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Apoptosis is an important host defense mechanism against mycobacterial infection. Recent reports suggest that links 
between apoptosis and endoplasmic reticulum (ER) stress are critical for the regulation of mycobacterial survival; 
however, the exact regulatory mechanisms are not well known. In this study, we isolated 20 Mycobacterium tuberculosis 
(Mtb) clinical strains from Korean patients and examined ER stress-mediated apoptosis in Mtb-infected macrophages. 
Most Mtb strains increased the rates of apoptosis and production of ER stress-sensing molecules in mouse macrophages, 
similar to Mtb H37Rv infection. Moreover, the intracellular survival of Mtb clinical isolates in macrophages was similar 
to that of H37Rv. Our data suggest that infection with Mtb downregulated MCP-1 and MCPIP. The regulation of MCPIP 
may decrease ROS production, leading to a reduction in ER stress-mediated apoptosis. 
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INTRODUCTION 

 
결핵은 결핵균(Mycobacterium tuberculosis: Mtb)에 의하

여 발생하는 감염성 질환으로 (1), World Health Organization 
(WHO)의 2014년 자료에 의하면 2013년 한해 동안 900백
만명의 신규 환자가 발생하고 150만명이 결핵으로 사망

하였으며, 다재내성 결핵, 광범위 약제내성 결핵이 증가

되는 추세이다 (2). 이미 여러 효과적인 항결핵제들이 사
용되고 또한 새로운 신약개발이 이루어지고 있음에도 불
구하고 결핵의 정확한 병인 기전은 여전히 불분명하다. 

최근 결핵균을 포함하는 여러 병원성 세균들이 숙주세포

의 세포자멸사를 조절함으로써 세균의 생존에 유리한 환
경을 조성한다는 보고가 있다 (3). 예를 들면, Neisseria 
meningitidis는 외막단백질 PorB를 통해 cytochrome c 
(CytC)의 방출을 억제해 내인성 세포자멸사 경로를 차단

한다 (4). Salmonella Enterica와 Anaplasma phagocytophilum
는 phosphatidylinositol 3-kinase/Akt (PI3K/Akt) 경로를 활성

화하여 숙주세포의 생존을 연장시키고 (5, 6), Bartonella 
henselae, Ehrlichia chaffeensis 그리고 Rickettsia richettsii는 
nuclear factor kappa B (NF-κB) 경로의 활성을 통해 CytC 
방출을 억제하여 세포의 세포자멸사를 억제시킨다 (7~9). 
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Shigella flexneri는 단백질 MxiE를 분비하여 caspase-3를 
비활성화시킴으로 세포자멸사를 억제한다 (10). 결핵에서

도 병원성 결핵균은 비병원성 결핵균에 비하여 세포자멸

사를 감소시키고 괴사를 증가시킨다 (11, 12). 이와 같이 
병원성 세균에 의한 숙주세포의 세포자멸사 조절 기전 
연구는 세균 감염 질환의 병인을 규명하는데 매우 중요

하다. 
과도한 미접힘 단백질(unfolded protein) 축적, 칼슘 항상

성 붕괴 등의 원인으로 소포체(endoplasmic reticulum: ER) 
스트레스가 유발되면 미접힘 단백질 반응(unfolded protein 
response; UPR)이 작동한다. UPR은 크게 protein kinase 
rna (PKR)-like ER kinase (PERK), inositol requiring (IRE)1, 
activation transcription factor (ATF)6의 세 가지 주된 단백질

