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Objective. DICAM, a dual Ig domain containing adhesion 

molecule, is involved in cell-cell adhesion through direct 

interaction with αvβ3 integrin. In our previous study 

showing the inhibitory role of DICAM in osteoclast differ-

entiation, we found that DICAM also has a suppressive 

role in macrophage, the precursor cell of osteoclast. The 

role of DICAM in macrophage activation at the in-

flammatory milieu, however, remains obscure. 

Methods. Expression pattern of DICAM by inflammatory 

cytokines and lipopolysaccharide (LPS) was studied with 

RAW264.7, a murine macrophage cell line. To study the 

role of DICAM on macrophage activation, we stably trans-

duced DICAM, or empty vector, into RAW264.7, and then 

compared the LPS-mediated activation such as spreading 

and TNF-α production. 

Results. DICAM was abundantly expressed in the synovial 

tissue of collagen-induced arthritis. When we assessed the 

expression of DICAM in RAW264.7 cells by mediators of 

inflammation, inflammatory cytokines, such as TNF-α, 

IL-1β, and IFN-γ, and M-CSF increased the expression 

of DICAM; however, LPS decreased. Functionally, 

DICAM that stably transduced-RAW264.7 cells showed 

attenuation of LPS-mediated macrophage activation in-

cluding spreading and TNF-α production. DICAM de-

creased the phosphorylation of JNK MAP kinase by 

M-CSF and LPS stimulation, which was corroborated by 

a decrease in the expression of ITAM-associated receptors 

including Trem2, Pira1, and Oscar. Finally, a recombinant 

ectodomain of DICAM suppressed LPS-induced activation 

of RAW264.7 cells. 

Conclusion. These results indicate that DICAM acts as a 

negative regulator of LPS-mediated macrophage activation.

Key Words. DICAM, Monocyte, Macrophage, Lipopolysac-

charide, RAW264.7 cells
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서      론

 류마티스관절염이나 죽상경화증과 같은 만성 염증성 질

환에서 대식세포는 염증성 사이토카인을 분비하고 여러 

세포들과의 상호 작용을 통해 염증 반응의 시작과 유지에 

중요한 역할을 한다 (1). 류마티스관절염에서 대식세포는 

T세포에 항원제시세포 역할을 하여 T세포의 활성화를 도

울 뿐 아니라, T 세포가 분비하는 사이토카인 및 직접 접

촉을 통해 자신의 활성도 증가된다 (2). 그리고 대식세포가 

분비하는 IL-1, TNF-α 및 RANKL과 같은 사이토카인은 

T 세포와 함께 파골세포를 활성화시켜 뼈의 미란과 손상

을 야기한다 (2,3). 대식세포의 주요 사이토카인은 IL-1β 

과 TNF-α로 중성구의 이주 및 활성화를 유도하고 비만세

포의 탈과립을 통해 염증반응을 매개한다 (2). 그리고 이들 

사이토카인은 활막 섬유아세포에 작용하여 활막 증식 및 

염증성 사이토카인 분비를 증가시켜 염증의 유지에 중요

한 역할을 한다 (2). 대식세포는 VEGF와 bFGF와 같은 혈

관신생에 관여하는 매개 물질들도 분비하여 혈관신생을 

통해 염증 반응을 지속하는데 중요한 역할을 한다 (4). 최

근 류마티스관절염에 가장 많이 사용되는 생물학적 치료

제도 대식세포의 주요 사이토카인인 TNF-α를 차단하는 

기전이다 (5). 대식세포는 류마티스관절염의 병태생리의 

중앙에 위치하는 중요한 세포로 대식세포의 활성을 조절

하는 기전을 밝히고 이를 억제하는 것은 류마티스관절염

의 치료에 중요한 의미를 가진다 (2).

 대식세포는 단핵구로부터 분화되며 조직 미세환경에 따

라 다양한 표현형을 가지게 된다. 제4형 Toll양 수용체(toll- 

like receptor, TLR)의 리간드인 지질다당질(lipopolysacchar-

ide, LPS)와 T 림프구가 분비하는 인터페론(IFN)-γ와 같은 

사이토카인의 영향 하에서 염증성 사이토카인 분비와 탐

식작용을 통해 조직 파괴 및 염증반응에 작용하는 M1 대

식세포로 분화한다 (1,6,7). 반면 염증 조절 사이토카인인 

IL-4나 IL-13이 지배적인 환경에서는 만노스 수용체나 

dectin-1, arginase 등을 발현하며 조직수복에 관여하는 M2 

대식세포로 분화하게 된다. 이러한 대식세포의 다양한 표

현형은 주변 염증환경에 따라 결정되며 단핵구의 대식세

포로의 분화를 조절하는 전체적인 메커니즘은 아직 밝혀

지지 않았다 (1,6-8). 

