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The Expression of Toll-like Receptors in 
Idiopathic Inflammatory Myopathies
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  Objective: To investigate the expression of toll-like receptor (TLR)-2, 4 and 9 in idiopathic 
inflammatory myopathies (IIMs). 
  Methods: The expression of TLR-2, 4 and 9 was measured by real-time RT-PCR and 
immunohistochemical stain (IHS) from muscle tissues in patients with IIMs and controls. 
  Results: The expression levels of TLR-2, 4 and 9 in IIMs were significantly higher than 
controls. TLR-2, 4 and 9 were mainly expressed on sarcolemma of muscle fibers, perimysial 
vascular endothelium and infiltrating inflammatory cells in dermatomyositis, whereas, they were 
mainly expressed on sarcolemma of muscle fibers, destructed muscle fibers, and enodmysial 
infiltrating inflammatory cells in polymyositis. 
  Conclusion: TLR-2, 4 and 9 were highly expressed in muscle tissue of IIMs. These results 
suggest that TLR-2, 4 and 9 play a role in pathogenesis of IIMs. 
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서      론

  특발성 염증성 근육병증(idiopahtic inflammatory myo-

pahties, IIMs)은 근육 조직에 만성 염증세포가 침윤

되어 근육의 만성 염증을 일으키며, 근육 조직 외에 

폐, 심장, 관절 및 혈관 등에도 만성염증을 일으키는 

전신성 만성 염증 질환이다. 병인은 명확하게 밝혀

져 있지 않으나, 환자의 혈액에서 다양한 종류의 자

가 항체들이 발현되고, 근육 조직에서 림프구 등의 

면역세포의 침윤이 관찰되고, 부신피질 호르몬을 포

함하는 면역억제제가 치료에 효과가 있는 점 등은 

자가면역 기전이 발병에 주요한 역할을 함을 암시한

다 (1).  

  Toll-like receptors (TLRs)는 항원인지세포(antigen- 

peresenting cell)를 포함하는 선천면역(innate immunity) 

세포에 발현되는 pattern-recognition receptor (PRR)로, 

침입 미생물의 pathogen-associated molecular pattern 

(PAMP)과 결합하여 항원인지세포를 활성화하여 주

요한 염증 사이토카인 및 chemokine을 생성하는 유

전자를 활성화시킨다 (2,3). 또한, 항원인지세포에서 

T 림프구 활성에 주요한 co-stimulatory molecule의 

생성을 촉진시켜 T 림프구를 활성화시킴으로써 선

천면역 및 적응면역(adaptive immunity)에서 주요한 

역할을 한다. 그러므로, TLRs 활성조절 장애는 선천

면역 및 적응면역 조절장애를 유발하여 자가면역 발

생이 유발될 수 있음을 암시하나 (4), 자가면역 질환

의 발생에서 TLRs의 역할은 명확하게 밝혀진 것이 

없다. 

  저자들은 IIMs 환자의 근육 조직에서 TLR-2, 4 및 

9의 발현을 조사하여 TLRs의 발현과 IIMs의 연관성

을 알아보고자 하였다. 

대상 및 방법 

1. 대상 환자 

  1998년부터 2005년까지 류마티스내과를 방문하여 

Bohan 및 Peter가 제안한 진단기준 (5,6)을 만족하는 

다발근육염(polymyositis, PM) 및 피부근육염(dermato-

myositis, DM) 환자 14명과 대조군 3명의 근육 조직

을 대상으로 하였다. 대상 환자들은 사지 근육(bi-

ceps brachii, vastus lateralis, tibial anterior muscle)에서 

근육 조직을 생검하여 즉시 액체질소에 냉동시켜 

󰠏80
o
C에서 저장하였으며, 근육 조직 검사 시 부신피

질 호르몬이나 면역 억제제는 사용하지 않은 상태였

다. 대조군은 근염이 의심되어 근 생검을 시행하였

으나 조직학적 검사상 특이소견이 없었던 조직을 대

조군으로 사용하였다. 모든 환자 및 대조군에서 근 

생검 조직을 이용한 연구에 동의하는 서명을 받았으

며, 본 연구는 부산대학교병원 임상시험위원회의 승

인을 받아서 진행하였다. 

