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E. coli lipopolysaccharides로 유도된 사람 호중구에서 
CD14, Toll-like receptors, cytoskeletal inhibitors 그리고 

NF-B inhibitor가 MMP-8 분비에 미치는 영향
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I. 서론29)

치주질환은 백혈구의 침윤, 결체조직의 소실, 치

조골의 흡수, 그리고 치주낭의 형성 등을 특징으로

하는만성염증성질환이다.1) 이러한치주질환은그

원인이 치근면에 부착된 치주병인균의 독소에 의해

유발되며, 이들 병인균의 조직내 침투에 의해 더욱

깊게진행된다. 독소 및병인균의염증유발과면역

반응의 진행으로 여러 염증물질과 면역반응 물질이

조직내에 유출되면서치주조직의파괴가급, 만성으

로 진행된다.2,3) 호중구(Neutrophil)는 말초순환계

에 있는 가장 많은 수의백혈구이며, 치주질환 초기

에 치주낭과 치은열구에 존재하는 염증세포의 다수

를차지한다. 또한치은열구내에서세균과그부산

물에대한방어작용을함으로서치주조직건강을유

지하는 데 중요한 역할을 한다.4,5) 치주조직 건강을

유지하는 기전으로포식작용과, 함유하고있는 여러

효소들을 방출하여 병원균을 세포 외에서 제거하는

작용이 있다. 그러나 호중구가 만성적으로 높은 수

준을유지하고있으면여러효소들이조직손상과치

주조직의파괴를야기한다.6) 이처럼호중구는치주조

직 건강의 유지와 치주질환의 조직파괴를 나타내는

양면성을 보인다. 호중구는 그 내부에 과립 형태로

다양한 효소를 가지고 있고, 과립은 세균의 인지에

따라방출되거나포식된세균을제거하는데사용된

다.7) 호중구의 여러 효소 중 하나인 matrix met-

alloproteinases(MMPs)는 흔히 collagenase로

간단히 언급되기도 하며, 대개 결합조직세포, 혈관

내피세포, 단핵세포, 대식세포에 의해 합성되고, 금

속과결합하는단백분해효소이다. MMP의구성원을

보면 interstitial collagenase(MMP-1,-8,-13),

gelatinase(MMP-2,-9), stromelysin(MMP-3,

-10,-11) 그리고membrane-bound group(MMP

-14,-15-16,-17)등이있다. 여러MMP중호중구는

MMP-8을 분비한다. 일반적으로 MMP발현의조절

은 전사적 단계를 거쳐서 이루어지나, 호중구의 경

우는 이주가 일어나기 전까지 MMP-8,-9의 합성이

완전히끝나고발현의조절은단지전사적단계보다

는과립의방출에의해서이루어진다.8)
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Innate immune response에서 숙주에 침입한

세균은, 숙주세포에직접부착하거나 pattern rec-

ognition receptors를통해세균의특정성분을인

지한숙주세포에의해인식된다.