 LPS는 TLR4의 리간드로 대식세포에서 염증성 반응을 연

구할 때 중요한 자극원으로 사용된다 (9). LPS는 생쥐 대식

세포 세포주인 RAW264.7 세포에서 TLR4를 통한 nuclear 

factor-κB (NF-κB) 신호전달계의 활성를 통해 IL-1β, 

TNF-α, IL-6, nerve growth factor (NGF), inducible nitric ox-

ide synthase (iNOS), cyclooxygenase 2/prostaglandin E2와 같

은 염증성 매개물의 발현 및 탐식능을 증가시키는 것으로 

알려져 있다 (10-12). LPS를 통한 TLR4 활성화는 IFN-γ와 

함께 대식세포를 M1 계열의 대식세포로 분화시킨다 (13). 

LPS에 의한 대식세포의 활성화를 억제하는 것으로 알려진 

내재 단백으로 glutaredoxin-1, angiopoietin-1/Tie2 signaling 

pathway, tetraspanin CD9, activin A 등이 있다 (14-17). 

 최근 본 연구진은 인간연골세포주인 HCS-2/8세포의 

cDNA 라이브러리 분석을 통해 DICAM (Dual Ig domain 

Containing Adhesion Molecule)이라는 새로운 세포 부착 단

백을 발견하였다 (18). DICAM은 10개의 exon으로 구성되

며 mRNA의 길이는 총 2,192 bp이고 442개의 아미노산을 

코딩한다. 구조적으로 DICAM 단백질은 제 1형 막단백질

로 N 말단에 signal peptide와 두개의 가변형 면역글로불린 

유사 도메인과 하나의 막 통과 부분과 비교적 짧은 세포내 

부분으로 구성된다. 단백질의 계통분석을 통해 DICAM이 

면역글로불린 슈퍼패밀리의 CTX (cortex thymocyte marker 

in Xenopus) 그룹에 속하는 단백질로 junctional adhesion 

molecule (JAM)과 유사하였다 (19). DICAM의 발현 양상을 

northern blot과 western blot으로 살펴 본 결과 폐, 신장, 심

장, 그리고 배아에서 가장 많이 발현하였고 인체 조직 및 

세포주에 광범위하게 발현하였다. 기능적으로 DICAM은 

αvβ3 인테그린과 특이하게 결합하였고, 각 도메인별 부

착능력을 확인한 결과 두 번째 Ig 도메인이 중요하였다 

(19). 최근 αvβ3 인테그린이 중요하게 작용하는 파골세포

의 분화 연구에서 DICAM이 단핵구에서 파골세포로의 분

화를 억제함을 발견하였으며, 파골세포 분화의 전 단계인 

대식세포로의 분화에도 DICAM이 억제적으로 작용한다는 

증거를 발견하였다 (20). 이러한 결과에 바탕하여 LPS에 의

한 대식세포의 활성화에서 DICAM의 발현 양상, 작용 및 

기전을 규명하고자 하였다.  

대상 및 방법

시약 및 항체

 재조합 M-CSF, TNF-α, IL-1β 및 IFN-γ단백질은 Pepro-

Tech (Rochy Hill, NJ)에서 구입하였으며, LPS, Blasticidine-S

및 Polybrene은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)에서 구입하였

다. DICAM에 대한 항체는 토끼에 재조합 DICAM 단백질을 

주입하여 실험실에서 직접 제작하였다 (19). 그 외 CD14, 

p-Erk, p-Jnk, p-IκB, c-Fos에 대한 항체는 Cell Signaling 

Technology (Beverly, MA)에서 구입하였으며, β-actin 항체

는 Sigma-Aldrich에서 구입하였다. 

세포 배양 및 형질도입

 섬유아세포양 활막세포(FLS)는 류마티스관절염 환자의 

무릎 성형술 후 나온 활막 조직에서 분리하였다. 활막 조

직을 PBS로 세척한 후 0.1% trypsin (Sigma), 0.1% collage-

nase P (Boehringer Mannheim, Germanny) 및 10% FBS가 포

함된 DMEM 배지를 넣고 37oC에서 2시간 반응 시켜 세포

를 분리하였다. 