에 의해 수행되어 소포체에 발생한 스트레스를 제거하지

만, 과도하거나 지속적인 소포체 스트레스는 세포자멸사

를 유도한다 (13). IRE1의 과발현은 tumor necrosis factor 
(TNF) receptor-associated factor (TRAF)2와 apoptosis signal-
regulating kinase (ASK)1의 복합체를 형성해 c-Jun N-
terminal kinase (JNK)의 활성을 가져오게 되는데, JNK는 
Bcl-2 family의 조절을 통해 세포자멸사를 초래한다 (14, 
15). B-cell lymphoma (Bcl) -2에 의해 매개되는 소포체의 
칼슘 방출은 미토콘드리아의 막투과성에 영향을 주어 
CytC의 방출을 가져와 세포자멸사를 유도한다 (16, 17). 
특히 C/EBP homologous protein (CHOP)에 의해 유도되는 
growth arrest and DNA damage-inducible protein (GADD)34는 
protein phosphatase (PP)1과 상호작용해 eukaryotic initiation 
factor (eIF2) α의 탈인산화를 유도하여 UPR 관련 유전자의 
전사를 억제시키고, 이로 인하여 미접힘 단백질이 축적되

고 결국 세포자멸사를 일으킨다 (18). 이러한 소포체 스

트레스 매개성 세포자멸사는 당뇨, 알츠하이머병, 그리고 
여러 감염성 질환과도 관계가 있다 (19). 감염성 질환을 
일으키는 세균 Shigella dysenteriae의 독소 Stxs와 Listeria 
monocytogenes의 독소 LLO를 세포에 처리하였을 때 미접

힘 단백질 축적으로 인한 소포체 스트레스 매개성 세포

자멸사가 각각 보고되었다 (20, 21). 또한, 바이러스 감염 
시에도 바이러스가 숙주세포 내에서 유전자를 합성하고 
단백질을 생성하는 과정에서 미접힘 단백질을 증가시켜 
소포체 스트레스 매개성 세포자멸사가 발생하는데 (13), 
Japanese encephalitis virus는 감염 시 eIF2α의 인산화로 유
도된 ATF4는 CHOP이나 GADD34 생성을 자극시켜 세포

자멸사를 가져온다 (22). 이처럼 세균이나 바이러스 감염

에 의해 발생하는 소포체 스트레스 반응은 세포의 죽음

을 조절하는데 크게 영향을 미친다. 
병원성 결핵균 H37Rv는 큰포식세포에 감염 시 CHOP

의 발현을 유도하는 소포체 스트레스 매개성 세포자멸사

를 일으킨다 (23). 결핵균으로부터 생성되는 early secreted 
antigen 6 kDa (ESAT-6) 항원과, heparin-binding haemag- 
glutinin antigen (HBHA) 항원은 세포질 내 칼슘과 활성산

소를 증가시켜 소포체 스트레스 매개성 세포자멸사를 일
으키고 (14, 24), 결핵균 항원 38-kDa은 toll-like receptor 
(TLR)-mitogen-activated protein kinase (MAPK) 경로를 통
하여 유도된 monocyte chemotactic protein (MCP)-1-induced 
protein (MCPIP)가 활성산소를 발생시켜 소포체 스트레스

에 의한 세포자멸사를 초래한다 (25). 이런 보고들로부터 
결핵균 감염 시 소포체 스트레스 발생으로 유도되는 세

포의 세포자멸사 조절이 결핵균의 생존에 매우 밀접하게 
관련되어 있다는 것을 알 수 있다. 

본 연구에서는 아직까지 불분명하게 제시된 결핵균의 
감염에 의해 조절되는 숙주세포의 세포자멸사 기전에 대
해 세포 소기관 중 하나인 소포체의 기능에 관련하여 결
핵의 병인 기전을 설명하고자 하였다. 이를 위해 최근 국
내에서 발병한 유전자형이 다른 20가지의 임상분리 결핵

균주를 대상으로 소포체 스트레스 반응에 의해 유도되는 
세포자멸사의 특성을 파악하여 상호간의 상관관계를 밝
혀 결핵의 발병 원인을 규명하고자 하였다. 

