 촉진하고20~21) B
임파구의 분화와 면역글로불린 합성을 유도
하며22~24) 비만세포의 탈과립과 histamine 분
비를 유발시키고25~26) 다형핵백혈구의
respiratory burst, exocytosis, antibody-
dependent cell-mediated cytotoxicity 및
priming 을 촉진한다고 보고되었다27~32). 
또한 SP는 면역계에서 각종 cytokine의 분

비를 조정하는 것으로 최근 알려졌다. 즉, 단
핵구/대식세포에서 IL-133~36), IL-6,35) 및
TNF-α35~36)의 분비를 유발시켰고, 사람의 T
임파구 및 T 세포클론에서 IL-237~38)를,
mitogen으로 자극한 말초혈액 단핵세포와 항
원으로 자극한 murine 비장세포에서 IFN-γ39-
40)를, synoviocyte에서 GM-CSF41)를, 다형핵백
혈구에서 IL-842)을 각각 분비 유도하였다고
보고 되었다. 
SP의 작용은 대상세포에 따라 매우 상이하

다. Lim33)과 Fewtrell 등43)에 의하면 비만 세
포의 histamine분비 및, 다형핵백혈구의 활성
화와 같은 작용들은 micromole 단위를 필요로
한다고 하였는데 Bartold4)과 Calvo 등38)은 대
식세포, 임파구 및 섬유아세포의 활성에는
nanomole 내지 picomole 단위의 저농도를 필요
로 한다고 했으며 Mantyh44)은 동시에 존재하
는 다른 화학적 signal의 종류가 무엇이냐에
따라 동일 세포일지라도 촉진, 혹은 억제의 전
혀 반대되는 효과를 나타내기도 한다고 하였
다. 따라서 SP는 다른 mitogen, 매개체, 혹은
cytokine들과 동시에 작용했을때 , 즉
costimulator로 작용하였을 때의 신호전달체계
가 경우에 따라 매우 상이한 결과를 나타내므
로, 치주염과 같이 주기적이고 episodic한 염증
반응을 나타내는 질환에서는 상황에 따라 이
화성(catabolic)과 동화성(anabolic) 의 양쪽 기
능을 모두 나타낼 수 있으리라 추측된다. 

본 실험에서는 균질적(homogeneous)인 각
종 면역세포주를 이용하여, 이들 세포주의
cytokine 분비에 미치는 SP의 cosignal로서의
영향을 관찰하여 SP의 면역 조절기전을 밝힘
으로서, 향후 치주질환의 진단, 예방 및 치료
에 응용하고자 하였다. 

II. 실험재료 및 방법

1. 세포배양

본 실험에 사용한 세포주의 종류는 단핵구/
대식세포주인 U937, RAW264.7 및 WR19m.1
과 T임파구세포주인 CTLL-R8, HuT78,
CCRF-CEM 및 Jurkat, B 임파구세포주인
Daudi, A20, SKW6.4, Namulwa 및 Raji,
erythroid/promyeloid 세포주인 K562, KG1a,
및 HL-60등 이었다. 이중 RAW264.7과
WR19m.1은 10% fetal calf serum(FCS)이 포
함된 Dulbecco's modified Eagle medium
(DMEM, Gibco)에서 배양하였고, KG1a는
20% FCS가 포함된 Iscove's medium(Gibco)
에서 배양하였으며, 나머지 세포주들은 모두
10% FCS가 포함된 RPMI1640(Gibco)에서 배
양하였다. 모든 경우, 5% CO2, 100% 습도 및
37℃ 온도의 동일한 조건으로 배양하였다.

2. 세포자극 및 배양상청액 시료 준비

각 세포주를 Dulbecco's phosphate buffered
saline(DPBS, Gibco)으로 세척하여 FCS가 포
함되지 않은 무혈청 DMEM, Iscove's
medium, 혹은 RPMI1640에 각 자극제를 적당
농도로 첨가하여 16 시간 내지 18시간 배양하
였다. 자극제로 사용한 lipopolysaccharide
(LPS, from E. coli 0127:B8, Sigma)는 0.1 혹
은 1μg/ml의 농도를 사용하였으며 ,
concanavalin A(ConA, Sigma)는 5μg/ml를,
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate(TPA,
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Sigma)는 10ng/ml를, phytohemagglutinin
(PHA, Sigma)는 3μg/ml 를, N6,O2-dibutyryl
adenosine 3'5' cyclic monophosphate (dibutyl
cAMP, Sigma)는 500μM를, SP(Sigma)는 10-6