 생쥐 골수 유래 단핵구는 8주령 생쥐의 대퇴골(Femur)과 

경골(Tibia)의 골수에서 분리하였다. 8주령 C57BL6/J 생쥐

의 경추를 탈골한 후 대퇴골과 경골을 분리하고 골수를 

추출하였다. 추출된 전체 골수 세포를 10% FBS가 포함된 
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α-MEM 배지에서 하루 동안 배양하여 부착된 세포를 제

거한 단핵구 세포만을 얻어 골수유래 단핵구로 사용하였

다. 골수유래 단핵구에 DICAM을 과발현 하기 위해 레트

로바이러스를 이용하였다. DICAM cDNA를 pMX 벡터에 

삽입하여 DICAM retrovirus 벡터를 제작하고 Plat-E세포에 

형질도입하여 DICAM과발현 레트로바이러스를 제조하였

다. 제조된 DICAM 과발현 레트로바이러스를 골수유래 

단핵구에 4 μg/mL의 polybrene, 30 ng/mL의 M-CSF와 함

께 처리하여 infection 시킨 후 Blasticidine-S를 이용하여 

selection하였다. 

 생쥐 유래 단핵구 세포주인 RAW264.7은 DMEM에 10% 

FBS가 포함된 배지에서 배양 하였으며, 3일 간격으로 pas-

sage를 수행하였다. RAW264.7에 DICAM을 과발현시키기 

위해 pcDNA3.1-DICAM 과발현 벡터를 클로닝 한 후 FuGene 

HD (Roche, Indianapolis, IN)를 이용해서 형질도입 하였다. 

400 ng/mL의 G418을 이용해서 형질도입된 세포만을 se-

lection하여 실험에 사용하였다.

 

콜라겐 유도 관절염 마우스 모델 제작 및 면역조직화학 

염색

 4 mg/mL의 우형 제2형 콜라겐(Chondrex, Redmond, Wa-

shington)을 complete Freund adjuvant (Chondrex, Redmond, 

Washington)와 1：1로 섞은 후 8주령의 DBA/1J 생쥐의 꼬

리 내피에 주사하였다. 1차 접종 3주 후 다시 제2형 콜라겐

을 incomplete Freund adjuvant와 혼합한 후 꼬리 내피에 추

가 접종하여 관절염을 유발시켰다. 콜라겐 유도 관절염 

(CIA) 생쥐의 무릎을 분리한 후 4% PFA에 1일 동안 고정

시켰다. 고정 후 약 2주 동안 5% EDTA에서 탈회한 후 파

라핀에 포매하여 3 μm로 절단하였다. 절단된 조직은 재

수화 과정을 거친 후 과산화수소로 quanching하고 PBS로 

세척하였다. 상온에서 2시간 동안 normal goat serum으로 

blocking한 후 DICAM과 CD14에 대한 항체를 4oC에서 밤 

동안 처리하였다. 다시 PBS로 세척한 후 2차 항체를 상온

에서 1시간 처리하고 DAB Substrate-Chromogen system 

(DAKO, Denmark)으로 발색하였다. 

반정량 RT-PCR 및 real-time PCR

 유전자의 발현 양상을 확인하기 위해 RT-PCR 또는 re-

al-time PCR을 수행하였다. 조건에 맞게 세포를 배양한 뒤 

Easy Blue (Intron, Sungnam, Korea)를 이용해서 총 RNA를 

분리한 뒤 Oligo dT Primer를 이용해서 역전사시켜 cDNA

를 합성하였다. 합성한 cDNA를 주형으로 RT-PCR 및 

Real-time PCR을 수행하였다. RT-PCR에 사용된 Primer는 

다음과 같다.  DICAM: CCT GCT TGA CCT GTA TGC A 

(Forward), GCT ACA GCA AAC TCC ACC A (Reverse); 

Gapdh: TGA GAA CGG GAA GCT TGT CA (Forward), 

GGA AGG CCA TGC CAG TGA (Reverse). Real-Time PCR

은 SybrGreen (TAKARA, Japan)을 이용해서 수행하였고, 

사용한 Primer는 다음과 같다. DICAM: CAG CGG AGG 

ATG CAA GAC (forward), TAT GGA GCC TGA TCC CTT 

GT (reverse), Trem2: CAC AGC ACC TCC AGG AAT CAA 

G (forward), AGG ATG CTG GCT GCA AGA AAC 

(reverse), Pira1: AGA TTT GCT CTG CAC AAG GTG G 

(forward), ATT GGC CTC CAG TGG AGC TAC T (reverse), 

Oscar: CTT CCT TTT GAT CGG CAC ACA (forward), TCG 

AAA CTG ATG ACC AGT GGC (reverse), Dap12: TCC 

TGG TGC CTT CTG TTC CTT (forward), TCA CGG AAG 

AAC AGT CGC ATC (reverse), FcRr: AGC ATG AGA AAC 

CAC CCC AGT (forward), AAG CAC AGA GGT GAC 

CAA GAG G (reverse), Gapdh:  CCT TGA GAT CAA CAC 

GTA CCA G (forward), CGC CTG TAC ACT CCA CCA 

C (reverse).

