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Effects of Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-γ 
on the Production of Tumor Necrosis Factor-α in Stim-
ulated Human Monocoytes

Background: We evaluated the effects of peroxisome proliferator-activated 

receptor-γ (PPAR-γ) on the production of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and 

expression of nuclear factor-κB (NF-κB) in stimulated THP-1 cells, a human 

monocyte cell line.

Materials and Methods: We evaluated the cytotoxic effect of 15-Deoxy-Δ12,14-

prostaglandin J2 (15d-PGJ2), one of natural PPAR-γ ligands, using commercial cell 

proliferation assay. Cells were pretreated with 15d-PGJ2 and then stimulated with 

lipopolysaccharide (LPS) or lipoteichoic acid (LTA). The amount of TNF-α was 

measured by using commercial ELISA method. NF-κB activation was evaluated by 

Western blot analysis. 

Results: 15d-PGJ2 showed dose-dependent cytotoxic effect on the tested 

cells after 4 hr of treatment. Stimulation of cells by LPS or LTA induced TNF-α 

production. TNF-α production was markedly decreased in the cells pretreated 

with 15d-PGJ2compared to cells treated only with LPS or LTA in a dose-dependent 

manner. Pretreatment of 15d-PGJ2 reduced LPS or LTA induced NF-κB expression in 

the nuclear extracts of THP-1 cells. 

Conclusion: 15d-PGJ2 pretreatment decreased TNF-α production from the THP-1 

cells stimulated by LPS or LTA, and this assumed to be associated with inhibition of 

NF-κB activation. 
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서론

중증 패혈증은 항생제를 비롯한 보조 치료 약제 및 치료법의 개발에도 불구하고 여

전히 높은 사망률을 보인다. 항생제 치료 이외에 패혈증의 병태생리를 근거로 한 면역

치료는 1990년대 이후 지속적으로 연구되고 있으며 주로 염증을 조장하는 매개물에 

대한 억제제나 수용체 길항제가 주류를 이루고 있으나 치료 효과가 입증된 약제는 극
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히 드물다[1]. 그러나 패혈증과 관련된 면역기전이 지속적으로 규명되

고 있고 이를 기본 개념으로 한 새로운 치료 약제가 꾸준히 연구, 개발

되고 있으며, 일부 연구에서 이들 약제의 생존률 개선 효과가 증명됨에 

따라 면역조절이 패혈증 치료에 있어서 중요한 연구 분야임에는 의심

의 여지가 없다.

패혈증에서의 면역조절의 대상으로 peroxisome proliferator-

activated receptors (PPARs)이 부각되고 있다[2]. PPARs는 핵내수용

체로 주로 지질 및 당 대사와의 관련이 규명되면서 지질대사 관련 질환 

및 당뇨의 주요한 치료 대상으로 자리 매김하였다[3, 4]. 또한 종양, 염

증 질환, 감염 질환 등에서도 PPARs의 역할이 규명됨에 따라 다양한 

질환을 대상으로 한 시험관 및 동물 실험 연구가 최근 증가하고 있다

[5, 6]. 

PPARs는 발현되는 세포와 역할에 따라 PPAR-α, PPAR-γ, PPAR-β

/δ의 세 가지 아형(subtype)으로 구분된다. PPAR-α는 간세포, 심근

세포, 신장피질세포, 골격근세포, 장세포 등에서 발현되며 지단백과 

콜레스테롤 대사 및 지방산 산화에 중요한 역할을 담당한다. PPAR-

γ는 주로 지방세포에 분포하나 단핵세포, 대식세포, 장관의 Payer's 

patch와 같은 면역세포에서도 발현되며 PPAR-γ의 활성화는 시토카인

(cytokine) 및 염증 반응과 관련된 매개물의 분비 감소 및 면역세포의 

세포자멸사(apoptosis) 등을 유발함으로써 패혈증시 관찰되는 생체 

면역 반응과 관련성이 있다[3, 7, 8]. PPARs는 배위자(ligand)와의 결합

에 의해 활성화되며 이차 전령물질 없이 특정유전자의 발현을 직접 조

절함으로써 면역반응을 조절한다[3]. PPARs의 배위자는 명확하지는 

않으나 불포화 지방산 대사물로 알려져 있다. 현재 당뇨의 치료제로 사

용하는 thiazolidinedione 계열의 약제(troglitazone)와, 15-Deoxy-

△12,14-prostaglandin J2 (15d-PGJ2)는 PPAR-γ 배위자로 패혈증과 관

련된 연구에도 사용되고 있다. 