pattern recognition receptors는 세균의 구조

를 인식하기 보다는 특정 형태를 인지하기 때문에

다중특이성을 갖고 상대적으로 소수의 숙주 세포가

빨리 작용할 수 있게 하는 요인이기도 하다.9,10) 이

러한 pattern recognition receptors로는lip-

opolysaccharide, doublestranded RNA, un-

methylated CpG motifs, specific mannans와

glycan등이 있다.11,12) 이 중 lipopolysaccharide

(LPS)는 그람음성 세균의 세포막 외막에 존재하는

성분으로 다당류, 인지질 및 소량의 단백질로 구성

되어있고,13) 세균의급속한성장시기나세균의외막

이손상된경우에유리되어숙주조직을파괴시킬수

있는 다양한 생물학적 활성을 중개한다.14) 염증의

유발을비롯한다양한생물학적작용을가지고있으

며, 구강 내에서는 치태, 타액, 치은삼출액, 염증치

은조직, 치석, 그리고 치주질환에 이환된 백악질 등

에 세균내독소가 존재한다.15-17) LPS는pattern

recognition시 CD14 의존적인방식이여러세포에

서 보여진다. CD14는 두 가지 형태가 있는데 세포

막에 부착되어 있는 형태가 있고(mCD14) 다른 하

나는 extracellular matrix에 수용성의 형태가 있

다(sCD14). CD14가결합된LPS는세포막표면에

toll-like receptor(TLR)와 부속 단백질인 MD-2

로 이루어진 복합수용기와 반응하여 하나 혹은 그

이상의세포내 경로를 통하여 염증매개체의 발현을

야기한다. LPS와 CD14의결합은CD14 표면의전

하를띤아미노산과의정전기적상호작용에의한것

으로, CD14의이런특성으로인하여구조적으로다

양한 LPS뿐만아니라다른세균의성분, 예를들어

펩티도글리칸이나 lipotei- choic acid등, 과도 반

응할수있다.18,19) 다른미생물성분을인식하는것

으로toll-like receptors(TLRs)도 소개되었는데

다양한분자들이TLRs과숙주세포표면에서복합체

를이루는것으로알려졌다. 이러한분자들로는 CD

14, 분비물 인자인 MD-2, 유도관 단백질 MyD88

등이있다.20-24)

미생물이나다른세포의신호를인식한세포는염

증매개체의발현을나타내는데그과정은세포질또

는세포핵에서의특이경로를통하여이루어진다. 호

중구의경우는기존의연구에서세포핵의전사단계보

다는과립의방출에의해이루어짐이알려져있다.8)

이번 연구의 목적은 치주질환의 초기에 작용하는

innate immune response에서 pattern recog-

nition receptors의 하나인 LPS가 호중구에 작용

하여 MMP-8의 발현을 일으키는 경로에서 CD14,

TLR의 역할을, 이 수용기들에 대한 항체를 통하여

알아보고, 호중구로부터 MMP-8의 분비 기전을 설

명하기 위해서 세포질에서의 세포뼈대 변화의 효과

를 튜불린 중합반응 억제제(tubulin polymer-

ization inhibitors)와 액틴 중합반응 억제제(ac-

tin polymerization inhibitors)를 이용하여 조사

하고 세포핵에서는 NF-B 억제제를 이용하여 조사

하여분비경로를밝히는것이다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법
1. 연구대상

연구대상자는 연구 6개월 이내에 항생제와 치주

치료의 경험이 없는, 전신건강 및 치주상태가 양호

한 성인 남자 11명(나이:23-28세, 평균 24.9세)을

선정하였다.

2. 호중구의 분리 

연구대상자의 40ml의 혈액을 채취한 후, 동량의

PBS와 5%덱스트란용액을혼합한후37℃에서부

화시킨 후, Ficoll-Hypaque(Amersham Bio-

science, Uppsala, Sweden)gradient centri-

fugation method를이용하여호중구를분리하였다.

분리된 호중구를 Phosphate Buffered Solu-

tion(PBS)와 Hanks' Balanced Salt Solution
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(HBSS)(GIBCO, Carlsbad, CA, USA)를 이용

하여 세척하고 RPMI 1640과10%FBS(GIBCO,

Carlsbad, CA, USA) 그리고 1% 항생제가 혼합

된배지에부유시켰다. Tripan blue염색을통한생

활력검사에서는 98%이상의생활력을보였으며, 형

태적으로 95%이상의순도를보였다.

3. Pattern Recognition Receptors 적용

1) CD14의 중화
분리된 호중구(1.25×106 cell/ml)를 anti-

CD14 monoclonal antibody(Coulter Clone

MY4, 1/400 dilution, Coulter Corporation,

Miami, FL, USA)로 15분간 4℃에서전처치한후

1㎍/㎖의E-LPS(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA) 처리하고 30분간 37oC에서배양시킨다.

2) TLR2, 4의 중화
분리된 호중구를 1, 2, 그리고 4㎍/㎖의 an-

ti-TLR2 antibody(Santa Cruz Biotechnology,

Inc., Heidelberg, Germany)와10,20, 그리고 40

㎍/㎖의 anti-TLR4 monoclonal antibodies

(HTA125)(eBioscience, Anaheim, CA, USA)

로 37oC에서 1시간 동안 전처치 한 후, 1㎍/㎖의

E-LPS를처리하고 30분간 37oC에서배양시킨다

4.cytoskeletal inhibitors의 적용
분리된 호중구에 E-LPS(1㎍/㎖)를 처치한 군과

처치하지 않은 군 각각에 미세관 중합반응 억제제

(25 μM colchicines, 10 μM nocodazole and 2

μM demecolcine)와 액틴 중합반응 억제제(2 μM

cytochalasin B)를처리한후 37℃에서 30분간배

양하였다.