Western blot 분석

 각각의 세포에 재조합 TNF-α, IL-1β 또는 LPS를 지정

된 시간 동안 처리한 후 단백질 분해 효소 저해제가 포함

된 RIPA buffer로 세포를 용해 시켰다. 정량하여 동량으로 

SDS-PAGE를 수행하고 PVDF membrane (Millipore, Bille-

rica, MA)으로 transfer 후 5% Skim milk로 상온에서 1시간 

동안 blocking 하였다. 분석하고자 하는 여러 단백질에 대

한 항체를 5% skim milk에 희석하여 상온에서 1시간 동안 

처리하였다. TBS-T buffer로 세척 후 HRP가 결합된 2차 

항체를 역시 5% Skim milk에 희석하여 상온에서 1시간 동

안 처리하고 세척한 후 ECL solution (Amersham Bioscien-

ces, Buckinghamshire, UK)을 처리하여 X-ray필름으로 현

상하였다. 단백질 발현을 정량화하기 위해 Image J 소프트

웨어로 densitometeric analysis를 시행하였다. 

효소 면역법(Enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA)

 RAW264.7 세포에서 LPS에 의한 TNF-α의 분비를 확인

하기 위해 TNF-α ELISA를 수행하였다. RAW264.7 세포

에 DICAM 또는 벡터를 과발현 시킨 후 LPS를 지정된 농

도로 처리하여 분비되는 TNF-α양을 ELISA kit (KOMA 

biotech, Korea)를 통해 측정하였다. 각각의 세포에 LPS 처

리 1일 후 Media를 분리하여 TNF-α 항체가 coating된 

plate에 넣고 상온에서 2시간 동안 반응시킨 후 PBS-T로 

세척하였다. Detection 항체를 넣고 2시간 동안 반응시키고 

다시 PBS-T로 세척한 다음, HRP가 결합된 2차 항체를 넣

고 상온에서 30분 동안 반응 시켰다. PBS-T로 세척 후 발

색제를 넣고 20분 동안 발색시켜 450 nm 파장에서 흡광도

를 측정하였다.

통계 분석 

 실험결과는 평균±표준오차로 나타내었으며, 평균의 차

이는 Mann-Whitney U test를 이용하였다. 통계는 SPSS 

12.0 for window를 사용하여 분석하였으며, 통계적 유의성
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Figure 1. In vivo expression of DICAM in synovial tissue. Immunohistochemical analyses of DICAM in the ankle joint of control and 

CIA mice. The ankle joints of the CIA were collected for preparation of paraffin blocks. They were treated with anti-DICAM and anti-CD14, 

the marker for monocyte/macrophage. Bound Abs was visualized with HRP. Original magnification, ×100 (s: synovial tissue, b: bone).

은 p＜0.05인 경우로 하였다.  

결      과

콜라겐 유발 관절염 조직에서 DICAM의 발현양상 

 만성 염증성 관절염에서 DICAM의 발현을 확인하기 위

해 8주령의 DBA-1/J 생쥐에 2형 콜라겐을 주사하여 콜라

겐 유발 관절염(collagen-induced arthritis; CIA)을 유도하였

다. 면역조직화학 분석상 정상 관절 조직에서 DICAM은 

활막 조직의 lining layer에 주로 발현하였다(Figure 1). 반

면, CIA조직에서는 증식된 활막의 lining 및 sublining 조직

에 전반적으로 발현되는 양상을 보였다. 이전 연구에서 

DICAM이 단핵구 계열 세포에 발현되는 사실에 바탕하여, 

단핵구 특이 마커인 CD14의 발현과 비교하였을 때 유사한 

발현 양상을 보였다(Figure 1). 이상의 결과는 염증성 관절

염 환경에서 DICAM의 발현이 증가되고, 주로 단핵구 계

열세포인 A형 활막세포나 염증 반응과정에서 이동한 단

핵구/대식세포에 의함을 시사한다. 