국내에서도 PPAR-γ에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있으나 대부

분 당뇨, 당뇨관련 신합병증, 지질대사 관련 심혈관질환, 특정 종양 등

에 대한 연구로 한정되어 있으며 패혈증과 관련되어 보고된 연구는 없

다. 

저자들은 패혈증에서 PPAR-γ 활성화가 미치는 생체내 면역반응

을 가늠하기 위해 15d-PGJ2를 인간 단핵세포주에 전처치하여 활성화

된 PPAR-γ가 세포의 생존, 세균의 세포벽 성분 자극으로 인한 tumor 

necrosis factor (TNF)-α 생산 및 nuclear factor-κB (NF-κB) 활성

화에 미치는 영향을 분석하였다. 

재료 및 방법

1. 시약

15d-PGJ2는 Calbiochem (San Diego, CA, USA)로부터 구입

하였으며 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 희석하여 사용하였다. 

Lipopolysaccharide (LPS; Escherichia coli 0111:B4)와 lipoteichoic 

acid (LTA; Streptococcus faecalis)는 Sigma (St. Louis, MO, USA)에

서 구입하여 3차 증류수에 녹여 사용하였다. 

2. THP-1 세포 주

사람 단핵세포주인 THP-1 세포는 한국세포주은행(KCLBⓇ, 

서울)에서 구입하여 10% FBS (vol/vol), penicillin (100 U/mL), 

streptomycin (100 μg/mL)이 첨가된 RPMI1640 배지에서 37℃, 5% 

CO2의 조건으로 배양하였다. 

3. 세포 생존률 측정

15d-PGJ2가 시험 세포에 미치는 영향은 Cell Proliferation Reagent 

WST-1 (Roche, Mannheim, Germany)을 이용하여 측정하였다. 

THP-1 세포를 1×104 cells/100 μL/well이 되도록 96 well 배양 접시

에 분주하고 15d-PGJ2를 농도별(0, 10, 30, 50, 100 μM)로 처치한 후 

37℃, 5% CO2의 조건에서 배양하면서 0, 2, 4, 6, 15시간째 세포 생

존률을 측정하였다. 정해진 시간 배양 후 10 μL의 Cell Proliferation 

Reagent WST-1 시약을 첨가하여 4시간 동안 배양한 후 ELISA Reader 

(SPECTRAmax250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 

440 nm의 흡광도에서 측정하였다. 

4. TNF-α 생산량 측정 

15d-PGJ2를 1×106 cells/mL THP-1 세포에 전처치한 후 4시간 동

안 37℃, 5% CO2에서 배양하였다. PBS로 세포를 세척한 후 100 ng/

mL의 LPS 또는 1 μg/mL 의 LTA를 세포에 첨가하여 4시간 동안 자

극하였다. 반응 후 얻은 세포 상층액은 실험시까지 -80℃에서 보관

하였다. 반응 후 세포 상층액을 얻어 -80℃에서 보관하였고 TNF-

α 생산량은 ELISA kit (Endogen, Rockford, IL, USA)를 이용하여 

측정하였다. 요약하면 50 μL의 검체를 96 well 배양 접시에 넣은 후 

biotinylated antibody reagent를 첨가하여 실온에서 배양하였고, 세

척 후 streptavidin-HRP를 첨가하여 30분 배양하였다. 그 후 100 μL

의 3,3',5,5'- tetramethylbenzidine (TMB) substrated solution을 첨

가하여 반응시키고, 30분 후 stop solution으로 반응을 정지시켰다. 

ELISA Reader를 이용하여 450 nm의 흡광도에서 측정하였다. 

5. 핵 및 세포질 추출

7×106 cells/mL THP-1 세포에 15d-PGJ2를 전처치하여 4시간 동

안 37℃, 5% CO2 조건에서 배양 후 PBS로 세척하고 LPS 또는 LTA

로 2시간 동안 세포를 자극하였다. 세포 세척 후 1,500 X g 에서 10

분 동안 원심 분리한 후 160 μL buffer A (10 mM HEPES [N-(2-

hydroxyethyl)piperazine-N-(2-ethanesulfonic acid) hemisodium 

salt], pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA [ethylenediamine 

tetraacetic acid], 0.1 mM EGTA [ethylene glycol-bis(2-

aminoethylether)-N,N,N',N'-tertraacetic acid], 1 mM DTT 

[dithiothreitol], 0.5 mM PMSF [phenylmethylsulfonyl fluoride]

를 첨가하고 얼음에서 15분 동안 배양하여 세포를 용해시켰다. 2.5%

의 4-nonylphenolpolyethylenglycol (Nonidet P-40, Roche 

Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) 40 μL를 첨가하고 10초간 섞

은 후 12,000 X g로 5분 동안 원심 분리하여 세포질 추출물인 상층액

을 수집하여 -80℃에 보관하였다. 남아있는 pellet에 40 μL의 buffer 
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C (20 mM HEPES, pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 

mM PMSF)를 첨가하여 4℃에서 20분간 섞어주고 12,000 X g에서 5

분간 원심 분리 후 얻은 핵추출물 상층액을 실험시까지 -80℃에서 보

관하였다. 추출된 단백질량은 MicroBCATM protein assay reagent kit 

(Pierce, Rockford, IL, USA)를 사용하여 측정하였다.