내지 10-10M의 농도를 각각 사용하였다. 
무혈청 상태로 16시간 내지 18시간 배양이

끝난 후, 배양액을 3000rpm으로 10분간 원침
시켜 배양상청액을 얻었다. 이를 농축 시키기
위하여, 1ml의 상청액에 300μl의 100%
trichloroacetic acid(TCA, Sigma)를 첨가한 후,
얼음 속에서 25분간 단백질을 침전시키고,
12,000rpm, 4℃의 조건으로 25분간 단백질을
원침시켜 상청액을 제거 하였다. 단백질 침전
물에 10μl의 전기영동 시료완충액(50mM Tris,
pH 6.8, 2% SDS, 0.1% bromophenol blue, 10%
glycerol, 5% mercaptoethanol)을 첨가하여 용
해 시킨 다음, 100℃로 5분간 denature 시켰다. 

3. Western blot 분석

각 시료와 순수한 recombinant(r) MIP-1α,
rIL-1β, 및 rIL-6등의 표준시료를 Laemmli방
법(1970)에 따라, 15%(IL-1β, IL-6)와 20%
(MIP-1α) gel에서 sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-
PAGE)한 후, PVDF membrane(Millipore)에
transfer하였다. Membrane을 tris buffered
saline(TBS)/tween 20(TBST, 10 mM Tris,
pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.05% tween 20)로 세
척하고, blocking 용액(5% 탈지분유/0.02%
NaN3/TBST)에 넣어 실온에서 30분간 반응
시켰다. TBST로 membrane을 2회 세척하고,
rocker로 잘 섞어주면서 primary antibody희석
액으로 1시간동안 실온에서 반응 시켰다. 이
때 사용한 primary antibody는 rabbit
polyclonal anti-MIP-1αantibody/TBST 1:200,
rabbit polyclonal anti-IL-1β antibody
(Genzyme)/TBST 1:200, 및 mouse
monoclonal anti-IL-6 antibody/TBST 1:500

등이었다. 반응이 끝난 후 membrane을
TBST로 격렬하게 흔들어 10분씩 두차례 세
척하고, rocker로 잘 섞어주면서 secondary
antibody/TBST 1:3,000 희석액으로 1 시간
동안 실온에서 반응시켰다. 이때 사용한
secondary antibody는 alkaline phosphatase
(AP) conjugated goat anti-rabbit IgG
antibody(Bio-Rad), 혹은 AP conjugated anti-
mouse IgG antibody(R & D)였다. 반응이 끝
난 후 격렬하게 흔들면서 membrane을 TBST로
10분씩 두차례 세척한 다음, alkaline phosphatase
의 불용성 substrate인 bromochloroindolyl
phosphate(BCIP)/nitroblue tetrazolium(NBT)을
alkaline phosphatase buffer(100 mM NaCl, 5 mM
MgCl2, 100 mM Tris, pH 9.5)에 희석하여
membrane의 단백질 band가 보일때까지 실온
에서 반응 시켰다. 

III. 결 과

본 실험에서 사용한 여러 면역세포주 중에
서 western blot 분석법으로 cytokine 분비량
을 측정할 수 있는 high producer들을 찾아내
기 위하여, 각 세포주들에 대하여 전형적인
자극제들을 처리하고, 배양상청액에서 MIP-1
α, IL-1β및 IL-6의 유리 정도를 western blot
으로 관찰하여 임의적으로 그 정도를 비교함
으로써 표 1의 결과를 얻었다.
단핵세포/대식세포주는 LPS 1μg/ml로 자

극하였을 때, RAW264.7과 WR19m.1에서는
농축하지 않은 상청액에서도 상당히 진한 8
kDa의 MIP-1αband가 관찰되었으나, U937에
서는 농축된 시료임에도 불구하고 MIP-1α
band가 관찰되지 않았다(그림 1, 그림 4, 표
1). IL-1β의 경우는 LPS로 자극하였을 경우,
단핵세포/대식세포주 모두 약간의 유리량 증
가를 보였으나(17 kDa band), U937은 비교적
희미한 IL-1βband를 나타내었다(그림 2, 표
1). IL-6는 모든 실험대상 단핵구/대식세포주
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에서 western blot으로 관찰할 수 있는 정도의
유리량을 나타내지 못하였다(표 1). 
T 임파구세포주에서는 조사된 cytokine 중,