염증성 사이토카인과 LPS에 의한 단핵구에서 DICAM

의 발현 조절

 다음 단계로 단핵구에서 염증성 사이토카인에 의한 

DICAM의 발현 양상을 조사하였다. 생쥐 대식세포 세포주

인 RAW264.7 세포에 여러 가지 사이토카인을 처리 한 후 

DICAM의 발현을 전사체 수준에서 확인하였다. 염증성 사

이토카인인 TNF-α, IL-1β, IFN-γ 및 단핵구 성장인자인 

M-CSF에 의해 DICAM mRNA의 발현이 증가되었다. 그람

음성 패혈증의 주요 염증 반응 물질인 LPS에 의한 DICAM

의 발현 증가는 저명하지 않았다(Figure 2A, B). LPS에 대

한 반응을 확인하기 위해 RAW264.7 세포주에 LPS를 농도

별로 처리하고 DICAM의 발현을 Western blot으로 확인하

였을 때 LPS 농도 의존적으로 DICAM의 발현이 감소되었

다(Figure 2C). C57BL6/J 생쥐 골수 유래 단핵구에서 

M-CSF 단독 혹은 LPS와 M-CSF 복합처리에 따른 DICAM

의 발현 양상을 확인하였을 때, DICAM은 M-CSF에 의해

서는 단핵구 분화 과정에서 증가되었으나 LPS와 M-CSF
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Figure 2. Regulation of DICAM expression in monocyte by inflammatory cytokines. (A, B) qRT-PCR analyses of DICAM in RAW264.7 

cells treated with pro-inflammatory cytokines. The expression of m-RNA of DICAM in RAW264.7 cells was analyzed after 1 day 

treatment of LPS (1 μg/mL), TNF-α (25 ng/mL), IL-1β (5 ng/mL), IFN-γ (50 ng/mL), and M-CSF (10 ng/mL). (C) Western blot 

analyses of DICAM expression by LPS. RAW264.7 cells were treated with various dose of LPS for 8 hr, and then harvested for 

immunoblotting. (D) LPS suppresses the expression of DICAM by M-CSF. Bone marrow-derived macrophages (BMMs) from C57BL6/J 

were treated with 50 ng/mL of M-CSF with or without 100 ng/mL of LPS for 3 days, and the expression of DICAM was analyzed 

with Western blot analysis. *TB: total BMMs.

를 같이 처리하였을 때는 단백질 수준에서 현저히 감소되

었다(Figure 2D). 

DICAM 과발현에 의한 RAW264.7 세포의 활성화 억제

 RAW264.7 단핵구 세포주에 DICAM을 안정하게 과발현 

시켜 DICAM의 LPS에 의한 대식세포 활성화 과정에서의 

역할을 조사하였다. LPS를 농도별로 처리하며 RAW264.7 

세포의 형태를 확인하였을 때, DICAM을 과발현한 경우 대

조군에 비해 다리를 뻗은 활성화 단핵구가 유의하게 감소

되었다(Figure 3A, B). 그리고 배양 상층액에서 TNF-α를 

ELISA로 측정하였을 때 DICAM이 과발현된 RAW264.7 세

포에서 TNF-α의 농도가 현저하게 감소되었다(Figure 3C). 

종합적으로, DICAM이 LPS에 의한 대식세포 활성화 과정

에서 억제적으로 작용함을 의미한다.

DICAM에 의한 대식세포 분화 억제의 분자적 기전 규명

 다음 단계로 DICAM에 의한 대식세포 활성화 억제 기전

을 확인하기 위해 DICAM 과발현에 의한 M-CSF-c-fms와 

LPS-TLR4 신호 전달계의 인산화 차이를 비교하였다. 

C57BL6/J 생쥐의 골수 단핵구에 레트로바이러스를 이용

하여 DICAM과 vector를 과발현하였다. 과발현된 세포에

M-CSF-c-fms 신호 전달계의 활성화를 비교하기 위해 

M-CSF 처리 후 5분, 30분에 각 신호 단백의 인산화 정도를 

비교하였다. M-CSF-c-fms 신호전달에 MAP kinase와 Akt

가 중요한 것으로 알려져 있으며, 이들 가운데 DICAM 과

발현된 단핵구에서 JNK MAP kinase단백의 인산화가 자극 

후 30분에 현저하게 감소되었다(Figure 4A). 그리고 

LPS-TLR4 신호 전달계에서 중요한 NF-kB와 MAP kinases

의 활성화를 비교하였을 때 DICAM 과발현 시 NF-kB의 

인산화에는 차이를 보이지 않았으나, JNK MAP kinases가 

M-CSF 자극 때와 마찬가지로 감소되었고 하부의 c-Fos 역

시 감소된 양상을 보였다(Figure 4B).