5. NF-B 억제제의 적용 
호중구를 NF-B 억제제인 L-1-tosylamido-2-

phenylethyl chloromethyl ketone (TPCK)

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 1치

간전처치한후, E-LPS를처리한후 37℃에서각

각 1시간, 12시간, 24시간배양시킨다.

6. MMP-8의 농도 측정
호중구를다양한조건하에서배양후적응용배지

를 모은 후 단백분해효소억제제 cocktail(Roche

Applied Science, Penzberg, Germany)를 처리

하고 MMP-8의 농도를 측정하기 위하여 ELISA

Kit(Amersham Bioscience, Little Chalfont,

Buckinghamshire, UK)을 이용한 후 absorb-

ance microplate reader system(Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 통하여 분석

하였다.

Ⅲ. 연구결과
1. Pattern Recognition Receptors의 중화

가 MMP-8분비에 대한 영향
1) CD14의 중화가 MMP-8분비에 대한 영향
분리된 호중구를 E-LPS로 15분 처리한 결과 아

무 처치도 하지 않은 대조군에 비해 약 5배 증가된

MMP-8 분비를 나타내었다. CD14로 중화한 군에

서는 E-LPS로 처치한 군의 MMP-8분비가 통계적

유의성을 보일 만큼 억제되었고 E-LPS 처치하지

않고 CD14만 전처치한 군과 비슷한 양을 분비하였

다.(Fig. 1)

Fig. 1. Effect of anti-CD14 monoclonal antibody 

on E-LPS-induced MMP-8 release. *Significantly 

different from control(p<0.05) 
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2) TLR의 중화가 MMP-8분비에 대한 영향
호중구를 E-LPS로 처치한 군, anti-TLR2 mo-

noclonal antibodies로 전처치하고 E-LPS

처치한 군, anti-TLR4 monoclonal anti-

bodies로 전처치하고 E-LPS 처치한군의MMP-8

분비를 비교하였다. E-LPS로 처리한 군과 비교해

서 anti-TLR2 antibodies로 전처치한 군에서는

항체 농도의 증가와 관련 없이 MMP-8분비에 대한

영향이 없었다. 그러나, anti-TLR4 monoclonal

antibodies로 전처치한 경우는 저농도에서는 영향

이 없었으나 농도가 증가함에 따라 유의성 있는

MMP-8분비의 감소가 보였다.(Fig.2) 이 결과로

보아 호중구의 E- LPS로 처리한 MMP-8분비는

TLR4와 CD14의 경로를따른다고제시할수있다.

Fig.2. Effect of anti-TLR antibodies on E-LPS- 

induced MMP-8 release.

2. 세포뼈대와 관련된 억제제의 MMP-8분
비에 대한 영향

세포질 내에서의 MMP-8분비 과정을 알아보기

위해미세관중합반응억제제와액틴중합반응억제

제를 이용하였다. Colchicine, nocodazole 그리고

demecolcine과 E-LPS를 동시에 처치한 호중구의

MMP-8분비는 E-LPS 단독으로 처치한 군과 비교

하여 유의성 있는 억제를 보였고 cytochalasin B

역시 통계적으로 유의성 있는 MMP-8분비의 억제

를 보였다. 그러나 각각의 중합반응 억제제는 단독

적으로 호중구의 MMP-8분비에 영향을 주지는 못

하였다.(Fig.3)

Fig.3 Effect of cytoskeleton-related inhibitors on 

E-LPS-induced MMP-8 release. Neutrophils were 

incubated in the absence(blue color) or presence 

(red color) of E-LPS. * Significantly different from 

E-LPS alone(p<0.05).

3. 세포핵의 NF-B 경로가 MMP-8분
비에 대한 미치는 영향 

세포핵 내에서 MMP-8분비의 경로를 알아보기

위해 NF-κB 신호 억제제인 L-1-tosylamido-2-

phenylethyl chloromethyl ketone(TPCK)를 처

치하였다. TPCK를 전처치하고 E-LPS를 처치한

군과 E-LPS만 처치한 군에서는 배양시간과 관련

없이통계적으로 유의성 있는 차이를 보였으며 배양

시간과 관련해서는 TPCK를 전처치하고 E-LPS를

처치한 군에서 1시간과 24시간 사이에 유의성 있는

차이가있었다.