CTLL-R8을 PHA 3μg/ml과 TPA 10ng/ml로
함께 자극하였을 경우에 MIP-1α의 옅은
band만이 관찰되었을 뿐이며, HuT78, CCRF-
CEM, Jurkat에서는 western blot상에서 어떠
한 cytokine band도 관찰되지 못하였다(그림
3, 그림 5A & 5B, 표 1). 
B 임파구 세포주는 Daudi의 경우만 약간의

IL-1β분비가 관찰되었고(그림 4, 표 1), MIP-1
α는 모든 조사 대상세포에서 western blot으로
관찰할 수 있는 유리량을 나타내지 못하였으
며(표 1), IL-6는 A20, Daudi, SKW6.4 세포에
서만 진한 band가 관찰되었으나, 표준시료
IL-6의 분자량이 24 kDa인데 비하여, A20는
32 kDa, Daudi는 32와 35 kDa, SKW6.4는 29
kDa으로, 서로 상이한 IL-6 분자량을 나타내
었다. 이들 세포주들에서 IL-6는 일정하게 유

리되었으며, Daudi 와 SKW6.4는 LPS나 TPA
로 자극하여도 더 이상의 분비 증가가 나타나
지 않았다(그림 5B). Erythroid/Promyeloid 세
포주에서는 K562세포를 LPS로 자극할 경우에
IL-1βband만 희미하게 관찰되었을 뿐이었다.
특히 HL-60의 경우 TPA와 dibutyl cAMP로
대식세포, 혹은 다형핵백혈구로 분화를 유도
하여 자극해 보았으나 어느 cytokine도
western blot으로 관찰할 수 있는 유리량을 나
타내지 못하였다(그림 4, 그림 5A, 표 1). 
그림 6은 대식세포주인 RAW264.7에 LPS,

TPA 및 SP를 처리하였을 때의 MIP-1α분비
량을 비교한 것이다. SP 10-9 M 단독 처리시,
대조군에 비하여 약간의 MIP-1α분비 증가를
나타내었고, LPS 최적이하 농도인 0.1μg/ml처
리시에도 비슷한 결과를 보였으며, SP와 LPS
동시 처리시 비교적 적은 폭의 상승적
(synergistic) 분비 증가를 나타내었다. TPA는
LPS 최적이하 농도보다 매우 미약한 분비 촉
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표 1 Secretion of inflammatory cytokines from immune cell lines induced by various chemical signals.

Cell Line Chemical Signal MIP-1α IL-1β IL-6

Monocyte/ U937 LPS - ± -
Macrophage RAW264.7 ++++a + -

WR19m.1 ++++a + -

T lymphocyte CTLL-R8 ConA/IL2/ + - -
HuT78 PHA+TPA - - -
CCRF-CEM - - -
Jurkat

B lymphocyte Daudi LPs/TPA - ± +
A20 - - ++
SKW6.4 - - ++
Namulwa - - -
Raji - - -

Erythroid/ K562 LPS/TPA - ± -
Promyeloid

KGla dbcAMP - - -
HL-60 - - -

Arbitrary scores are deduced from band density of western blot analysis.
a : Cell supernatant needs not to be concentrated for western blot analysis.



진을 나타내었으며, SP와 TPA 동시 처리시에
도 LPS와 SP 같은 상승적 작용은 나타내지
않았다(그림 6). WR19m.1에서도 RAW 264.7
과 거의 유사한 양상을 보였는데, SP 단독 처
리시, RAW264.7에서보다 MIP-1α분비 유도작
용이 훨씬 미약하였으며, SP와 LPS의 동시작
용은 뚜렷한 상승작용을 나타내었다 (그림 7). 
IL-1β의 경우에서도 RAW264.7과 WR19m.1