2. 근육 조직에서의 real time RT-PCR 

  근육 조직으로부터 TRIzol 용액(Invitrogen, CA, 

USA)을 이용하여 총 RNA를 추출하였다. 1μg의 RNA

가 들어있는 각각의 solution들을 65
o
C에서 15분간 

가열한 후 reverse transcriptase가 포함된 mixture를 첨

가하여, 25
o
C에서 10분, 42

o
C에서 60분, 99

o
C에서 5

분, 4
o
C에서 5분 동안 반응시킴으로써 cDNA를 얻었

다. 위 반응은 First Strand cDNA Synthesis Kit for 

RT-PCR [AMV] (Roche, Mannheim, Germany)를 사용

하였다. Real-time PCR은 LightCycler System Instru-

ment (Roche Applied Science)를 이용하였다. Micro-

capillary tube에 LightCycler-DNA Master SYBR Green I 

(Roche Applied Science), cDNA template, β-actin 및 

TLR-2, TLR-4, TLR-9, tumor necrosis factor-α (TNF-

α)와 Interferon-γ (IFN-γ)의 각각의 시발체와 25 

uM MgCl2를 최종부피가 20 ul가 되게 섞은 후 95
o
C

에서 10분간 pre-denaturation시킨 후 95oC에서 10초, 

60
o
C에서 5초, 72

o
C에서 10초 동안 50회 증폭시켰다. 

TLR-2, 4, 9 및 TNF-α와 IFN-γ의 시발체는 Bioneer 

(Korea)에서 구입하였고 염기서열은 표 1과 같다. 각 

주기마다 형광 신호를 모니터링하여 나타나는 thre-

shold cycle (CT)을 분석하여 대조군과 실험군 사이의 

mRNA 양을 분석하였다. 

3. 면역조직화학염색 

  동결조직을 OCT compound에 얼려 6μm 두께로 

잘라 충분히 건조시킨 다음 면역조직화학염색을 하

기 위해 󰠏20
o
C 아세톤에서 20분간 고정한 후 공기 

중에 2시간 동안 건조시켰다. 조직절편을 PBS로 5분

간 세척 후 0.3% hydrogen peroxide용액에서 20분간 
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Table 1. Primers used for real-time RT-PCR

Primer Stream Sequence

β-actin Sense 5'-AACACCCCAGCCATGTACG-3'

Anti-sense 5'-ATGTCACGCACGATTTCCC-3'

TLR-2 Sense 5'-CAATGATGCTGCCATTCTCAT-3'

Anti-sense 5'-ATTATCTTCCGCAGCTTGCA-3'

TLR-4 Sense 5'-AGTTTCCTGCAATGGATCAAGG-3'

Anti-sense 5'-CTGCTTATCTGAAGGTGTTGCAC-3'

TLR-9 Sense 5'-AGTCAATGGCTCCCAGTTCCT-3'

Anti-sense 5'-CGTGAATGAGTGCTCGTGGTA-3'

TNF-α Sense 5'-ACATACTGACCCACGGCTTC-3'

Anti-sense 5'-GCACTCACCTCTTCCCTCTG-3'

INF-γ Sense 5'-TCCCATGGGTTGTGTGTTTA-3'

Anti-sense 5'-AAGCACCAGGCATGAAATCT-3'

Table 2. Characteristics of 14 patients with IIMs and the expression levels of TLR-2, 4, 9 and TNF-α, IFN-γ

Relative density of mRNA expression compared to controls

󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
Patient Sex Age Diagnosis

TLR-2/ TLR4/ TLR-9/ TNF-α/ IFN-γ/

β-actin β-actin β-actin β-actin β-actin

 1 F 33 PM 16  48 11 10  587

 2 F 59 PM 19 140 15 27 1,431

 3 F 30 DM 25 164  6  4  278

 4 M 55 DM 15 106 12 14  484

 5 M 37 DM 48  61  5  5  273

 6 M 22 PM 19 169 15 31  674

 7 F 47 PM 16 149 10  8  382

 8 M 58 DM 57  81  6 22  463

 9 M 37 DM 13 153 37 17  885

10 M 39 DM 70 232 26 20 2,756

11 F 43 PM 50 228 35 24 1,825

12 F  8 DM 40 444 44 51 2,179

13 M 36 DM 36 108  5  3  334

14 F 66 DM 29 297 35 83 3,141

32±18 170±105 19±14  23±22 121±978

F: female, M: male, DM: dermatomyositis, PM: polymyositis, IFN-γ: interferon-γ, TNF-α: tumor necrosis factor-α, 