E-LPS       -          +         +         +          +         +          +         +

Anti-Ab     -         -        TLR2    TLR2    TLR2    TLR4    TLR4    TLR4

                                   (1㎍/㎖) (2㎍/㎖) (4㎍/㎖) (10㎍/㎖) (20㎍/㎖) (40㎍/㎖)
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Fig.4 Effect of NF-κB inhibitor, TPCK, on ELPS-in-

duced MMP-8 release. As timepasses, the release of 

MMP-8 increase, but in case  of incubation with TP- 

CK, the amount of MMP-8 is less than that of E-LPS 

only. 1: E-LPS 1hr, 2:TPCK+ELPS 1hr, 3: E-LPS 12hr, 

4: TPCK+ELPS 12hr, 5:  E-LPS 24hr, 6: TPCK+ E-LPS 

24hr. * Each group is significantly different.(p<0.05)

Ⅳ. 총괄 및 고찰
일반적으로 LPS가 호중구나 단핵구에서 IL-1β,

TNF-α, 그리고 IL-6등을 비롯한 염증성 싸이토카

인의 분비를 자극하는 것으로 알려져 있다25-27.

Sugita 등28은 호중구에서 anti-CD14 monoclo-

nal antibody(MY4)가 LPS로유도된NF-κB활성

화를 차단하고, CD14가 LPS 신호전달에 밀접하게

관련되어 있음을 보고하였다. 위의 결과 등으로 볼

때 이 번 실험은 E-LPS로 유도된 MMP-8분비가

anti-CD14 monoclonal antibody(MY4)에 의해

서뚜렷하게억제됨을보이고이것은 E-LPS가 CD

14을포함한 LPS 신호통로를통한호중구의MMP

-8분비를자극함을암시한다.

초파리의 Toll 수용기와유사한사람의 Toll-like

Receptor는 세포에서 인식 수용기의 역할을 하는

것으로10종류가있다. 이들은 leucine이풍부한세

포외 영역과 포유류의 IL-1수용기와 상동성을 가지

는세포내영역으로이루어져있다29. TLR2와 TLR

4는 막수용기로서신호전달에서 LPS 신호를 CD14

를 통하여 세포내 성분으로 전달하고 선천면역계에

서중요한역할을한다30. TLR2는 그람양성균을인

지하는데 관여하고31 TLR4는 그람음성균을 인지하

는 데 관여한다32. Kido 등33은 호중구에서 LPS에

의해유도된 calprotectin의분비는 anti-TLR2 항

체에 의해 유의성 있게억제됨을 보고 하였고, Fan

등34은 다형핵 백혈구의 이동이 TLR4 신호를 통해

이루어짐을보고하였고, Frendeus등35은 E-LPS의

P fimbriae가 상피세포를 활성화 시킬 때 TLR4

신호통로를 이용한다고 하였다. 이번 연구에서는

anti-TLR2 항체보다는anti-TLR4 항체가E-LPS

로 유도된 MMP-8분비를 유의성 있게 억제하였다.

Toshchakov36 등은E-LPS가 IFN-β 의초기유도

에서 TLR4의 활성화가 관찰되고 Calkins등37은

E-LPS 처리된 TLR4 변형 쥐에서 다형핵백혈구의

격리가관찰되지 않았다고보고하였다. 이번 실험에

서도 MMP-8분비가anti-TLR4 항체의 농도가 증

가할수록억제되고 anti-TLR2 항체에는영향을덜

받았다. 이번 실험은 이전 연구들과 마찬가지로 호

중구와 대식세포에서는 E-LPS가 TLR4를 통해서

작용함을알수있다.

호중구는 MMP와 같은 단백분해효소를특이과립

의형태로세포질에저장하고있고, 이것은외부자

극이나 세균에 의해 분비되어 강력한 항세균작용을

하게 된다. 이러한 항세균작용은 포식작용과 같이

세포내에서 일어나거나 외부 환경으로 여러 효소를

분비하여살균을한다38. 과립의분비를세포질과핵

에서의 경로를 알아보기 위해 cytoskeletal 억제제

와 NF-κB 억제제를 이용하였다. LPS는 미세관과

미세섬유의중합반응에 대한 영향을 통해단백질생

성을 조절하고 미세관 기질화는 NF-κB를 활성화시

켜서 단백질 생성의 조절에 참여하게 된다39,40. 이

번연구에서도 cytoskeletal 억제제와 E-LPS가같

이처치된호중구에서유의성있는MMP-8분비의감

소가보였고, NF-B억제제인TPCK의경우도비슷

한 결과를 보였다. 이번 연구결과와 다른 연구들을

참고할 때 E-LPS에 의해 유도된 MMP-8분비는

NF-κB활성화와 연계된 미세관 의존 통로나 미세섬

유의존통로를통해이루어짐을유추할수있다.
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Ⅴ. 결론
치주질환은백혈구의침윤, 결체조직의소실, 치조