모두 MIP-1α와 유사한 반응 양상을 나타내었
다. 즉, SP 10-9M과 LPS 0.1 μg/ml로 약간의
분비 증가가 있었으며, 두가지 병행 처리시
상승적인 분비 유도가 일어났으나 그 상승
정도는 그리 크지 않았다(그림 8).
T 임파구 세포주에서 유일하게 MIP-1α

band를 확인할 수 있었던 CTLL-R8 에서는

ConA 5μg/ml과 SP 10-6M 처리에 의하여
MIP-1α분비 유도가 나타나지 않은 반면, SP
10-7 M 처리시 확실하게 분비가 유도되었으며,
PHA 3μg/ml과 TPA 10ng/ml 동시 처리시에
도 유사한 정도의 MIP-1α분비가 유도되었다.
그러나 PHA+TPA와 SP 10-7 M을 동시에 처
리하였을 경우에 대식세포주에서 LPS와 SP가
보여주었던 상승적인 분비유도가 나타나지는
않아, cosignal의 종류에 따라 혹은 세포종류에
따라 상관관계가 다름을 나타내었다(그림 3).
그림 9는 A20세포의 SP 10-9 M과 LPS 최

적이하 농도인 0.1μg/ml이 IL-6 분비량에 대
하여 미치는 영향을 나타낸 것이다. LPS와
SP가 서로 유사한 정도의 IL-6(32 kDa) 분비
유도를 일으켰으며, 두가지 병행 처리시에는
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그림 1 Induction of MIP-1αsecretion from monocyte/macrophage cell lines by LPS stimulation. 10μl of cell supernatants
were fractionated with 20% SDS-PAGE and subjected into western blot analysis.

그림 2 Induction of IL-1βsecretion from monocyte/macrophage cell lines by LPS stimulation. 1 ml of cell supernatants
were TCA concentrated and fractionated with 15% SDS-PAGE and subjected into western bot analysis.
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그림3 Induction of MIP-1α secretion from CTLL-R8 cell by SP or PHA+TPA. Concentrated cell supernatants were
fractionated with 20% SDS-PAGE and subjected into western blot analysis.
1. rMIP-1α 2. control 3. ConA 5 ㎍/ml 4. SP 10-6 M
5. SP 10-7 M 6. ConA+SP 10-7 M 7. PHA 3㎍/ml+TPA 10 ng/ml 8. PHA+TPA+SP 10-7 M

그림 4 Induction of IL-1βsecretion from various cell lines by LPS stimulation. Concentrated cell supernatants were
fractionated with 15% SDS-PAGE and subjected into western blot analysis.

그림 5 Induction of IL-6 secretion from various immune cell lines by stimulation
A) 1. rIL-6 2. HL-60 3. HL-60 LPS 1㎍/ml

4. HL-60 TPA 10ng/ml 5. HL-60 TPA+LPS 6. Jurkat
7. Jurkat ConA 5㎍/ml 8. CCRF-CEM 9. CCRF-CEM ConA 5㎍/ml

B) 1. rIL-6 2. A20 3. Daudi
4. Daudi TPA 10ng/nl 5. SKW 6.4 6. SKW6.4 LPS 1㎍/ml
7. SKW6.4 TPA 10ng/ml 8. HuT78 9. HuT78 ConA 5㎍/ml
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그림 6 Synergistic induction of MIP-1αsecretion from RAW264.7 cell by treatment of SP and suboptimal dose of LPS.

1. rMIP-1α 2. control 3. SP 10-9 M 4. LPS 10-6 M
5. LPS+SP 6. TPA 10ng/ml 7. TPA+SP

그림 7 Synergistic induction of MIP-1αsecretion from WR19m.1 cell by treatment of SP and suboptimal dose of LPS.
1. rMIP-1α 2. control 3. SP 109 M 4. LPS 0.1μg/ml
5. LPS+SP 6. TPA 10ng/ml 7. TPA+SP

그림 8 Synergistic induction of IL-1βsecretion from RAW264.7 and WR19m.1 cell by treatment of SP and suboptimal
dose of LPS.
1. rIL-1β 2. RAW264.7 control 3. RAW264.7 SP 10-9M
4. RAW264.7 LPS 0.1μg/ml 5. RAW264.7 SP+LPS 6. WR19m. control
7. WR19m. SP 10-9M 8. WR19m. LPS 0.1μg/ml 9. WR19m. SP+LPS

그림 9 Synergistic induction of IL-6 from A20 cell by treatment of SP and suboptimal dose of LPS.
1. rIL-6 2. control 3. LPS 0.1μg/ml
4. SP 10-9M 5. LPS+SP



상승적인 분비 촉진 현상이 나타났다.