 
MATERIALS AND METHODS 

세포와 결핵균의 배양 

마우스 유래 큰포식세포주 Raw264.7은 10% FBS와 
penicillin (Lonza, Walkersville, MA, USA), streptomycin (Lonza, 
Walkersville, MA, USA)이 포함된 DMEM (Lonza, Walker- 
sville, MA, USA)으로 배양하였다. H37Rv (ATCC 27294), 
임상분리 결핵균주는 10% OADC (oleic acid, albumin, 
dextrose, catalase), 5% glycerol, 0.05% Tween-80이 포함된 
Middlebrook 7H9 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) 액
체배지에서 배양한 후, 균체를 수집하였다. 결핵균은 큰

포식세포에 multiplication of infection (MOI)이 1:1이 되도

록 하여 3시간 동안 감염시키고, 인산염완충용액으로 2회 
세척하였다. 적정 시간 동안 배양시킨 후(37℃, 5% CO2), 
세포 또는 상층액을 수집하여 실험에 사용하였다. 
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세포 내 결핵균 생존능 측정 

결핵균을 감염시킨 Raw264.7를 적정 시간 동안 배양한 
후 500 μl의 멸균 증류수를 첨가하여 결핵균의 방출을 유
도했다. 10% OADC, 5% glycerol, 0.05% Tween-80, 100 μg/ 
ml amphotericin B (Sigma, St Louis, MO, USA)가 포함된 
Middlebrook 7H10 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) 고
체배지에 접종하여 배양시킨 후 집락수를 관찰하여 결핵

균의 생존능을 측정하였다. 

Western Blot analysis 

결핵균을 감염시킨 큰포식세포를 수집한 뒤, 50 mM Tris 
(pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium deoxy- 
cholate, 2 mM sodium fluoride, 2 mM EDTA, 0.1% SDS and 
protein inhibitor cocktail이 포함된 radio-immunoprecipitation 
assay (RIPA) buffer를 가하여 용해하였다. 이후 12% SDS-
polyacrylamide (SDS-PAGE) gel 상에서 전기영동을 수행하

고 polyvinyl difluoride (PVDF) membrane에 전이하였다. 이
후 5% non-fat skim milk가 포함된 tris-buffered saline tween 
(TBS-T; 20 mM tris, 137 mM sodium chloride, 0.1% tween-20, 
pH 8.0)으로 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. 

1차 항체는 CHOP (Cell Signaling, Danvers, MA, USA), 
binding immunoglobulin protein (Bip; Cell Signaling), p-eIF2α 
(Cell Signaling), p-SAPK/JNK (Cell Signaling), p-extracellular 
signal-regulated kinase (Erk)1/2 (Cell Signaling), p-p38 MAPK 
(Cell Signaling), caspase-3 (Cell Signaling), MCPIP (Santa Cruz, 
Dallas, TX, USA) 그리고 β-actin (Santa Cruz)을 각각 1: 
1,000으로 희석하여 사용하였으며, 2차 항체는 horseradish 
peroxidase (HRP)가 표지된 anti-rabbit IgG (Cell Signaling, 
Danvers, MA, USA) 항체 또는 anti-mouse IgG (Calbiochem, 
San Diego, CA, USA) 항체를 사용하였다. 단백질 발현 띠
는 ECL (Millipore, Billerica, MA, USA) 용액으로 X-ray 필
름에 감광시켜 검출하였다. 소포체 스트레스 반응에 대
한 양성 대조군은 500 ng/ml의 tunicamycin (TM; Sigma, St 
Louis, MO, USA)을 6시간 처리하였으며 MAPK 경로에 
대한 양성 대조군은 500 ng/ml의 lipopolysaccharide (LPS; 
InvitroGen, San Diego, CA, USA)를 1시간 처리 후 사용하

였다. 

세포 내 활성산소의 생성 측정 

결핵균을 감염시킨 큰포식세포를 수집하고, 20 μM의 

dihydroethidium (DHE)에 30분 동안 염색한 이후 FACS 
Canto II system (BD Biosciences, San Diego, CA, USA)를 이
용해 분석하였다. 양성 대조군에는 10 mM의 H2O2를 30분 
처리하여 사용하였다. 