DICAM에 의한 ITAM 수용체와 그 보조단백의 발현 변화 

 대식세포 활성화 및 분화에서 ITAM 수용체와 그 보조 단

백은 중요한데, 선행 연구에서 RAW264.7 세포에 DICAM

을 과발현 시킨 후 RANKL을 처리할 경우 m-RNA 수준에

서 ITAM 수용체인 Trem2와 Pira1의 발현이 현저히 감소함

을 확인하였다. 이에 근거하여 골수유래 단핵구(bone mar-

row-derived monocytes; BMMs)에 DICAM을 과발현 시킨 후 
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Figure 3. DICAM attenuates acti-

vation of RAW264.7 cells and pro-

duction of TNF-α. (A) RAW264.7 

cells (2.5×10
3
) stably transfected 

with control vector, or DICAM 

was treated with 10
2
 ng/mL and 

10
4
 ng/mL of LPS in a 96-well 

culture plate for 2 days. Then, cell 

morphology was evaluated by 

inverted microscopy. (B) Activated 

spreading cells were guantified 

under high power field (×200). (C) 

Levels of TNF-α in the superna-

tant were measured by ELISA. 

n=5. *p＜0.05, 
†

p＜0.01, Mann- 

Whitney U test.

Figure 4. DICAM regulates LPS-induced activation of monocyte by modulating the phosphorylation of JNK and expression of c-Fos. 

(A) BMMs infected with retrovirus expressing DICAM (pMx-DICAM) and control vector (pMx-vector) were stimulated with M-CSF 

(20 ng/mL) for 3 days, and then starved overnight and stimulated with 100 ng/mL of M-CSF for the indicated time period (0, 5, 

30 min). Activation of ERK and JNK MAP kinase and Akt were assessed for phosphorylation by Western blot analysis. (B) Starved 

BMMs were treated with 1μg/mL of LPS for the indicated time period (0, 5, 30 min), and then harvested for immunoblotting. 

Activations of ERK and JNK MAP kinase, and IκB, and the expression of c-Fos were assessed by Western blot analysis.

20 ng/mL의 M-CSF를 3일 간 처리하고 ITAM 관련 수용체

의 발현을 비교하였다. Real-time PCR 결과에서 DICAM이 

과발현된 골수유래 단핵구에서 ITAM 관련 수용체인 

Trem2와 Pira1 및 Oscar의 발현이 현저히 감소되었다

(Figure 5). 반면 ITAM 수용체 보조단백인 Dap12와 FcRγ

의 발현에는 차이를 보이지 않았다. 이 결과는 DICAM이 



202 정연관 외

Figure 5. DICAM attenuates the expression of ITAM-associated receptor, such as Trem2, Pira1, and Oscar. (A∼F) BMMs transduced 

with pMx-empty vector or pMx-DICAM were cultured for 3 days in the presence of M-CSF (20 ng/mL). Then, total m-RNA were 

subjected to real-time PCR for evaluating the expression of DICAM and ITAM-associated receptor, such as Trem2, Pira1, Oscar, Dap12, 

and FcRγ. *p＜0.05, 
†

p＜0.01, Mann-Whitney U test.

이들 ITAM 관련 수용체의 발현 억제를 통해 단핵구 활성

화 억제에 관여할 가능성이 있음을 보여준다.

재조합 DICAM단백 합성과 단핵구 활성 억제 작용 확인 

 선행연구에서 본 연구진은 DICAM이 인테그린과 직접 결

합하고 DICAM의 세포 외 도메인을 처리할 경우에도 파골

세포로의 분화가 억제됨을 확인하였다 (20). 이에 근거하여 

대식세포 활성화 과정에도 DICAM의 세포 외 단백이 억제

적으로 작용하는지 조사하였다. 재조합 세포 외 DICAM 단

백을 RAW264.7 세포에 100 ng/mL의 LPS와 함께 처리하였

다. LPS 처리 24시간 후에 다리를 뻗은 활성화 세포를 정량

화하였을 때 재조합 DICAM 단백을 처리할 경우 활성화된 

RAW264.7 세포가 유의하게 감소하였다(Figure 6). 이러한 

결과는 DICAM의 억제작용이 부분적으로 세포 외 도메인

을 통해 이루어짐을 시사한다. 

고      찰

 본 연구 결과, DICAM은 CIA 관절 조직에서 발현이 증가

되었으며, 염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-1β, 및 IFN-γ, 

그리고 M-CSF에 의해 발현이 증가 되었으나 LPS에 의해

서는 억제되었다.  LPS에 의한 RAW264.7 세포의 활성화에

서 DICAM은 억제적으로 작용하였고, TNF-α 분비도 감소

시켰다. DICAM이 과발현된 골수유래 단핵구에서 LPS와 

M-CSF에 의한 JNK MAP kinase의 인산화가 감소되었으며, 

M-CSF 환경에서 TREM2, Pira1, Oscar와 같은 ITAM 연관 

수용체의 발현도 감소되었다. DICAM의 세포외 도메인의 

재조합 단백을 처리할 경우에도 RAW264.7 세포의 활성화

가 억제되었다. 