6. NF-κB 활성화 측정

정량한 검체들은 같은 양으로 10% SDS-polyacrylamide gel

상에서 전기영동 하였다. Nitrocellulose membrane (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA)에 검체를 옮긴 후 5% 탈지유가 첨가

된 TBST (10 mM Tris-Cl [pH 8.0], 150 mM NaCl, 0.05% Tween 

20)로 membrane을 차단하고 세척한 후 1:500으로 희석된 rabbit 

polyclonal anti-NF-κB p65 antibody (Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, USA)가 들어있는 TBST에서 4℃에서 15시간 동안 

배양하였다. Membrane 세척 후 1:1,000으로 희석된 horseradish 

peroxidase conjugated anti-rabbit immunoglobulin G (Zymed 

Laboratories, San Francisco, CA, USA)가 들어있는 TBST에 

membrane을 담근 후 90분 동안 실온에서 반응시켜 Supersignal 

West chemilu minescent substrates (Pierce)를 첨가하고 밴드를 확

인하였다. 

7. 분석

모든 실험은 동일한 조건에서 3회 실험하였다. 각 결과의 유의한 차

이는 t-검정으로 통계학적 유의성을 검정하였으며 P<0.05를 유의 수준

으로 하였다.

결과

1. 15d-PGJ2가 THP-1세포의 생존에 미치는 영향

WST-1 assay kit을 이용하여 15d-PGJ2가 THP-1 세포의 생존ㅅ에 

미치는 영향을 측정하였다. 10 μM 농도의 15d-PGJ2를 처리하였을 때 4

시간까지는 세포 생존에 영향이 없었으며, 30 μM의 농도에서는 4시간

부터, 50 μM의 농도에서는 2시간부터 세포 생존이 급격히 감소하였다

(Fig. 1). 이를 토대로 이후의 실험은 0.1, 1, 10 μM의 농도를 이용하여 진

행하였다. 

2. 15d-PGJ2가 THP-1 세포의 TNF-α 생산에 미치는 영향

LPS 또는 LTA의 자극에 의해 THP-1 세포에서의 TNF-α 생산이 현

저히 증가하였다(LPS 대조군 10.2±1.8 pg/mL, LPS 처치군 1091.7±

22.3 pg/mL; LTA 대조군 13.7±1.7 pg/mL, LTA 처치군 520.6±43.6 

pg/mL, Fig. 2). 15d-PGJ2를 전처치후 TNF-α의 생산은 15d-PGJ2의 

농도 의존적으로 감소하였다. 0.1 μM, 1 μM, 10 μM 농도의 15d-PGJ2 를 

각각 전처치하고 LPS로 자극한 경우 TNF-α는 LPS로만 자극한 세포

에서의 TNF-α 생산량과 비교해 각각 8%, 15%, 40% 감소하였고(Fig. 

2A), LTA로 자극한 경우도 각각 14%, 28%, 48% 감소하였다(Fig. 2B). 

3. 15d-PGJ2가 THP-1 세포의 NF-κB의 활성에 미치는 영향 

15d-PGJ2에 의한 TNF-α 생산의 변화가 NF-κB 활성화와 관계가 

Figure 1. Effects of different concentrations of 15d-PGJ2 on the cell viability in 
THP-1 cells (1×104). Cell viability was assessed by WST-1 assay as described in 
the Materials and Methods section. Data are expressed as inhibition percentage 
compared to the untreated cells.

Figure 2. Effects of 15d-PGJ2 on TNF-α production in THP-1 cells. TNF-α production of THP-1 cells were detected by 
ELISA method. Cells (1x106 cells) were stimulated with LPS (100 ng/mL) (A) or LTA (1 μg/mL) (B) for 4 hr. 15d-PGJ2 
was added 4 hr before stimulation. Con, control; LPS, lipopolysaccharide; LTA; lipoteichoic acid (a P<0.001 compared 
with control; b P<0.05, c P<0.001 compared with LPS or LTA stimulated cells).

a
 b

c
 b

 b

a
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있는지를 알아보기 위해 NF-κB의 활성도를 측정하였다. LPS 또는 

LTA의 자극에 의해 NF-κB의 활성이 증가하였다. 15d-PGJ2의 전처치

에 의해 NF-κB 활성은 감소하였으며 감소 정도는 15d-PGJ2의 농도 증

가에 따라 TNF-α 생산량은 감소하는 경향을 보였다(Fig. 3). 