IV. 고 찰

지각신경계가 염증질환의 진행양상을 조정
한다고 하는 여러 실험적, 임상적 증거들에
의하여, 말초의 지각정보를 중추신경계로 전
달하는 역할을 하는 것으로만 알려졌던
neuropeptide들이 구심성(afferent) 자극전달
외에 말초조직으로의 원심성(efferent) 조절에
도 관련되어 있다는 사실이 알려지기 시작했
다45~47). Levine48)이 언급한 관절염 환자에서,
관절부 지각신경의 예민성이 증가하고, 염증
의 정도를 지각신경이 조절한다는 보고가 있
었다. 또 정상인보다 관절염 환자의 관절에서
SP를 함유한 신경섬유가 더욱 고농도로 발견
되었고9) 더 많은 대식세포가 모여 있으며 이
들 세포에는 SP수용체가 존재한다는 보고도
있었다11~12). 치주질환에서의 신경성 염증의
역할에 관하여 아직 알려진 바는 없으나, 최
근에 치주조직의 혈관 주위에서 SP-
immunoreactive fiber가 다량 발견되었고, 치
은섬유아세포의 성장을 SP가 촉진하였다고
한 Bartold 등4)의 보고에 따르면 치주질환의
진행양상에 신경성 조절이 중요한 역할을 하
리라고 추정된다. SP가 신경성 염증에서 매
개체 역할을 하리라고 추측할만한 근거는 매
우 풍부하다. 즉, SP는 강력한 혈관 이완제로
서 혈관주위에 많이 분포하고 있고 여러 염증
및 면역세포들에 기염증성 작용을 지니고 있
다고 보고되었다44), 49~55). 또한, capsaicin에 예
민한 지각신경을 비가역적으로 파괴시킨 실험
동물에서 신경성 염증반응이 유도되지 않았다
는 사실56~57) 및 상치조신경이나 하치조신경을
외과적으로 절제시킨 실험동물에서 치수, 치
주인대, 치은, 및 구강점막의 혈행역학적
(hemodynamic) 반응에 변화가 초래되었다는
보고들이50), 58~62) 이러한 추측을 뒷받침한다. 
SP는 각종 cytokine의 분비를 조정하는 것

으로 알려져 있다13), 34), 36~39), 41~42). MIP-1α,
IL-1β및 IL-6와 같은 cytokine은 대표적인
기염증성 cytokine들로서, 각종 면역반응에 대
하여 다양한 조절기능을 나타내며, SP의 염
증조절기능은 상당 부분이 이들 cytokine의
발현에 영향을 미침으로서 매개된다고 볼 수
있으므로, 이들의 분비에 미치는 SP의 영향
은 신경성 염증조절 기전을 밝히는데 중요한
단서가 된다. 본 실험에서 cytokine의 분비를
측정하기 위해 사용한 western blot 분석방법
은 단백질 nanogram 단위에서 측정 가능한
예민도를 나타내므로 ELISA방법의 1/100에
미치지 못하는 예민도이기는 하나, 특이성
(specificity)에 있어서는 ELISA방법이 따라갈
수 없을 뿐 아니라, cytokine에 대한 항체 한
가지 만으로도 특이적으로 각 cytokine을 측
정할 수 있어 경제적인 측면에서 유리하다.
따라서 여러 종류의 cytokine에 대한 SP의 작
용을 측정하고저한 본 실험의 목적에는
western blot 방법이 합당하였다. Western blot
의 단점인 예민도의 미흡을 보완하기 위하여
가능한 한 많은 양의 cytokine을 분비하는 세
포주를 찾는 일이 우선되어야 했다. 15종의
면역세포주들에 대하여 3가지 cytokine의 유
리량을 통상적인 자극제를 사용하여 측정한
결과, MIP-1α는 RAW264.7과 WR19m.1에서
LPS 자극에 의하여 상당히 많은 양이 분비됨
을 확인하였고, IL-6는 A20, Daudi, SKW6.4
등 B임파구 세포주에서 다량 분비가 확인되
었으나, IL-1β는 western blot 방법으로 만족
하게 측정할 수 있는 양을 분비하는 세포를
찾지 못하였다. Promyelocyte 세포주 중 HL-
60와 같은 세포는 Lim 등33)의 보고에서
dibutyl cAMP나 TPA에 의하여 분화된 경우,
SP에 의하여 항균작용이 상승되었다고 하였
으나, 본 실험의 cytokine 분비에 관한 실험에
서는 측정할 수 없었다. 
MIP-1α는 대식세포를 LPS로 자극하였을

