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  Objective: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease. Macrophage migration 
inhibitory factor (MIF) has been shown to be an important pro-inflammatory cytokine in RA. The 
aim of this study was to determine if the engagement of toll-like receptor 3 (TLR3) induces the 
production of MIF in the fibroblast-like synoviocytes (FLS) of patients with RA.
  Methods: The expression of inflammatory cytokines (e.g. MIF, IL-6, IL-1β and TNFα) and 
toll-like receptors (e.g. TLR2, TLR3 and TLR4) in the synovial tissue were quantified by 
immunohistochemistry. FLS were isolated from the synovial tissues of patients with RA and 
stimulated with TLR-3 ligand polyI:C, in the presence of a neutralizing antibody against IL-6. 
The concentrations of MIF and IL-6 in the culture supernatants from the FLS were measured 
using sandwich ELISA.
  Results: The engagement of TLR3 with PolyI:C increased the production of MIF in FLS. The 
stimulatory effect of these TLR ligands showed a dose-dependent trend. The combination of 
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TLR3 and TLR4 synergistically increased the level of MIF and IL-6 production. The addition of 
neutralizing antibodies against IL-6 abrogated the stimulatory effect of the ligands of TLR3 and 
TLR4 on the production of MIF. 
  Conclusion: These results show that TLR3 engagement stimulates the production of MIF and 
IL-6. Therefore, the TLRs help perpetuate of RA pathogenesis through production of MIF from 
the FLS in patients with RA, and might provide a new therapeutic approach for the treatment 
of rheumatoid arthritis.

  Key Words: Rheumatoid arthritis, Fibroblast-like synoviocytes, Macrophage migration inhibitory 
factor, Toll-like receptor engagement

서      론

  류마티스관절염은 다발성 관절의 염증 및 파괴를 

특징으로 하는 만성 염증성 자가면역 질환으로 병인

은 정확하게 밝혀지지 않았다. 하지만 환경적, 유전

적인 병인에 의해 복합적으로 발생하는 면역 반응 

결과 생산되는 사이토카인 같은 매개 물질이 염증세

포의 비정상적인 증가를 초래하여 활막염으로 인한 

활막세포의 과도한 증식과 신생 혈관의 생성, 지속

적인 염증 반응을 일으키는 것을 특징으로 한다.

  Toll-like receptor (TLR)는 류마티스관절염의 병인

에 관련된 중요한 인자 중 한가지로 생체내로 침입한 

미생물의 pathogen-associated molecular pattern (PAMP)

와 결합하여 항원제시세포를 활성화하여 염증 사이

토카인 및 케모카인을 생성하는 유전자를 활성화시

키고 T 림프구를 활성화 시켜 선천면역(innate im-

munity) 및 적응면역(adaptive immunity)에 주요한 역

할을 한다.

  Polyinosinic-polycytidylic acid (poly(I:C))는 바이러

스성의 이중가닥 RNA (viral double-stranded RNA: 

dsRNA)로 TLR3에 의해 인지되며 다양한 세포상에

서 바이러스 감염에 의한 효과를 연구하는데 이용되

어 지고 있다 (1,2). 류마티스관절염 환자의 활막세

포내 TLR3는 과발현되어 있으며 TLR3를 통한 자극

은 활성화된 T 림프구를 끌어당길수 있는 CXC che-

mokine IFN-gamma-inducible protein-10 (IP-10/CXCL10), 

IFNβ, CXCL10, CCL5과 IL-6의 발현증가가 보고되

었다 (3-5). 그러나 TLR2나 TLR4와 같은 다른 TLRs

에 비하여 TLR3는 류마티스관절염의 병인에 관련된 

연구가 거의 이루어져 있지 않다

  류마티스관절염의 과다한 염증반응은 단핵구/대식

세포와 염증 T 림프구와 같은 면역세포들에 의해 

분비되는 케모카인과 사이토카인들과 같은 면역 매

개 물질에 의해 이루어지며 IL-1, IL-6, IL-8, IL-15과 

IL-17과 같은 사이토카인들에 의한 질병 활성화가 

매우 중요한 병인으로 알려져 있다 (6-8).