TLR: toll-like receptor

처리하였다. 면역조직화학염색은 Vector Elite ABC kit 

(Vector Laboratories, Inc, Burlingame, USA)를 사용하

였다. 조직절편을 1.5% normal goat serum으로 30분

간 protein blocking한 다음 1차 항체인 TLR-2 (sc- 

10739), TLR-4 (sc-10741), TLR-9 (sc-25468)와 4oC에

서 14∼16시간 동안 반응시켰다. 모든 1차 항체는 

Santa Cruz Biotechnology (Inc, CA, USA)에서 구입하

였다. 반응이 끝난 후 biotin이 결합한 2차 항체를 

실온에서 30분 반응시킨 다음 ABC reagent를 실온에

서 30분간 적용하였다. 각 단계별 세척은 0.05% 

Tween 20이 함유된 PBS를 사용하였다. 3,3'-diamino-

benzidine (Sigma, ST Louis, MO, USA)를 사용하여 발
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Table 3. The expression of TLR-2, 4, 9 and TNF-α, IFN-

γ according to disease (PM, DM) and sex 

(male, female)

Disease Sex

󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏 󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏󰠏
PM DM Male Female

(n=5) (n=9) (n=7) (n=7)

TLR-2/
 24±15   37±19  37±22   28±13

β-actin

TLR-4/
147±65  183±123 130±59  210±129

β-actin

TLR-9/
 17±10   20±16  15±12    22±15

β-actin 

TNF-α/
 20±10   24±26  16±10   30±28

β-actin

IFN-γ/
980±617 1,199±1,160 839±870 1,403±1,063

β-actin

F: female, M: male, DM: dermatomyositis, PM: poly-

myositis, IFN-γ: interferon-γ, TNF-α: tumor necrosis 

factor-α, TLR: toll-like receptor

색반응을 보았고 hematoxylin으로 대조염색을 실시한 

후 최종적으로 봉입을 시행하였다. 

4. 통계학적 분석 

  각 실험군 간 비교는 SPSS version 12를 이용하여 

변수에 따라 분석하였으며, 유의성 판정은 p값이 

0.05 미만으로 하였다. 

결      과 

1. 대상 환자의 임상적 특성 

  대상 환자는 총 14명(PM 5명, DM 9명)이었으며, 

평균 연령은 40.7±15.6세이며, 남녀 각 7명이었다(표 

2). 

2. 근육 조직에서의 TLR-2, 4, 9 및 TNF-α 및 

IFN-γ의 mRNA의 발현 

  1) TLR-2, 4 및 9 mRNA의 발현: TLR-2, 4, 9 발현

은 대조군에 비하여 환자군에서 32±18, 170±105, 

19±14배로 유의하게 증가되었으나(표 2), 환자군 중 

PM 및 DM, 성별에 따른 유의한 발현의 차이는 없

었다(표 3). 

2) TNF-α 및 IFN-γ mRNA의 발현: TNF-α와 IFN- 

γ 발현은 대조군에 비하여 환자군에서 23±22, 1,121± 

978배로 유의하게 증가되었으나(p＜0.05, 표 2), 환자

군 중 PM 및 DM, 성별에 따른 유의한 발현의 차이

는 없었다(표 3). 

  3) TLR-2, 4 및 9 mRNA의 발현과 염증 사이토카인 

mRNA 발현과의 상관관계: 근육 조직에서의 TLR-4 

발현은 TNF-α (상관계수 0.7, p＜0.01), IFN-γ (상관 

계수 0.8, p＜0.01)의 발현, TLR-9의 발현은 TNF-α 

(상관계수 0.7, p＜0.01), IFN-γ (상관 계수 0.8, p＜ 

0.01)의 발현과 상관관계가 있었다. 