Cell death 분석 

세포자멸사는 결핵균을 감염시킨 큰포식세포를 수집

하여 10 μg/ml의 propidium iodide (PI; Sigma, St Louis, MO, 
USA)로 10분간 염색 후 FACS Canto II system (BD Bio- 
sciences, San Diego, CA, USA)을 이용해 분석하였다. 양
성 대조군에는 500 nM의 staurosporine (STS; Sigma, St 
Louis, MO, USA)을 처리하였다. 괴사는 결핵균을 감염시

킨 macrophage의 상층액을 수집하여 lactate dehydrogenase 
(LDH) release assay kit (Roche, Mannheim, BY, Germany)를 
넣고 배양 후 분광광도계로 측정하였다. 

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) 

결핵균을 감염시킨 큰포식세포의 배양액을 원심 분리 
후 상층액을 수집하여 TNF-α, interleukin (IL)-6, MCP-1 
ELISA kit (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA)를 이용하

여 측정하였다. 

통계학적 처리 

모든 실험은 독립적으로 3번씩 반복하였으며, 실험을 
통해 얻어진 결과들은 평균 및 표준오차로 나타내었다. 
통계적 유의성은 Bonferroni's one-way ANOVA 방법을 이
용하여 검증하였다. p 값이 0.05 이하를 나타내는 경우 통
계적으로 유의하다고 분석하였다. 

 
RESULTS 

임상분리 결핵균주로 감염시킨 마우스 큰포식세포의 

세포자멸사 유도와 소포체 스트레스 반응의 상관관계 

본 연구에서는 국내 결핵 환자들에서 수집한 임상분리 
결핵균주들 중 유전형이 서로 다른 20가지의 임상분리 
결핵균주 감염 시 유도되는 세포자멸사와 소포체 스트레

스 유도능을 각각 비교하였다(Fig. 1). 세포자멸사의 유도 
여부는 각각의 sub-G1기의 변화를 관찰하여 결정하였다. 
임상분리 결핵균주 IN1985, IN2117, IN341, IN1531, IN847, 
IP312, IN1062로 감염시킨 Raw264.7 세포로부터 유도된 
세포자멸사는 약 10~20%로 H37Rv로 감염시킨 세포에서 
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발생되는 세포자멸사 비율(37.7±8.4%)에 비하여 유의하

게 낮았고 그 외 임상분리 결핵균주들에 의해 유도된 세
포자멸사는 H37Rv로 감염시킨 경우와 유사하였다(Fig. 
1A). Caspase-3의 활성을 비교 분석한 결과에서도 대부분

의 임상분리 균주들로 감염시킨 세포에서 H37Rv로 감염

시킨 세포와 유사하게 증가하였다(Fig. 1C). 특이적으로 

IN1302로 감염시킨 세포의 세포자멸사 유도는 49.3±4.6%
로 임상분리 결핵균주 중 가장 높았고 caspase-3 활성 역
시 가장 증가하였다. 결핵균 감염에 의해 유도된 괴사는 
세포 배양액의 LDH의 방출량을 측정하여 분석하였다. 임
상분리 결핵균주 IN2117, IN2171, IN847, IN1062로 각각 감
염시킨 세포의 괴사 비율은 약 23~27%로 H37Rv로 감 
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Figure 1. Induced apoptosis and endoplasmic reticulum (ER) stress activation by clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis (Mtb). 
Raw264.7 cells were infected with H37Rv and 20 clinical isolates of Mtb (multiplicity of infection; MOI=1) for 3 h, and incubated for an 
additional 24 h. (A) The percentage of sub-G1 cells was measured using flow cytometry for the detection of apoptosis. Stimulation by 500 nM
staurosporine (STS) for 6 h was used as a positive control. (B) Necrosis was assessed by assaying lactate dehydrogenase (LDH) release from
culture supernatants. (C) Western blotting was performed using antibodies against C/EBP homologous protein (CHOP), phospho-eukaryotic
initiation factor (eIF2)α, binding immunoglobulin protein (Bip), caspase-3, and β-actin. As a positive control, cells were treated with 500 ng/
ml tunicamycin (TM) for 6 h. The densitometry values for each protein were normalized to the β-actin level, and compared to cells infected
with H37Rv. *p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001. †Indicates statistically significant differences, compared to cells infected with the clinical
isolate, IN1302. †p < 0.05; ††p < 0.01; and †††p < 0.001. The data are representative of at least three independent experiments. Bars represent
the means ± SD. 
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염시킨 세포(19.4±1.3%)에 비하여 유의하게 증가하였