 TLR은 선천면역의 주요 패턴인지 수용체로 적응면역과 

상호작용하며 류마티스관절염의 발생 및 염증 반응의 유

지에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (21). 류마티

스관절염 활막 조직에는 지금까지 알려진 대부분의 TLR

가 발현되며, 특히 TLR4는 류마티스관절염에 중요하게 작

용하는 것으로 알려져 있다 (22,23). 동물실험에서 TLR4-

억제제를 투여할 경우 CIA 중증도가 감소되고, TLR4 결손 

생쥐에서 CIA의 발생 및 중증도가 모두 유의하게 감소된

다 (24,25). 또한 LPS 뿐만 아니라 HSP60, HSP70m 

HSPgp96, fibronectin의 extra domain A, 그리고 히알루론산
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Figure 6. Extracellular DICAM inhibits macrophage differentiation. (A) RAW264.7 (2.5×10
3
) cells were cultured for 3 days in the 

presence of 10
4 

ng/mL of recombinant Ecto-DICAM purified from E. coli and 100 ng/mL of LPS in a 96-well culture plate. The spreading 

cells were counted for quantification. Fc: Fc (constant) region of immunoglobulin as a negative control, D-Fc: recombinant Ecto-DICAM 

which has Fc portion for purification. (B) Quantification of spreading cells was presented as a graph. *p＜0.05, Mann-Whitney U test.

의 oligosaccharide도 TLR4의 리간드로 작용함이 알려졌다 

(26-30). 이들 내재적 리간드 가운데 fibronectin III 13-14 도

메인이 TLR4 활성화를 통해 관절 손상을 유도하며, 히알

루론산의 분해를 억제할 경우 CIA에서 염증성 사이토카

인의 분비가 억제됨이 보고되었다 (31-33). TLR4에 억제적

으로 작용하는 리간드 외에도, TLR4 신호를 통해 대식세

포가 활성화되는 과정에 억제적으로 작용하는 단백질로 

heparin-binding protein, fucoidan, thioredoxin-1, 그리고 al-

pha1-antitrypsin 등이 알려져 있다 (34-36). 이러한 증거들

은 염증 반응 과정에서 발생하는 내재적 TLR4 리간드들이

나 단백들이 관절염의 중증도에 관여할 수 있음을 의미한

다. 본 연구에서 DICAM은 염증성 사이토카인에 의해 증

가되었고, LPS매개 TLR4 활성화에 의한 대식세포의 활성

을 억제하는 작용을 보여주었다. 이상의 결과는 TLR4 신

호를 억제하는 내재적 단백으로서 DICAM이 만성 염증성 

질환의 치료에 응용될 수 있는 후보물질로서의 가능성을 

의미한다.

 본 연구에서 DICAM이 과발현 될 경우 LPS 자극에 의한 

JNK MAP kinase 신호전달이 억제되었다. 이러한 DICAM

의 억제 작용이 LPS-TLR4의 직접 억제에 의한 것인지, 이

들과 상호작용하는 다른 신호를 억제하는데 기인하는지는 

추가적인 연구가 필요하다. 그러나, LPS-TLR4의 하부 신

호 가운데 JNK MAP kinase 외에 다른 신호전달계에는 억

제작용을 보이지 않는 점은 TLR4와 상호작용 하는 다른 

신호전달계 억제에 의한 간접작용의 가능성이 크다고 판

단된다. 선행연구에서 DICAM은 인테그린 αVβ3와 직접 

결합하여 인테그린 신호전달을 억제함을 확인하였고 (20), 

본 연구에서 Trem2, Pira1, Oscar와 같은 ITAM-연관 수용

체의 전사체의 발현이 DICAM에 의해 감소됨을 확인하였

다(Figure 5). 이런 사실은 DICAM에 의한 LPS-TLR4 신호 

억제에 인테그린 αVβ3와 ITAM-연관 수용체가 관여할 

가능성을 의미한다 (37-39). 두 가지 가능성 가운데 

DICAM의 세포 외 도메인을 처리하는 것 만으로 대식세포

의 활성화가 억제된 점은 인테그린 αVβ3 기능 억제가 

DICAM의 작용에 중요하게 작용함을 시사한다(Figure 6). 