  대식세포유주 억제인자(Macrophage migration inhi-

bitory factor, MIF)는 대식세포의 이동을 억제하는 물

질로 처음에는 주로 활성화된 T 세포에 의해 주로 

분비되는 사이토카인으로 밝혀졌지만 (9) 이 후에 

많은 연구들을 통하여 다양한 기능들이 밝혀지면서 

류마티스관절염을 포함한 면역 매개성 염증 질환의 

병인에 있어 중요한 역할을 담당하는 것으로 알려졌

다 (10-17). MIF는 TNF-α 또는 IFN-γ와 같은 염증

성의 자극에 반응하는 대식세포에 의해 유도될 수 

있으며, TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-6, IL-8, nitric ox-

ide와 cyclo-oxygenase 2 (COX2)와 같은 염증성 분자

의 생산을 유도한다 (18-22).

  류마티스관절염에서의 MIF의 중요성은 많은 연구

들을 통하여 여러가지 증거들이 제시되고있다. MIF

는 활막내 대식세포와 활막세포에서 발현하고 류마

티스관절염 환자의 혈청과 활액내에서 과발현되고 

있다. 게다가 류마티스관절염 환자의 활막세포에서 

유래된 MIF는 단핵구에 의해 TNF-α를 분비시키고 

다시 활막세포를 활성시킨다 (23). 또한 류마티스관

절염 환자의 활막세포에서 MIF는 MMP-1과 MMP3

의 발현을 전사인자 수준에서 증가시키며 IL-8를 유

도하며 뿐만 아니라 최근에는 본 연구진과 다른 연

구진들을 통해 신생혈관형성에도 중요하게 작용하는 

것으로 확인되었다 (19,20,24-26). 또한 MIF는 내독소

에 대한 감지를 활성화 시키는 TLR4의 발현을 증가
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시킨다 (27). 

  따라서 MIF와 TLR은 두가지 모두 선천면역와 적

응면역계내에서 중요한 역할을 하며 면역 불균형이 

나타나는 류마티스관절염의 병인에 관련된 중요한 

요소로써 두 인자간의 관련성 연구는 자가면역질환

의 병인 이해에 중요하다. 그러나 류마티스관절염의 

활막세포를 대상으로 한 연구는 부족한 실정이다.

  본 연구에서는 류마티스관절염 환자의 활막세포내 

TLR2, TLR3 및 TLR4의 발현 패턴을 조사하고, 특

히 TLR3의 리간드인 PolyI:C에 의한 류마티스관절염

의 활막세포에서의 MIF생성에 대한 영향을 조사하

고자 한다.

대상 및 방법

1. 시약

  Lipopolysaccharide (LPS) (SIGMA, USA), polyinosinic- 

polycytidylic acid (PolyI:C) (SIGMA, USA)를 사용 하

였다. 중성화 항체로 anti IL-6 (R&D, USA)를 사용

하였다. 

2. 환자

  가톨릭대학교 강남성모병원 류마티스센터에서 1987

년에 개정된 미국 류마티스학회(American College of 

Rheumatology, ACR)의 분류 기준에 만족하는 류마티

스관절염 환자 10명을 대상으로 하였다. 대조 군으

로는 골관절염 환자와 최근 건강검진에서 정상으로 

판명된 지원자중 성별과 나이가 맞춰진 대상으로 하

였다. 본 연구는 강남성모병원 임상연구 관리규정과 

헬싱키 선언을 준수하여 시행하였다. 활막조직은 관

절치환술을 받은 류마티스관절염 환자로부터 분리 

하였다.

3. 면역 조직 화학 염색법

  4% 파라포름알데하이드에 고정된 각 활막(류마티

스관절염 환자, 골관절염 환자) 조직을 통상의 방법

대로 파라핀에 포매한 후 절편 기를 이용하여 7 um

절편을 만들어 슬라이드에 붙인 후 헤마톡실린과 에

오신(hematoxylin-eosin) 염색을 하여 광학현미경으로 

관찰하였다. 사이토카인의 발현의 측정은 면역조직

화학 염색방법으로 ABC (Vector laborites, Burlingame, 

CA, USA) kit를 사용하여 염색하였으며, 슬라이드에 

부착된 절편을 자일렌과 에탄올로 탈파라핀과 함수

를 시킨 후 3% H2O2로 내인성 과산화효소를 차단시

키고, 인산화 완충액(Phosphate buffered saline, PBS)