고, 대부분의 임상분리 결핵균주의 감염세포는 괴사 유
도가 H37Rv로 감염시킨 세포와 유사하였다(Fig. 1B). 또
한, IN1302를 제외한 임상분리 결핵균주들의 감염세포에

서 CHOP과 Bip의 소포체 스트레스 센서 분자의 생성이 
H37Rv의 감염세포와 유사하게 낮았다. 세포자멸사 정도

가 특이적으로 높았던 IN1302 감염세포의 소포체 스트레

스 분자의 발현은 임상분리 결핵균주 중 가장 높았다(Fig 
1C). 이 결과로부터 대부분 임상분리 결핵균주의 감염 시 
큰포식세포의 소포체 스트레스 유도성 세포자멸사가 낮
게 조절됨으로써 결핵이 발병되는 것이라고 추정할 수 
있었다. 

임상분리 결핵균주로 감염시킨 마우스 큰포식세포에서 

결핵균의 세포 내 생존능력 

결핵균 감염 시 숙주에서 발생하는 큰포식세포의 세포

자멸사가 결핵균의 생존능을 감소시킨다는 보고 (26)를 
바탕으로 임상분리 결핵균주로 감염시킨 큰포식세포의 
세포자멸사 비율과 결핵균의 생존능력은 반비례 할 것이

라 가정하였다. 결핵균 감염 후 24시간 후 큰포식세포로

부터 생존하는 세포 내 결핵균을 측정한 결과, IN1302를 
제외한 모든 임상분리 결핵균주의 세포 내 생존 집락수

는 H37Rv의 생존 집락수와 유사하거나 더욱 높게 관찰

되었다. 특히 IP312는 8.4 × 104, IN1062는 7.2 × 104의 

생존 집락수를 보였는데 3.9 × 104의 생존 집락수를 보인 
H37Rv보다 약 2배 정도 증가하였다. 이와 달리 다른 임
상분리 결핵균주에 비하여 높은 세포자멸사 유도를 보인 
IN1302는 유일하게 세포 내 생존률이 H37Rv와 비교하여 
유의하게 낮았다(Fig. 2). 

임상분리 결핵균주 감염에 의한 염증성 사이토카인 

생성 

소포체 스트레스를 일으키는 원인으로는 염증성 사이

토카인(TNF-α, IL-6)의 과잉 생성이 알려져 있기 때문에 
(27) 결핵균 감염 시 유도되는 대표적인 염증성 사이토카

인의 생성과 소포체 스트레스 유도와의 상관관계를 조사

하였다. 소포체 스트레스 유도와 세포자멸사의 비율이 다
른 임상분리 결핵균주들로 감염시킨 세포에 비하여 특이

적으로 높았던 IN1302 감염세포의 경우, 생성된 염증성 
사이토카인은 각각 TNF-α는 455.5±40.3 pg/ml, IL-6는 
452.7±113.8 pg/ml, 그리고 MCP-1은 452.2±26.5 pg/ml으
로 H37Rv를 감염시킨 경우(TNF-α, 274.2±97.8 pg/ml; IL-6, 
35.3±51.7 pg/ml; MCP-1, 152.4±29.7 pg/ml)와 IN1302 감염