골의 흡수, 그리고 치주낭의 형성 등을 특징으로 하

는 만성염증성 질환이다. 특히 결체 조직의 소실과

치조골의 흡수등은 숙주의 면역-염증 방어작용 활성

화에의한것으로숙주의염증반응과정의정확한경

로를 밝힘으로써 치주질환의 발현과 진행의 이해에

도움이된다. 이번연구에서는치주조직파괴과정의

초기에서 호중구의MMP-8발현이 어떤 경로를 거치

는가를 E.coli의 LPS를이용하여알아보았다.

1. E-LPS의 자극에 의한 호중구의 MMP-8 분

비는 CD14에 의해억제되었다. (p<0.05)

2. E-LPS의 pattern recognition시 TLR-2보

다는TLR-4에의존적이며농도가증가할수록

MMP-8의 분비는감소하였다.

3. E-LPS의 자극에대한호중구의MMP-8분비

는 세포질 과립의 배출과 연관이 있으며 이는

cytoskeletal 억제제에 의해 감소한다.(p<

0.05)

4. 호중구의MMP-8분비는세포질내의과립방

출뿐만아니라일부분은 세포핵 내의 전사과

정을 통해 생성된 MMP-8을 분비한 것으로

유추할수있다.

이상의 결과고 보아 호중구의 MMP-8분비는

CD14, TLR4의 pattern recognition을 통하여세

포질내의과립방출과세포핵내에서의전사과정을

통해MMP-8을분비하는두가지경로가모두작용

하는것으로유추할수있었다.
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-Abstract-

Effect of CD14, Toll-like receptors, cytoskeletal inhibitors 
and NF-κB inhibitor on MMP-8 release from human 
neutrophils induced by E. coli lipopolysaccharides.30)

Seung-Min Yang1,2,3, Tae-Il Kim1, Yang-Jo Seol1, Yong-Moo Lee1,

Young Ku1, Chong-Pyoung Chung1, Soo-Boo Han1, In-Chul Rhyu1

Department of Periodontology, School of Dentistry, Seoul National University1

Department of Dentistry, School of Medicine, Sungkyunkwan University, 2

Department of Periodontics, The institute of Oral Health Science, Samsung Medical Center3

Objective: MMP-8 is a neutrophil enzyme and its level increases in some inflammatory

diseases, including periodontal disease. We knew that the lipopolysaccharide of E.coli(E-LPS)

induced MMP-8 release from human neutrophils. E-LPS is known to induce the production

and release of inflammatory cytokines through CD14, Toll-like receptor(TLR). In the present

study, we investigated whether MMP-8 release by E-LPS is induced via CD14-TLR

pathway and the cellular mechanism of MMP-8 release in human neutrophils.

Material and methods: Human neutrophils were isolated from the peripheral blood of

healthy donors and pre-incubated in medium containing antibodies against CD14, anti-TLR2

and anti-TLR4 or several inhibitors of microtubules and microfilaments and then incubated

with E-LPS. The cells were treated TPCK and E-LPS simultaneously. The MMP-8amount

in the culture medium was determined using ELISA.

Results: E-LPS increased MMP-8release from neutrophils and its induction was inhibited

by anti- CD14 and anti-TLR4 but not by anti-TLR2 antibodies. The inhibitors of micro-

tubule and microfilament polymerization significantly decreased E-LPS-induced MMP-

8release. TPCK inhibited E-LPS-induced MMP-8 release.

Conclusion: These results suggest that MMP-8 release is induced by E-LPS via the

CD14-TLR4 signal pathway in human neutrophils and may be depedent on microtubule and

microfilament systems and NF-κB pathway.

Key words : Human Neutrophil, CD14, TLRs, Cytoskeletal Inhibitors, NF-B inhibitor, MMP-8