으로 수세한다. 비특이적인 반응을 차단할 목적으로 

anti-mouse serum을 30분 반응시킨 후 primary 항체를 

MIF (R&D, USA) 1：50, TLR-2 (Santa Cruz, CA) 1：

100, TLR-3 (Santa Cruz, CA) 1：100 TLR-4 (Santa 

Cruz, CA) 1：100을 다음날 (16∼18 h)까지 반응시

켰다. Primary 항체 반응 후 결합이 안된 항체를 PBS

로 수세하고 바이오틴이 결합된 이차 항체와 과산화

효소가 결합된 streptavidin 반응을 시킨 후 DAB으로 

발색 시킨다. Mayer’s 헤마톡실린으로 대조군 염색한 

후 수세하고 봉입하여 광학현미경으로 관찰하였다.

4. 활막세포의 분리 및 자극

  활막세포는 관절치환술을 받은 류마티스관절염 환

자로부터 얻은 활막 조직을 효소를 이용한 분해를 

통해 분리 하였다. 조직은 2∼3 mm 조각으로 잘게 

자른 후 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, 

Gibco BRL, Carlsbad, CA) 배양액에 4 mg/mL의 농

도의 type 1 collagenase (Worthingion Bio-chemical, 

Freehold, NJ)와 함께 37
o
C water bath에서 4시간 동

안 반응 시켰다. 반응이 끝난 조직은 500 g에서 원

심분리 하였고 20% fetal bovine serum (FBS, Gibco), 

L-gutamin 2 mM, penicillin 100 units/mL과 streptomy-

cin 100 ug/mL이 들어있는 DMEM 배양액으로 희석 

후 25 cm2 플라스크에 담아 37oC, 5% CO2의 배양기

에서 10일을 배양해준다. 10일 후 붙지 않은 조직은 

제거하고 붙은 세포만 20% DMEM 배양액에서 배양 

하였다. 배양액은 주 3일마다 교환해 주었고 계대 

배양은 면적의 90% 이상으로 세포가 차지했을 때 

1：3으로 희석하여 늘려 주었다. 모든 실험의 활막

세포는 5번에서 9번사이의 계대배양한 세포를 사용

하였다. 90% 자란 세포를 TryPLE Express (Gibco, 

USA)를 이용하여 세포를 띄어준다. 세포를 count하

여 24well pate에 1×104/mL로 분주 하여 준다. 세포

가 80% 정도의 자라면 ITSA가 포함된 serum free 

DMEM 배양액과 섞어 24well plate에 분주하여 준다. 

2시간 전에 anti-IL-6 2 ug/mL를 처리하여 준다. 2시

간이 지난 뒤 LPS (10 ng/mL)와 PloyI:C (1ug/mL, 10 
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Fig. 1. Increased expression of MIF, IL-6, TNFα and IL-1β in RA synovium. Immunostaining was performed using 

the specific antibodies against MIF, IL-6, TNFα and IL-1β in synovial biopsy samples from patients with 

rheumatoid arthritis (RA) and osteoarhtirits (OA). MIF, IL-6, TNFα and IL-1β stained a brown color. All 

tissues were counterstained with hematoxylin (original magnification ×400).

ug/mL, 50 ug/mL)으로 처리하여 72시간 동안 37oC, 

5% 배양기에서 배양하였다. 

5. 사이토카인 측정

  Sandwich ELISA용 96 well plate (NUNC, Denmark)

에 capture monoclonal antibody MIF 2 ug/mL, IL-6 4 

ug/mL, IL-1β 4 ug/mL, TNFα 4 ug/mL (R&D, SA)