고찰

본 연구는 PPAR-γ 고유의 항염증성(anti-inflammatory) 작용 기

전의 일부를 규명하기 위해 시행한 시험관 연구이다. PPAR-γ의 특이 

배위자에 의한 활성화는 사람의 단핵세포에서 LPS 혹은 LTA에 의해 유

도되는 염증성 시토카인인 TNF-α의 분비를 의미있게 감소시키며 이

는 세포내에서 NF-κB의 활성화를 억제함으로써 이루어짐을 알 수 있

었다. 본 연구의 결과는 2008년 Chima 등에 의해 발표된 연구 결과와 

유사하다. Chima 등은 감염 질환보다는 출혈쇼크라는 비염증 상황에

서의 역할 규명에 초점을 두기는 하였으나 염증 질환의 주요 매개물인 

interleukin (IL)-1 등의 시토카인 분비와 NF-κB 활성화를 분석하였으

며 무엇보다 당뇨 치료제로 현재 사용중인 ciglitazone을 이용했다는 

점에서는 본 연구보다 한 단계 더 진행한 것으로 판단된다[9].

PPARs는 스테로이드, 갑상샘 호르몬, 레티노이드 호르몬 등에 대한 

핵수용체로 형질막(plasma membrane) 수용체와 달리 이차 전령물

질 없이 직접적으로 유전자의 발현 조절이 가능하다. PPARs에 대한 연

구는 지방 조직에서의 에너지 대사가 주를 이루고 있으나 혈관평활근 

세포, 내피세포, 단핵세포, 대식세포 등 다양한 면역세포에서도 발현되

어 면역조절기능의 가능성과 그에 대한 연구도 최근 각광을 받고 있다

[3, 10].

그 중 PPAR-γ는 지방세포 증식, 혈당의 항상성 유지, leukotriene 

대사 촉진, 세포주기 조절, 암 성장 억제, 동맥경화 등과의 관련성 이

외에도 T 림프구의 세포자멸사 등 다양한 면역조절 기능 및 패혈증

의 주요 병인으로서의 역할이 점차 규명되고 있다[5, 7, 10-12]. 사람

에서 PPAR-γ mRNA는 네 가지 isoform이 규명되어 있다. PPAR-γ1, 

PPAR-γ3, PPAR-γ4 mRNA는 PPAR-γ1과 동일한 최종 산물을 생산하

는 반면 PPAR-γ2 mRNA 는 구조적으로 다른 단백을 생산한다. 네 개

의 isoform이 존재한다는 것은 PPAR-γ의 조직-특이적 발현을 의미하

며 PPAR-γ1은 다양한 세포에서 발현되지만 PPAR-γ2는 주로 지방조

직에서, PPAR-γ3는 지방조직, 대장 세포, 대식세포, T 림프구에서 주로 

발현된다[2, 3, 12]. 

PPAR-γ는 배위자 결합에 의해 활성화되는데 배위자와 결합한 

PPAR-γ는 retinoid acid X receptor α와 heterodimer를 형성한 후 

특정 유전자의 promoter region에 있는 PPAR response element와 

결합함으로써 유전물질의 발현을 조장하거나 억제한다. 염증유발의 

주요 유전자인 activator protein-1, NF-κB, signal transducers and 

activators of transcription, nuclear factor of activated T cells 등이 

이러한 과정을 통해 억제되는데 이는 PPAR-γ의 활성화 과정에 필요한 

coactivator가 이들 유전자 발현에도 필요하기 때문이거나 또는 직접

적으로 이들 유전자의 발현을 억제하는 것으로 설명되고 있다[2, 3]. 

PPAR-γ의 배위자로 thiazolidinedione 계열의 약물이 가장 잘 알

려져 있으며 당뇨 치료 약제로서의 임상적 사용은 물론 당뇨관련 신증, 

IgA 신증에 대한 연구에도 이용되고 있다. PPAR-γ의 생체내 배위자는 

여전히 불분명하지만 내인성 아라키돈산 대사물인 PGD2, PGJ2, 12-

PGJ2, 15d-PGJ2 등이 PPAR-γ의 생체내 배위자로 알려져 있다[2, 3, 5, 

13]. 