TLR4는 MyD88이 핵심 신호전달 어뎁터 단백이고, 인테

그린 αVβ3의 경우는 focal adhesion kinase (FAK)이 그 역

할을 담당한다. 최근 연구에서 MyD88과 FAK 사이의 상호

작용이 보고되었는데, FAK 결손 일차 생쥐태아 섬유모세

포에 LPS를 처리할 경우 IL-6의 발현이 증가되지 않아 

LPS에 의한 IL-6의 생산에 FAK이 관여함을 의미한다 (40). 

반면 LPS에 의한 FAK의 인산화는 MyD88이 결손된 대식

세포에서도 감소되지 않아, LPS가 TLR-MyD88을 통하지 

않고 인테그린 하부의 FAK을 직접 활성화 시킬 수 있었다 

(40). 향후 인테그린 αVβ3 억제제나 단클론항체를 이용

하여 LPS-TLR4에 의한 대식세포의 활성화에 인테그린 α

Vβ3의 역할에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료

된다. 

 외부 사이토카인이나 패턴인지수용체(pattern recognition 

receptor)를 활성화시키는 자극에 의해 대식세포는 활성화

되며, 자극의 종류에 따라 다른 기능을 가지는 대식세포로 

분화하게 된다. 최근에는 염증반응에 주로 관여하는 고전

적 활성화 대식세포로의 분화를 M1 대식세포라고 부르고, 

조직 수복이나 혈관신생에 관여하는 대식세포를 M2 대식

세포로 나눈다 (1,6,7). M1 대식세포는 LPS와 IFN-γ, 혹은 

GM-CSF가 지배적인 환경에서 활성화된 대식세포가 분화
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Figure 7. A schematic model of the role of DICAM during 

macrophage differentiation. Our previous results revealed that 

DICAM directly interacts with integrin αVβ3 and it may 

suppress the phosphorylation of JNK MAP Kinase by LPS, 

leading to a down-regulation of c-Fos. It is accompanied by a 

down-regulation of ITAM-associated receptor, such as Trem2, 

Pira1, and Oscar, which has a major role in calcium signaling 

in monocyte activation.

되며 IL-12, IL-23, TNF-α, IL-1β 및 CXCL10 등을 많이 

발현하는 표현형을 가지고, M2 대식세포는 IL-4, IL-13, 

glucocorticoid, TGF-β, M-CSF가 많은 환경에서 IL-1ra, 

IL-10, CCL22, 만노스 및 갈락토스 수용체를 많이 발현한

다 (1,6,7). DICAM의 발현을 조사하였을 때 염증성 사이토

카인인 TNF-α, IL-1β, IFN-γ, 그리고 M-CSF에 의해 

RAW264.7 세포에서 DICAM 전사체의 발현이 증가되었

다. 반면 LPS에 의해서는 단백질 수준에서 DICAM의 발현

이 감소되었으며, M-CSF에 의한 DICAM의 발현까지 억제

하였다(Figure 2). 본 연구의 결과 M1, M2 분화환경 모두에

서 DICAM의 발현이 증가되는 것으로 생각되나 LPS에 의

해 억제되는 현상의 임상적 의미는 패혈증 동물모델에서 

DICAM 과발현을 통해 확인이 필요하다. 그리고, 선행연

구의 결과에서 파골세포의 분화를 억제하는 것과 같이, 

DICAM은 M-CSF에 의해 그 발현이 증가되어 M2 대식세

포로의 극성 분화(polarization)를 억제할 가능성이 있다 

(20). DICAM에 의해 ITAM-연관 수용체인 Trem2, Pira1, 

Oscar 등이 감소되는 것도 DICAM에 의한 M2 대식세포로

의 polarization 억제에 기인할 가능성이 크다. 향후 DICAM

이 M1이나 M2 대식세포로의 polarization에 미치는 영향에 

대한 추가적인 연구가 필요하다.

결      론

 DICAM은 염증성 관절염의 활막 조직에서 증가되어 있었

다. DICAM은 RAW264.7 세포주에서 M-CSF나 TNF-α, 

IL-1β, IFN-γ와 같은 염증성 사이토카인에 의해 증가되

고, LPS에 의해서는 감소되었다. DICAM은 LPS에 의한 단

핵구 활성화와 TNF-α 분비를 억제하였다. DICAM이 과발

현 된 대식세포에서 LPS나 M-CSF 자극에 의한 JNK MAP 

kinase의 인산화가 감소되었고, Trem2, Pira1, Oscar와 같은 

ITAM-연관 수용체의 발현이 감소되었다. DICAM의 세포 

외 도메인 만으로 대식세포 분화가 부분적으로 억제되며 

인테그린과의 상호작용의 가능성을 시사한다(Figure 7).
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