3. 면역조직화학염색

  TLR-2, 4 및 9는 대조군에서는 비특이적으로 미약

하게 발현되었으며, PM에서는 근육섬유의 횡문근형

질막(sarcolemma), 손상된 근육섬유 및 근육섬유막

(endomysium)에 침윤된 염증세포에서 주로 발현되었

으며, DM에서는 근육 섬유(muscle fiber)의 횡문근형

질막(sarcolemma), 근육다발막(perimysium)에 존재하

는 혈관내피세포와 침윤된 염증세포에서 주로 발현

되었다(그림 1-3). 

고      찰

  본 연구는 IIMs 환자의 근육 조직에서 TLR-2, 4 

및 9의 발현이 대조군에 비하여 증가됨을 확인하였

다. 이러한 결과는 TLR-2, 4 및 9의 발현 증가가 

IIMs의 발생과 연관되고, TLRs 발현 증가에 의한 선

천면역 활성이 IIMs의 병인과 연관됨을 암시한다. 

  선천면역 활성이 자가 면역 질환의 발생과 연관될 

것으로 추측되나, 현재까지 이의 연관성 및 역할에 

대하여 명확하게 밝혀진 것은 없다. 선천면역을 직

접적으로 활성화시키고 이차적으로 T 및 B 림프구

를 활성화시켜 후천면역을 활성화시키는 TLRs와 자

가면역 류마티스 질환과의 연관에 대한 연구 결과는 

다양하다. 유전자 다형성 연구에서 TLR-2 또는 4 유

전자 다형성이 류마티스관절염 발생과의 연관성에 

대한 연구는 보고자에 따라 상반되며 (7- 9), TLR-2, 

4 및 9 유전자 다형성은 전신홍반루푸스 발생과 연

관 없음이 보고되었다 (9,10). 그러나, 류마티스관절

염에서 염증이 있는 활막에서 TLR-2 및 4 발현 증 



Fig. 2. Immunohistochemical detection of TLR-4 in muscle tissues from healthy control (A) & patients with IIMs (B, 

C). (B) In DM, TLR-4 is expressed by sarcolemma of muscle fibers, perimysial vascular endothelium and 

infiltrating inflammatory cells (arrow). (C) In PM, TLR-4 is expressed by sarcolemma of muscle fibers, destructed 

muscle fibers, and enodmysial infiltrating inflammatory cells (arrow). Magnification: ×200.
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Fig. 1. Immunohistochemical stain of TLR-2 in muscle tissues from healthy control (A) & patients with IIMs (B, C). 

(B) In DM, TLR-2 is expressed by sarcolemma of muscle fibers, perimysial vascular endothelium and infiltrating 

inflammatory cells (arrow). (C) In PM, TLR-2 is expressed by sarcolemma of muscle fibers, destructed muscle 

fibers, and enodmysial infiltrating inflammatory cells (arrow). Magnification: ×200.

Fig. 3. Immunohistochemical detection of TLR-9 in muscle tissues from healthy control (A) & patients with IIMs (B, 

C). (B) In DM, TLR-9 is expressed by sarcolemma of muscle fibers, perimysial vascular endothelium and 

infiltrating inflammatory cells (arrow). (C) In PM, TLR-9 is expressed by sarcolemma of muscle fibers, destructed 

muscle fibers, and enodmysial infiltrating inflammatory cells (arrow). Magnification: ×200.
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가와 말초혈액 단핵구에서 TLR-2 발현 증가가 보고

되고 (11-13), 전신홍반루푸스 환자의 말초혈액의 B 

림프구 및 형질 세포에서 TLR-9의 발현 증가가 보고

된 것은 (14) TLRs 활성이 자가면역 질환의 병인과 

연관됨을 암시한다. 현재까지 IIMs 환자에서 TLRs의 

발현에 대한  보고는 없으며, 본 연구결과는 IIMs에

서 TLRs의 발현을 조사한 최초의 보고라고 생각된

다. 