때 TNF-α와 더불어 가장 많이 분비되는 8
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kDa의 cytokine으로서, 국소 염증작용, PG과
무관한 발열작용, T 임파구에 대한 화학주성
효과, stem세포 성장억제작용 등을 나타내는
기염증성 C-C chemokine중의 하나이다63-67).
IL-1β는 17kDa 크기의 기염증성 cytokine으로
서, 자극이나 감염시에 유리되어 다양한 생물
학적 활성을 나타내므로, 질병의 병인론에 큰
영향을 미치는 것으로 알려져 있어, 관절염이
나 치주염과 같은 이화적 염증성 질환에서
매우 중요한 역할을 한다. IL-6는 면역반응,
급성반응, 조혈기능을 조절하는 다기능성
cytokine으로서68~70) glycosylation 정도에 따라
세포마다 다른 분자량의 IL-6를 생산한다. 본
실험에서 표준시료 IL-6 분자량이 24 kDa 이
었던데 반하여 세포에 따라 29, 32, 35 kDa의
여 러 band가 관 찰 된 것 은 이 러 한
glycosylation 차이에 기인한 것으로 사료된다.
CTLL-R8을 제외한 나머지 세포주는 SP

농도 10-9 M에서 가장 큰 작용을 나타내었는
데, 이는 다른 여러 보고들의 결과와 일치한
다. Rameshwar과 Bartold 등4), 13), 38), 73)에 의
하면 치은섬유아세포 성장촉진 작용의 경우
는 10-9 M, T 세포의 IL-2 mRNA 발현작용
은 10-12 M, 피부 섬유아세포는 10-7 M,
synovial cell 은 10-8 M, 골수에서의 cytokine
발현은 10-9 M 등, 대체적으로 10-6 M 에서
10-13 M 사이에서 그 활성을 나타낸다고 한
다. 그러나 Lim과 Lowman 등 25), 30), 33)은 비
만세포의 histamine 유리에는 10-5 M 내지 10-6

M, 다형핵백혈구에 대한 활성화에는 10-5 M
등 높은 SP농도를 필요로 한다고 하였고
Kroegel 등74)은 호산구의 탈과립도 비슷한 유
효농도를 요구한다고 보고하였다. 이러한 고
농도는 초기 과염증상태에서 쉽게 도달할 수
있는 SP 농도이며, 비만세포, 호중구, 호산구
등의 세포는 초기 염증단계에서 신속하고 짧
은 기간동안만 주로 그 역할을 담당하여 염
증반응을 즉각 증폭시키는 기능을 하므로, 초
기 염증단계에서 나타나는 SP 고농도에 대하

여만 이들 세포가 반응을 하는 것은 지각신
경에 의하여 평상시에도 용이하게 활성화 되
는것을 차단하기 위하여 마련된 생체 기전일
것으로 사료된다42). SP 용량-반응 곡선의 특
징은 2개의 peak를 나타내는 biphasic activity
가 관찰된다는 것과, bell 모양의 형태를 나타
낸다는 것이다. Bell 모양의 용량-반응 곡선은
T세포 성장 촉진46), 75) 과 말초혈액 단핵세포
에 의한 IFN-γ의 분비40) 및 T세포에서의 IL-
2 분비38)에서 관찰되었지만 그 기전은 아직
알 수 없다. 본 실험에서는 이 중, peak를 나
타내는 농도를 선택해서 사용하였고, CTLL-
R8에서 10-6 M 농도에서보다 10-7 M에서 더
MIP-1α유리가 촉진되었던것은 이러한 사실
의 단편적인 예이다. Biphasic 한 용량-반응
곡선의 원인은 SP의 특이적 수용체인 NK-1
외의 NK-2 혹은 NK-3와 같은 낮은 친화력
의 수용체와 SP가 결합하여 반응을 일으키기
때문인 것으로 추측된다. 한편 단일세포에 두
가지 이상의 subset들이 존재하여 SP 수용체
의 3차원적인 구조가 약간 차이가 있어 결합
친화력이 달라질 수도 있을 것으로 추측할수
있지만, 현재로서는 결론을 짓기가 어렵다. 
본 실험에서 SP는 단독으로는 뚜렷한