로 50 ul/mL씩 넣고, 4
o
C에 밤새 반응시킨 다음 차단 

용액(1% bovine serum albumin (BSA)/0.05% Tween 

20)이 함유된 phosphate buffered saline (PBS)을 200 

ul/well씩 넣고 실온에서 2시간 반응시킨다. 샘플과 

recombinant human MIF, IL-6, IL-1b, TNFa (R&D, 

USA)을 5,000∼78.125 pg/mL 이용하여 실온에서 2시

간 반응시켰다. Well을 세척용액(0.05% PBST)으로 4

번 세척하고 biotinylated goat-anti-human MIF 200 

ng/mL, IL-6 300 ng/mL, IL-1β 100 ng/mL, TNFα 

200 ng/mL (R&D, USA)로 50 ul/well씩 넣어 실온에

서 2시간 반응시킨 후 4번 세척하였다. 마지막으로

는 ExtraAvidin-Alkaline Phosphatase conjugate (SIGMA, 

USA)를 1：2,000으로 희석하여 50 ul/well씩 넣고 실

온에서 2시간 반응시키고 세척 후 PNPP (Fluka, Phos-

phate Disodium salt Hexahydrate)/DEA 용액을 1 mg/ 

mL 농도로 녹여 50 ul/well씩 넣어 20∼30분 후 0.2N 

NaOH로 반응을 멈추고 405 nm 파장에서 흡광을 측

정하였다.

6. 통계적 유의성의 검증

  실험 결과는 평균±표준오차로 표현하였으며 통계

적 유의성은 student’s t-test를 실시하였고 p값이 0.05

이하 일 때 통계적으로 유의하다고 분석하였다.

결      과

1. 류마티스관절염 환자의 활막조직내 염증성 사이

토카인과 TLR2, TLR3와 TLR4의 과발현

  류마티스관절염 환자와 대조군으로써 골관절염 환

자의 활막조직에서 MIF를 비롯한 IL-6, TNFα과 

IL-1β 및 TLR2, TLR3와 TLR4의 발현 양상을 조사

하였다. 각각의 사이토카인에 특이적인 항체를 사용

하여 염색하였을 때 골관절염 환자보다 류마티스관

절염 환자에서 면역 세포들의 침착의 정도가 높았으

며 그러한 세포에서의 MIF, IL-6, TNFα과 IL-1β의 

발현 양상도 류마티스관절염 환자에서 모두 높게 발

현하였다(그림 1).

  또한, TLR2, TLR3와 TLR4의 발현 역시 기존보고

와 마찬가지로 류마티스관절염 환자의 활막조직내 

높게 발현하였다(그림 2).

2. 류마티스 관절염 환자의 활막 세포에서 PolyI:C에 

의한 MIF와 IL-6의 생산량 증가

  다음으로 TLR3에 의한 신호를 통해 활막 세포에

서 MIF와 IL-6의 생성을 단백질 수준에서 조사하였
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Fig. 2. Increased expression of TLR 2, 3 and 4 in RA synovium. Immunostaining was performed using the specific 

antibody against TLR 2, 3 and 4 in synovial biopsy samples from patients with RA and OA. TLR 2, 3 and 

4 stained a brown color. All tissues were counterstained with hematoxylin (original magnification ×400).

Fig. 3. Enhancement of MIF production by the stimulation of TLR3 or TLR4 engagement in FLS from patients with 

RA. The FLS were cultured with the TLR3 (1 μg/mL, 10 μg/mL, 50 μg/mL) and TLR4 ligands (10 ng/mL) 

only or combination for 72 hr. The culture supernatants were assayed for MIF by ELISA. *p＜0.01.

다. 류마티스관절염 환자의 활막 세포에 PolyI:C를 

처리하였을 때 농도 의존적으로 MIF와 IL-6의 생산

량이 증가하였으며 MIF는 50 ug/mL의 농도에서 최

고 생산치를 보여 통계적 유의성을 나타내었다. 저

농도의 PolyI:C와 TLR4의 리간드인 lipopolysaccharide 

(LPS)와 함께 자극하였을 MIF와 IL-6의 생산은 각 

리간드들의 단독자극보다 그 생산량이 유의하게 증

가하였다(그림 3, 4). IL-6 이외의 TNFα, IL-1β와 

같은 다른 염증성 사이토카인의 생성량은 미비하였

다(결과제시하지 않음).