패혈증에서 PPAR-γ 활성화의 임상적 의의를 규명하기 위한 연구도 

다수 보고되어 있다. 내독소혈증을 유발한 쥐에서 rosiglitazone 전처

치로 대조군에 비해 의미있는 급성 폐손상을 줄일 수 있었다는 보고와 

출혈 쇼크를 유발한 쥐에서 ciglitazone 투여는 IL-1, IL-6, monocyte 

chemoattractant protein (MCP)-1 등의 생산을 억제하였으며 이는 I

κB kinase 억제에 의한 NF-κB 활성화 억제를 통해 이루어진다는 보

고가 있다[9, 14]. 패혈증에 민감한 apolipoprotein E 결핍 쥐를 이용

하여 패혈증 유도 및 pioglitazone 전처치시 염증성 시토카인 생산 저

하 및 생존률 개선도 보고된 바 있다[15]. 또한 임상적으로도 중증이 아

닌 Plamsmodium falciparum 감염자에서 보조적으로 rosiglitazone

을 투여한 경우 투여하지 않은 경우에 비해 혈중 열원충 제거가 촉진되

고 IL-1, MCP-1의 혈중 농도 감소되었다는 연구가 발표됨으로써 중증 

패혈증에서 PPAR-γ의 활성물질의 보조치료로서의 가능성을 입증하

였다[16].

패혈증에서의 PPAR-γ의 활성화는 nitric oxide synthase, TNF-α, 

IL-1β 등 염증성 매개물의 생산을 억제할 뿐 아니라, 단핵세포, 대식세

포, 호중구, 림프구와 같은 주요 면역세포의 세포자멸사를 유도함으로

써 전신 면역반응을 억제할 수 있다[2, 7, 17, 18]. 그러나 패혈증은 초기 

염증시기가 지난 후에는 상대적인 면역기능 저하의 상태가 뒤따르게 

되고 이 시기에 PPAR-γ의 활성화에 의한 후천적 면역을 담당하는 림

프구의 세포자멸사는 감염 조절 능력의 저하를 의미하며 이는 패혈쇼

크나 다발성 장기부전의 원인이 될 수 있다. 결국 PPAR-γ 활성화가 갖

Figure 3. Effects of 15d-PGJ2 on NF-κB activity in THP-1 cells. Activity of NF- 
κB in nuclear extracts of THP-1 cells were detected by Western blot analysis. 
Cells (7x106 cells) were stimulated with LPS (100 ng/mL) (A) or LTA (1 μg/mL) 
(B) for 2 hr. 15d-PGJ2 was added 4 hr before stimulation. Con, control; LPS, 
lipopolysaccharide; LTA; lipoteichoic acid; GAPDH, glyceraldehydes-3-phsphate 
dehydrogenase. 
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는 항염증성 면역효과는 패혈증의 시기에 따라 임상적 의미가 달라질 

수 있으며 패혈증의 중증도에 따라서도 다른 효과를 얻을 수 있음을 의

미한다.

국내에서 PPAR-γ의 패혈증에서의 연구는 아직 이루어진 바 없

다. 2005년 국내 학회에서 당뇨 환자를 대상으로 rosiglitazone 투여

가 패혈증 발생에 미치는 영향에 대한 연구 결과가 구술 발표되었는데

Rosiglitazone의 투여가 패혈증의 발생 및 사망에 영향을 미치지 못하

였다. 적지 않은 환자를 대상으로 하였으나 후향적으로 이루어진 연구

로 제한이 있었으며 연구 결과는 논문으로 발표되지는 않았다[19]. 

Jiang 등은 사람 단핵세포주에 15d-PGJ2 또는 troglitazone과 LPS

를 동시에 처치하였을 때 TNF-α, IL-6, IL-1β 등의 염증관련 시토

카인의 생산이 감소하였는데, 특히 TNF-α의 감소는 15d-PGJ2와 

troglitazone에 의한 TNF-α promoter 활성화 저하에 따른 TNF-α의 

RNA 발현 감소에 의한 것으로 보고하였다[8]. 

본 연구를 통해 PPAR-γ의 활성화는 LPS, 혹은 LTA자극에 의한  

THP-1세포로 부터의 TNF-α 생산을 농도 의존적으로 저하시키며 이

는 NF-κB의 활성 억제를 통해 이루어진다는 것을 알 수 있었다. 추후 

현재 당뇨의 치료 약제로 널리 사용되는 thiazolidinedione의 패혈증

에서 관찰되는 면역학적 현상에 미치는 영향에 대한 시험관 연구 및 패

혈증 치료에 있어 PPAR-γ 작용제의 보조적 역할에 대한 연구가 진행

되어야 할 것으로 사료된다. 
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