cytokine 유리를 촉진하지 못하였으나, 최적이
하 농도의 LPS와 동시에 처리하였을 때 상승
적인 작용을 나타내는 것으로 관찰되었다. 이
러한 결과는 SP가 T세포의 IL-2 분비유도제
로서 작용하기보다는, 반응 증폭제 역할을 하
는 cosignal로서 작용한다고 보고한 Calvo 등
38)의 결과와 일치한다. 또한 Bartold 등4)도 치
은섬유아세포의 성장에 대하여 SP가 촉진효
과를 나타내기 위하여는 다른 co-stimulation
인자가 필수적으로 있어야 한다고 보고하였
고, Nilsson 등76)도 최적이하농도의 platelet
derived growth factor를 첨가하였을 때 SP가
섬유아세포의 성장을 촉진한다고 하여, SP
단독보다는 주위의 다른 화학물질의 존재에
의하여 SP 작용이 결정 되어짐을 추측할 수
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있다. SP는 주위에 어떠한 종류의 화학적
signal이 존재하느냐에 따라 동일한 세포에 대
하여 촉진, 혹은 억제적으로 작용할 수 있다
44). 예를 들어, SP는 다형핵백혈구를 priming
시켜 fMLP로 자극하였을 때 superoxide
anion의 생산을 증가시키지만, TNF가 또다른
자극제로 사용된 경우, SP는 오히려
superoxide anion 생산을 감소시킨다고 Serra
등42)은 보고하였다. 본 실험의 결과에서도 대
식세포의 MIP-1α유리에 대하여 최적이하농도
의 LPS와 SP사이에는 상승적 작용이 관찰되
었으나, TPA와 SP사이에서는 일어나지 않았
고, T임파구에서도 PHA+TPA와 SP 사이에
MIP-1α유리에 대한 상승작용이 관찰되지 않
았다. 그러므로 SP는 염증부위의 다른 인자
들의 존재에 따라서, 이화반응의 결과를 유발
하는 기염증성 작용을 나타낼 수도 있고, 아
니면 동화반응의 결과를 유발하는 조직 재생
작용을 나타낼 수도 있다4). 
SP가 어떠한 기전을 통하여 복잡한 염증조

절반응을 나타내는지 확실히 알려져 있지는
않으나, tachykinin 수용체 중 NK-1수용체와
특이적 결합을 함으로써 활성을 나타내게 된
다46), 77~78). SP수용체는 G-protein coupled
receptor family에 속하며79~81), 수용체가 자극
을 받으면 G-protein은 adenylate cyclase 활성
을 변화시켜 세포내 cAMP농도의 변화나
phosphatidylinositol 의 가수분해를 유발시킴으
로써 세포내 신호전달체계가 활성화된다고
한다30), 82~83). SP의 수용체를 통한 신호전달
체계가 다른 cosignal의 신호전달계와 만나 어
떠한 경로로 세포반응의 증폭, 또는 억제 등
의 방향으로 전개되는지를 밝히기 위해서는
세포내 분자수준에서의 연구가 뒤따라야할
것으로 사료된다.

V. 결 론

본 연구는 각종 면역세포주의 기염증성

cytokine 분비에 미치는 SP의 cosignal로서의
영향을 관찰함으로써 SP의 면역 조절기전을
밝히고자 하였다. 세포 배양상청액내로 유리
된 MIP-1α, IL-1β및 IL-6를 western blot 분
석법으로 측정하여 다음의 결과를 얻었다.