3. 류마티스관절염 환자의 활막 세포에서 IL-6 중

화항체에 의한 PolyI:C에 의해 유도된 MIF

의 생산량 감소

  MIF는 류마티스관절염 환자의 활막세포에서 IL-6 

뿐만 아니라 IL-8, cyclooxygenase-2 (COX-2), prosta-

glandin E (2)의 발현을 증가시키는 것으로 보고되었

다 (19). IL-6에 의존적인 MIF의 생성에 관여하는 알

아보고자 IL-6에 대한 중화항체를 이용하여 PolyI:C

에 의한 MIF의 생산량을 조사하였다. PolyI:C에 의

해 증가된 MIF의 생산은 IL-6에 대한 중화항체의 처

리에 의해 억제하였으나 통계적 유의성을 나타내지 
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Fig. 4. Enhancement of IL-6 production by the stimulation of TLR3 or TLR4 engagement in the FLS from patients 

with RA. FLS were cultured with TLR3 (1 μg/mL, 10 μg/mL, 50 μg/mL) and TLR4 ligands (10 ng/mL) only 

or a combination for 72 hr. The culture supernatants were assayed for IL-6 by ELISA. *p＜0.05, **p＜0.01.

Fig. 5. Blockade of the IL-6-induced decrease in MIF by the engagement of TLR3 and TLR4 in RA FLS. The RA 

FLS were stimulated with TLR3 (1 ug/mL) and TLR4 ligands (10 ng/mL) alone and in combination for 72 

hr. The culture supernatants were assayed for MIF by ELISA. *p＜0.05, **p＜0.01.

않았다. 그러나 저농도의 PolyI:C와 TLR4의 리간드

인 LPS와 함께 자극하였을 때 증가된 MIF는 IL-6에 

대한 중화항체의 처리에 의해 통계적으로 유의하게 

감소시켰다(그림 5).

4. 류마티스관절염 환자의 혈청과 활액 내 MIF와 

IL-6의 증가

  류마티스관절염 환자와 대조군으로써 골관절염 환

자와 정상인의 혈청과 활액 내 존재하는 MIF와 IL-6

의 양을 조사하였다. 혈청과 활액 내 MIF와 IL-6의 

양은 류마티스관절염 환자에서 골관절염과 정상인에 

비해 증가되어 있었다. MIF의 경우 혈청과 활액내에

서 모두 통계적으로 유의성을 나타내었으나 IL-6의 

혈청과 활액의 경우에는 통계적 유의성을 나타내진 

않았다(그림 6).

고      찰

  류마티스관절염의 병인연구에 있어서 IL-1과 TNF

와 같은 염증성 사이토카인에 대한 연구가 활발히 

진행되어 이를 이용한 생물학적 제제가 현재 이용되
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Fig. 6. Increased level of MIF and IL-6 in the synovial fluid and sera derived from patients with RA, OA and HC. 

The concentrations of MIF and IL-6 in RA and OA synovial fluids and RA, OA and HC sera determined by 

ELISA. *p＜0.05, **p＜0.01.

고 있으나 류마티스관절염의 완치에 대한 접근은 아

직 미흡하여 염증병인과 관련된 다른 염증성 사이토

카인에 대한 연구가 필요하다. 

  MIF는 지연성 과민증(delayed-type hypersensitivity), 

내독성쇼크(endotoxic shock)와 패혈쇼크(septic shock)

와 같은 질병의 선천면역과 적응면역계에서 중요한 

역할을 하는 사이토카인으로 (28) 류마티스관절염의 

염증반응에 관련된 병인적인 역할에 대한 많은 연구

가 진행되고 있다. 

  본 연구에서는 TLR3의 특이적인 리간드인 PolyI:C

의 자극에 의해 류마티스관절염의 활막세포에서의 

MIF 생성능을 조사하였다. 이전 보고와 마찬가지로 

류마티스관절염 환자의 활막조직, 혈청, 활액내에는 

MIF를 비롯한 IL-6, TNF-α, IL-1β와 같은 염증성 

사이토카인들이 과발현 되어있었다. 혈청과 활액내 

존재하는 IL-6의 경우 통계적인 유의성에 도달하지

는 못하였지만 대조군과 비교 시 환자군에서 높게 

증가되어 있었다. 이는 기존보고와는 다른 결과로 

본 연구에서 진행된 환자군의 적은 수에 기인한 것

으로 생각되어진다.