  TLRs는 수지상세포 및 대식세포 등을 포함하는 

항원인지세포(antigen-presenting cells, APCs), B 림프

구 등에서 발현된다. 본 연구에서 면역화학조직염색

에서 TLR-2, 4 및 9는 PM 및 DM에서 발현 양상이 

상이하였다. PM에서 주로 근육 섬유의 횡문근형질

막(sarcolemma), 손상된 근육 섬유 및 근육섬유막

(endomysium)의 염증세포에서 발현되었으며, DM에

서는 주로 근육 섬유의 횡문근형질막, 근육다발막

(perimysium)의 염증세포 및 혈관내피세포에서 발현

되었다. 이는 PM 및 DM의 병인 및 조직 소견이 다

른 점과 연관된 것으로 생각된다. 즉, PM은 활성화

된 CD8+ T 림프구가 MHC class I을 발현하는 근육

세포에 침윤하여 근육 세포를 파괴하며, DM은 보체

의 활성과 침착에 의하여 근육 혈관의 용해에 의한 

근육 조직의 허혈로 인한 근육 조직의 파괴이므로 

(15), DM에서 혈관 내피세포에서 TLR-2, 4 및 9의 

발현증가된 것은 병리소견과 일치된다. 

  TLRs는 외인성 리간드 또는 내인성 리간드에 의

하여 활성화된다. 각 TLRs는 특이적인 외인성 리간

드에 의하여 활성화되며, TLR-2는 그람 음성균의 

peptidoglycan과 마이코박테리움의 lipoarabinomannan, 

TLR-4는 그람 음성균의 lipopolysaccharide (LPS), 

TLR-9는 unmethylated CpG oligodeoxynucleotides (ODN)

에 의하여 활성화된다. 내인성 리간드로는 heat shock 

proteins, fibrinogen, hyaluronan 등은 TLR-4와 결합하

여 TLR-4를 활성화시키며, 염증에 의한 괴사조직은 

명확하게 밝혀지지 않은 리간드에 의하여 TLR-2를 

활성화시키며, 염색질을 포함하는 면역복합체는 TLR-9 

및 B 림프구 수용체를 활성화시킨다 (16-19). 본 연

구 결과에서 IIMs에서 TLR-2, 4 및 9의 발현이 증가

된 기전은 다음과 같이 추측될 수 있다. 첫째, 바이

러스 감염 등이 IIMs 발생의 원인으로 알려져 있으

며 이러한 미생물의 외인성 리간드에 의한 발현 증

가, 둘째, IIMs 환자의 혈청에 존재하는 자가항체에 

의해 생성된 면역복합체에 의한 발현 증가, 셋째, 염

증으로 의한 근육 조직의 파괴에 의한 괴사 물질에 

의한 발현 증가, 넷째, 근육 조직에서 증가된 염증 

사이토카인에 의한 발현의 증가이다. IFN-γ 및 TNF-

α는 IIMs 환자에서 발현이 증가됨이 확인되어 병인

에 연관됨이 보고된다. IFN-γ는 대식세포 및 CD4+ 

Th1 세포에서 생성되며 대식세포의 TLRs의 신호전

달에 상승 작용을 일으키며 류마티스관절염 활막 조

직에서 TLR-2 및 4의 발현을 IL-12 및 IL-18을 통하

여 증가시키고 (12,20,21), 척추 관절증 환자에서 

TNF 억제 치료는 TLR-2 및 4의 발현을 감소시킴이 

보고되었다 (22). 본 연구에서 IIMs 환자의 근육 조

직에서 IFN-γ 및 TNF-α의 발현은 유의하게 증가되

어 있었으며, 특히 TLR-4 및 9 발현은 TNF-α 및 

IFN-γ의 발현과 유의한 상관관계가 있었다. 

결      론

  본 연구는 IIMs 환자의 근육 조직에서 TLR-2, 4 

및 9의 발현이 증가됨을 확인하였다. 이러한 결과는 

자가면역 질환인 IIMs의 병인에 TLR-2, 4 및 9의 발

현 증가가 병인에 연관됨을 암시한다. 
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