1. 조사대상 15종의 면역세포주에 자극을
가했을 때 MIP-1α의 분비량이 가장 많았
던 것은 대식세포주인 RAW264.7과
WR19m.1 이었고, T 임파구세포주인
CTLL-R8도 약간의 분비를 나타냈으며,
IL-6는 B 임파구세포주인 A20(32kDa),
Daudi(32, 35kDa) 및 SKW6.4(29kDa)에
서 비교적 많은양이 분비되었으며, IL-1β
는 RAW264.7과 WR19m.1 및 erythroid/
promyeloid 세포주인 K562에서 매우 적은
양이 관찰되었을 뿐, 그외의 어느세포주
에서도 westerm blot 법으로 측정 가능한
수준의 분비량이 관찰되지 않았다.

2 최적이하 농도의 LPS(0.1μg/ml) 혹은 SP
10-9 M을 처리하였을 때, RAW264.7과
WR19m.1에서 MIP-1α와 IL-1β의 분비가
약간 증가되었으나, LPS와 SP를 동시에
처리하였을 때, 두가지 cytokine에서 모두
상승적인 분비증가가 관찰되었으며, TPA
와 SP 사이에는 이러한 상승작용이 관찰
되지 않았다.

3. CTLL-R8을 SP 10-7M 혹은 PHA+
TPA로 처리한 경우 MIP-1α분비의 유도
가 일어났으나, 이들 사이의 상승작용은
관찰되지 않았다.

4. A20, Daudi 및 SKW6.4에서는 일정하게
IL-6분비가 일어났으며, A20 에서 최적
이하농도의 LPS와 SP 10-9 M에 의하여
IL-6 분비량이 약간 증가하였고, LPS와
SP 사에에 상승적 분비유도작용이 관찰
되었다.

이상의 결과에서, SP는 염증부위의
cytokine 유리를 유발하는 cosignal의 작용을
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조절함으로써 면역 기능을 조정하는 것으로
추론된다.
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-Abstract-

Effects of Substance P on the Release of 
Cytokines from Immune Cell Lines

Jin-Yong Lee, Soo-Ah Kim, Seok-Ran Seo, Hyong-Seop Kim 
Department of Periodontology, College of Dentistry, Chon-buk National University

The neuropeptide substance P(SP) has been implicated in the mediation of inflammation and
immune-mediated disease such as arthritis. Recently, it was reported that SP was markedly
increased around the blood vessels in inflamed gingiva as well as in close association with the
inflammatory cell infiltrate. These results support that SP may contribute to the pathophysiology
of neuronal inflammation in human periodontal tissues. SP may regulate inflammatory/immune
responses by stimulating the proliferation of human T cells, differentiation and antibody-secreting
potential of B cells, macrophage respiratory burst, connective tissue proliferation, and the secretion
of cytokines from monocytes and T cells. Here, I studied potential role of SP as a costimulatory
chemical signal in inflammatory/immune responses, by determining the released proinflammatory
cytokines such as MIP-1α, IL-1β, and IL-6 from culture supernatants of homogeneous immune
cell lines. Serum free cell supernatants were concentrated with TCA precipitation, fractionated
with SDS-PAGE, and subjected into western blot analysis. Among 15 cell lines tested,
macrophage/monocyte cell line RAW264.7 and WR19m.1 showed the highest level of induction of
MIP-1αwhen stimulated with LPS. Discrete IL-6 bands with multiple forms of molecular mass
were detected from supernatants of B cell lines A20(32kDa), Daudi(32, 35kDa), and
SKW6.4(29kDa), which were expressed constitutively. IL-1βcould not be detected by the
method of western blot analysis from supernatants of all cell lines tested except RAW264.7,
WR19m.1, and erythroid cell line K562 which showed the least amount of IL-1βsecretion. SP
10-9M with suboptimal dose of LPS treatment showed synergistic induction of MIP-1αrelease
from RAW264.7 or WR19m.1, and also IL-6 release from A20, but this synergism is not the
case in costimulation of RAW264.7 or WR19m.1 with SP 10-9M and TPA. Although treatment
of T cell line CTLL-R8 with SP 10-7M or PHA+TPA induced modest level of MIP-1α
secretion, synergism was not observed when they are applied together. These findings all together
suggest the possibility of a regulatory role of SP in inflammatory/immune reaction through
differential modulation of bioactivities of other chemical cosignals.
Keywords : Substance P, Inflammatory/immune response, Proinflammtory cytokines. 