세포를 제외한 대부분의 임상분리 균주에 비하여 유의하

게 높았다. 또한 H37Rv 감염세포보다 괴사 비율이 높았

던 임상분리 결핵균 IN2117, IN2171, IP312의 감염세포에

서는 염증 반응과 관련 깊은 TNF-α의 생성이 H37Rv 감
염세포에 비하여 높았다. 대부분의 임상분리 결핵균주 감

Figure 2. Intracellular survival of Mtb isolates in Raw264.7 cells. Colony-forming unit (CFU) assays were performed to measure the 
intracellular survival of H37Rv and 20 clinical isolates of Mtb in Raw264.7 cells. Statistical differences in Mtb survival, compared to 
H37Rv, were calculated using a one-way ANOVA with Bonferroni's multiple comparison test. *p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001. 
N≥3. Bars represent the means ± SD. 
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Figure 3. The production of proinflammatory cytokines by Raw264.7 cells infected with clinical isolates of Mtb. Raw264.7 cells were 
infected with H37Rv and clinical isolates of Mtb at a ratio of 1:1. Twenty-four hours after infection, supernatants were collected and subjected
to ELISAs for tumor necrosis factor (TNF)-α, monocyte chemotactic protein (MCP-1), and interleukin (IL)-6. As a positive control, cells 
were treated with 500 ng/ml lipopolysaccharide (LPS) for 24 h. *Indicates significant differences compared to cells infected with H37Rv. 
*p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001. †Indicates significant differences compared to cells infected with the clinical isolate, IN1302. †p <
0.05 and ††p < 0.01. N≥3. Bars represent the means ± SD. 
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염세포에서 염증 반응을 개시하는 중요한 요소인 MCP-1
의 생성은 H37Rv 감염세포에 비해 유의하게 증가하였지

만, IN1302 감염세포에 비하여 유의하게 감소되었다(Fig 
3). 이 결과는 결핵균 감염 시 발생하는 염증성 사이토카

Figure 4. The expression of MCP-induced protein (MCPIP) through the mitogen-activated protein kinase pathway during Mtb infection.
Raw264.7 cells were infected with clinical Mtb isolates for 30 or 60 min, and then subjected to Western blot analyses targeting (A) phospho-
c-Jun N-terminal kinase (JNK), extracellular signal-regulated kinase (ERK), and p38, or (B) MCPIP. Treatment with 500 ng/ml LPS for 1 h
was used as a positive control. The densitometry values for each protein were normalized to the β-actin level. *Indicates significant differences
compared to cells infected with H37Rv. **p < 0.01. †Indicates significant differences compared to cells infected with the clinical isolate, 
IN1302. †p < 0.05 and ††p < 0.01. The data are representative of at least three independent experiments. Bars represent the means ± SD. 
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인의 생성과 소포체 스트레스 반응이 복잡하게 연결되어 
있다는 것을 나타낸다. 

임상분리 결핵균주 감염 시 MCPIP의 발현 

MAPK 경로는 MCP-1을 통하여 MCPIP를 유도하고 
(28), MCPIP는 활성산소 생성의 증가를 가져와 소포체 스
트레스를 일으킨다고 알려져 있다 (29). 따라서 결핵균 감
염 시 MAPK 경로와 MCPIP의 생성 유도와의 관계 및 
활성산소의 생성도를 비교하였다. 임상분리 결핵균주 감
염세포에서 MAPK 경로는 H37Rv 감염세포보다 낮거나 
유사하게 증가하였으나, 예외적으로 MCP-1의 생성이 높

았던 IN1302 감염세포에서 phospho-JNK, -ERK 그리고 
-p38의 MAPK 경로의 활성화가 다른 임상분리 결핵균주 
감염세포들에 비하여 증가되었다(Fig. 4A). 임상분리 결
핵균주 감염세포들에서 MCPIP의 생성은 H37Rv 감염세

포와 유사하게 증가되었다. 예외적으로 IN1302 감염세

포의 경우, MCPIP 생성이 H37Rv 감염세포 보다 약 2배 
증가하였다(Fig. 4B). 결핵균 감염에 의해 생성되는 활성

산소의 양을 각각 비교해본 결과, 대부분의 임상분리 결

핵균주 감염세포는 H37Rv 감염세포와 활성산소 생성이 
유사하였다. 특이적으로 MCPIP의 생성을 높게 유도시킨 
IN1302에 의해 감염된 세포는 다른 임상분리 결핵균주 

감염세포들에 비하여 활성산소의 생성을 높게 유도하였

다(Fig. 5). 이 결과들을 종합하면, IN1302의 경우를 제외

한 대부분의 임상분리 결핵균주는 마우스 큰포식세포의 
MAPK 경로를 조절하고 있었다. MCPIP의 생성 유도는 
MCP-1 생성이 높았던 IN1302 균주를 제외하고 대부분 
H37Rv와 유사한 정도가 생성되었고, 활성산소 또한 대부

분의 임상분리 결핵균주 감염 시 H37Rv와 유사한 정도

만 생성되고 있었다. 따라서 MCPIP와 활성산소의 생성은 
서로 밀접한 관련이 있을 것이라 생각된다 (29, 30). 