  이전연구에 따르면 류마티스관절염 환자의 활액내

에는 peptidoglycan (PGN), 괴사 세포과 같은 TLR 리

간들이 존재하므로 (5,29) 이러한 리간들에 의한 활

막세포의 활성은 과도한 면역반응에 의한 면역체계

의 불균형을 일으킨다. 따라서 활막세포에서 발현하

는 TLR의 발현과 반응성은 류마티스관절염의 병인

에 있어서 중요한 요소이다. 최근 보고에 따르면 류

마티스관절염 환자와 골관절염의 환자의 활막세포에

서 TLR1부터 TLR6에 해당하는 수용체들은 자체적

으로 발현되고 있으나 TLR7부터 TLR10은 발현되어 

있지 않음이 보고되었다 (30). 특히 이러한 수용체들 

중 TLR2, TLR3과 TLR4가 류마티스관절염 환자의 
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활막세포내 과발현이 밝혀지면서 기존 TLR2와 TLR4

에 대한 연구와 더불어 TLR3에 대한 연구의 중요성

이 부각되고 있다.

  다양한 TLR 신호를 통한 활막세포의 활성은 활막

세포로부터 염증성 사이토카인의 생성을 유도할수 

있는데 많은 연구를 통하여 과도한 염증반응에서의 

MIF의 중추적 기능이 부각되어 후보 물질이 될 가

능성을 충분히 가지고 있다. MIF의 주요한 생산 원

천은 초기 연구에서는 활성화된 T 림프구로 알려져 

있었으나 이후 많은 연구들을 통하여 LPS, IL-1과 

TNF-α에 의해 T 림프구에서 보다 대식세포, 내피세

포, 활막세포에 의해 생산됨이 보고되었다 (11,18,31,32). 

  본 연구에서는 TLR3의 리간드인 PolyI:C에 의해 

류마티스 환자의 활막세포에서 MIF 생성이 IL-6에 

대한 중화항체에 의해 억제됨을 확인하였다. TLR2

와 TLR4의 리간드의 경우, 단독 자극에 의해서는 

MIF 생성을 관찰하지 못하였으나 TLR4 리간드인 

LPS의 경우 저농도에서 PolyI:C와의 공동 자극에 의

해 MIF생성의 상승효과를 확인하였다. 이는 TLR4 

신호체계가 부분적으로 PolyI:C와 공유함으로써 MIF 

생성과 관련되어 신호가 증폭되었을 것으로 생각된

다. 이러한 TLR 경로를 통한 세포내 염증성 사이토

카인 활성기전 연구는 질환병인 연구에 매우 중요하

며 이때 주요한 병인표적사이토카인 IL-6가 MIF 생

산에 관여하는 것으로 보이는 본 연구 결과는 새로

운 결과이다.

  류마티스관절염을 비롯한 염증질환에서의 MIF는 

단순한 염증성 사이토카인으로써 염증을 매개하는 

것이 아니라 면역세포를 주변 활막세포로 유인할 수 

있도록 케모카인의 생성을 유도할 뿐만 아니라 신생

혈관의 생성에도 관여하여 류마티스관절염의 병인연

구에 있어서 중추적인 사이토카인이다(11,20). 이에 

TLR3의 신호를 통한 MIF의 생성은 류마티스관절염

의 염증성 병인을 근본적으로 이해하는데 큰 도움을 

줄 것이다. 

  결론적으로 류마티스관절염의 활막세포에서 TLR3

의 신호를 통한 자극에 의해 MIF가 생성되며 이러

한 생성은 부분적으로 IL-6의 생산에 의존적으로 생

성됨을 확인하였다. 이는 TLR3을 통한 신호체계를 

차단함으로써 류마티스관절염 환자의 치료에 응용될 

수 있을 것으로 기대된다.

결      론

  류마티스관절염 환자의 활막세포에서 TLR3의 과

발현을 확인하고 TLR3의 특이적인 리간드인 PolyI:C

에 의해 염증질환 활성 사이토카인 MIF의 생성능을 

관찰함으로써 이러한 인자들을 통한 조절은 류마티

스관절염에서 보여지는 과도한 염증반응에 의한 면

역시스템 항상성의 불균형에 대한 근본적인 원인을 

이해하고 극복하는데 기여할 것으로 기대한다.
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