 
DISCUSSION 

 
본 연구에서 IN1302를 제외한 대부분의 임상분리 결핵

균주에 의하여 유도되는 세포자멸사 비율은 H37Rv로 감
염시킨 세포와 유사하거나 더욱 낮았다(Fig. 1). 흥미롭게

도 세포자멸사 비율이 H37Rv 감염세포와 유사하게 증가

한 IN1302를 제외한 대부분의 임상분리 결핵균주로 감염

시킨 세포들은 소포체 스트레스 반응 또한 H37Rv 감염

세포와 유사하게 유도되었는데, 이 결과들로부터 결핵균

주들에 의한 세포의 죽음은 소포체 스트레스 반응의 밀접

한 관계가 있다고 생각할 수 있다. 일반적으로 결핵균은 
숙주세포에 감염 시 외독소를 통하여 세포막과 미토콘드

Figure 5. ROS synthesis in Raw264.7 cells infected with 1 of 20 clinical isolates of Mtb. Raw264.7 cells were incubated for 3 h with 
H37Rv or clinical Mtb isolates, and then cultured for 24 h in DMEM. For the analysis of intracellular ROS production, cells were incubated
with dihydroethidium (20 μM) for 30 min and then analyzed by flow cytometry. H2O2 (10 mM, 30 min) was used as a positive control. 
Statistical differences between the Mtb- and H37Rv-infected cells were examined using a one-way ANOVA with Bonferroni's multiple 
comparison test. †p < 0.05. N≥3. Bars represent the means ± SD. 
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리아에 손상을 입힌다. 표준형 결핵균은 병원성 H37Rv와 
비병원성 H37Ra로 정의할 수 있다. 형태학적으로 병원성 
H37Rv는 거친집락균주의 형태를 보이고 비병원성 H37Ra
는 평활집락균주의 형태를 보인다. 또한 마우스 모델에

서 병원성 H37Rv 감염 시 30~35일의 생존 일을 나타내

는데, 반면 비병원성 H37Ra 감염 시에는 질환이 나타나

지 않았다 (31). 비병원성 결핵균 H37Ra의 경우 숙주세포

의 cyclooxygenase (COX)2 합성을 증가시켜 prostaglandin 
(PG)E2를 유도하는데, PGE2는 세포막과 미토콘드리아 내
막의 손상을 수리하여 괴사를 억제한다. 하지만 병원성 
결핵균 H37Rv의 경우 숙주세포에서 lipoxin (LX)A4의 합
성을 강하게 증가시켜 COX2의 합성을 방해해 PGE2를 
저해하고, 미토콘드리아에 손상을 입혀 괴사를 유도한다 
(32, 33). 이처럼 병원성 결핵균 H37Rv는 비병원성 결핵

균 H37Ra에 비하여 숙주세포의 세포자멸사를 억제시키

고 괴사를 유도함으로써 세포 내 생존 전략으로 이용하

는 것 같다. 
IN1302를 제외한 대부분의 임상분리 결핵균주들과 

H37Rv로 감염시킨 세포에서 소포체 스트레스 반응과 세
포자멸사 유도가 낮은 이유는 유사한 정도의 병원성을 지
니고 있기 때문일 것이라 생각한다. 괴사 비율과 TNF-α
의 생성이 높았던 IN2117, IN2171, IP312, IN1062의 경우, 
Raw264.7에 감염 시 세포 내 결핵균 생존능은 H37Rv보
다 유의하게 증가하였다(Fig. 2). 이것은 결핵 환자의 육아

종에서 TNF-α의 생성이 과다하게 증가되어 있었고 (34), 
결핵균 감염 시 TNF 생성을 유도해 숙주세포의 괴사를 
일으켜 결핵균의 생존이나 새로운 조직으로의 감염을 일

으킨다는 보고들과 일치한다 (35~37). 따라서 대부분의 
임상분리 결핵균의 감염은 숙주세포의 세포자멸사를 회
피하고 괴사를 유도함으로써 결핵균 생존에 유리하게 작
용할 것이라고 생각한다. 

MAPK에 의하여 유도되는 MCP-1은 일반적으로 cyto- 
kine의 역할이 잘 알려져 있었지만, 최근 CCR2와 결합을 
통해 유전자 zc3h12의 전사를 조절한다고 밝혀졌다 (38, 
39). 유전자 zc3h12는 MCPIP로 번역되며, MCPIP는 CCCH 
zinc-finger 단백질로 inducible no synthase (iNOS), NADPH 
oxidase를 생성하고 이는, 활성산소의 축적을 가져와 세포 
내 산화스트레스 환경이 조성되어 자가포식작용, 소포체 
스트레스를 유도하는 것으로 알려졌다 (40, 41). 본 연구

에서 IN1302를 감염시킨 세포는 다른 결핵균주들을 감염

시킨 세포에 비하여 MAPK 경로가 활성화되어 있었고 

MCP-1의 생성도 의미있게 증가되어 있었다. 즉, MCP-1
의 생성이 높으면 MCPIP 유도 역시 높아져 있었고 활

성산소의 생성도 높아져 있었다(Fig. 4, 5). 이 결과로부터 
IN1302로 감염시킨 세포는 MAPK 활성이 증가하여 MCP-
1 생성을 유도시키고, MCP-1은 zc3h12의 전사를 증가시

켜 생성된 MCPIP 단백질이 활성산소의 생성을 유도함으

로써 소포체 내 단백질의 변성을 가져와 결국 소포체 스
트레스 반응을 일으킨 것으로 생각한다. 이것은 MCPIP의 
과발현 시 활성산소의 축적과 소포체 스트레스 반응을 
증가시킨다는 보고 (40)와 심장근육모세포주 H9c2에서 
MCP-1에 의한 MCPIP 생성이 산화환경과 소포체 스트레

스를 유도해 세포자멸사를 일으킨다는 보고 (28)와 일치

한다. 비록 대부분의 임상분리 결핵균주 감염세포들에서 
MCP-1의 생성은 높아져 있었지만, IN1302를 제외한 대
부분의 임상분리 결핵균주 감염세포들에서 MCPIP의 생
성이 크게 유도되지는 않았다. MCPIP의 생성과 MCP-1의 
생성이 일치하지 않은 대부분의 임상분리 결핵균주 감염

의 경우에 대해서는 그 정확한 이유를 알 수 없지만 유비

퀴티네이션에 의한 MCPIP의 제거나 MCP-1의 충분하지 
못한 생성과 같은 또 다른 원인이 있기 때문이라고 생각

한다. 따라서 대부분의 임상분리 결핵균주에서 MCPIP의 
생성억제가 소포체 스트레스 유도성 세포자멸사의 조절

과 관련되어 있지만, IN1302의 경우 소포체 스트레스 반
응의 유도 이외에 다른 기전이 결핵의 발병에 작용했을 
것이다. 이번 연구에서 비록 그 원인을 다 규명하지는 못
했지만 MCPIP에 의해 유도되는 숙주세포의 소포체 스트

레스 반응과 결핵의 발병과는 상호 밀접한 연관이 있을 
것으로 사료된다. 

본 연구 결과들을 종합하면, 국내에서 발병한 결핵 환

자로부터 분리된 대부분의 임상분리 결핵균주는 소포체 
스트레스 반응과 세포자멸사의 유도를 억제시키고 있으

며 MCPIP의 생성에 의한 소포체 스트레스 반응 유도가 
결핵의 병인에 기여했을 것이라고 생각할 수 있다. 
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