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Objective. We wanted to investigate the mechanisms that 

could account for the pathogenesis of rheumatoid arthritis, 

so we examined the different expressions of the genes in 

rheumatoid arthritis (RA) synovial fluid macrophages as 

compared with that of normal peripheral blood (PB) mon-

ocyte-derived macrophages using microarray and bio-

informatic analysis.

Methods. We examined the expression of genes by using 

a gene expression oligonucleotide microarray. The differ-

ences of the gene expressions between the RA synovial 

macrophages and the normal PB monocytes-derived mac-

rophages were analyzed using bioinformatic tools, includ-

ing cytoscape and its plugin.

Results. In this study, we found that 899 genes (464 genes 

up-regulated and 435 genes down-regulated) were differ-

entially expressed between the two groups. Among the 899 

genes, 552 genes were included for gene ontology analysis 

and network analysis. Based on biological process ontology, 

they were categorised mainly into immune response proc-

esses, responses to stimulus and signaling and regulation of 

biological processes. In addition to the genes related with 

STAT1 and AP-1 signaling, we found that the genes in-

volved in the antigen processing and the cell cycle are 

abundantly expressed in RA synovial macrophages, sug-

gesting that these genes may play an important role in the 

pathogenesis of RA.

Conclusion. Our study suggest that this approach using in-

tegration of the gene expression profile with the protein 

interaction data may help to find several important patho-

genic mechanisms in RA.

Key Words. Rheumatoid arthritis, Synovial macrophages, 

Microarray, Bioinformatics

서      론

 류마티스관절염은 손, 발의 작은 관절을 일차적으로 침

범하는 전신성 염증질환으로 만성 염증과 함께 동반된 연

골 및 골 파괴로 심각한 장애를 일으키는 질환이다. 현재

까지 류마티스관절염의 병인을 밝히기 위한 많은 연구가 

진행되어 T 림프구, B 림프구, 단핵구/대식세포, 섬유아세

포, 파골세포 등 다양한 세포와 사이토카인, 케모카인 등

의 다양한 염증물질들이 관여함이 밝혀졌다 (1). 특히 최근

에는 microarray 기법을 이용한 다양한 유전자 발현 프로파

일링(gene expression profiling) 연구가 류마티스관절염 활

막 조직이나 말초혈액 세포에서 진행되어 류마티스관절염 

병인에 관여하는 중요한 유전자들이 밝혀지고 있다 (2-5). 

류마티스관절염에서 전사 프로파일링(transcription profil-
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ing)의 연구는 류마티스관절염의 병인에 관여하는 특징적 

유전자발현의 발견 뿐 아니라 발현에 차이를 보이는 유전

자 조합에 따라 류마티스관절염을 여러군으로 세분화하여 

항 TNF제제나 anakinra와 같은 특정 항류마티스제제에 대

한 치료반응을 예측하는 지표로도 활용될 가능성이 최근

의 연구들에 의해 제시되었다 (2,5-7). 그러나 면역계는 다

양한 면역세포와 그 세포들에서 생성되는 사이토카인, 케

모카인 등의 염증 물질들에 의해 매우 복잡하게 조절되기 

때문에 류마티스관절염에 작동하는 병태 생리학적 이상은 

단지 독립적인 유전자들의 발현변화만으로는 설명하기가 

힘들다. 최근 류마티스관절염 등과 같이 복잡한 요인들이 

작동하는 질환의 병인 연구에서 다양한 omics기법을 이용

하여 단백질 및 유전자 발현의 차이를 분석하고 이 들 유전

자들이 유기적으로 작동하는 생물학적 네트워크(biological 

network)를 밝혀내고 질환의 병인에 중요한 역할을 하는 공

통된 생리학적 기능을 가지는 유전자들의 군(regulatory 

module)을 밝혀냄으로써 질환의 병인을 규명하려는 연구

들이 진행되고 있다 (8,9). 

 다양한 유전자 및 단백질의 발현 profile정보와 단백질-

단백질 상호작용(protein-protein interaction), 단백질-DNA 

상호작용(protein-DNA interaction) 등의 세포 network 정보

(cell network information)를 통합 분석함으로써 각각의 질

환에서 관찰되는 특징적 병태생리학적 기전을 찾으려는 

연구가 있다. 이 같은 network 정보와 expression profile의 

통합 분석을 목적으로 cytoscape을 비롯한 다양한 software

들이 개발되었다 (10). Cytoscape는 분자상호작용 네트워

크(molecular interaction network)를 보기 쉽게 표현하고 이 

같은 네트워크와 gene expression profile을 통합 분석할 수 

있도록 하는 생물정보학 소프트웨어(open source bioinfor-

matic software)이다 (11). Cytoscape는 jActiveModulessk Bi-

NGO같은 plugin 소프트웨어를 인터넷에서 내려 받아 실

행시킴으로써 gene ontology (GO) enrichment analysis를 하

거나 조절모듈(regulatory module)을 찾는데 사용될 수 있

다 (8,10).

 본 연구자들은 microarray를 이용하여 류마티스관절염 환

자의 활액 대식세포와 정상인의 말초혈액 단핵구에서 분화

된 대식세포에서 유전자 발현을 관찰하고 그 병태생리학적 

의의를 찾기 위해 cytoscape와 그 plugin을 이용하여 생물정

보학적 분석(bioinformatic analysis)를 시행하였다.

　대상 및 방법

세포의 분리

 건강 자원자로부터 혈액을 채취한 후 Ficoll (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)을 이용하여 말초 혈액 단핵세포를 얻

고 이 세포로부터 anti-CD14 magnetic beads (Miltenyi 

Biotec, Auburn, CA, USA)을 이용하여 단핵구를 얻었다. 

10% 우태아혈청(fetal bovine serum, FBS)이 포함된 RPMI 

1,640 배양액에서 단핵구를 M-CSF 20 ng/mL로 처리한 후 

2일간 배양하여 대식세포로 분화 시켰다. 류마티스관절염 

환자로부터 활액을 얻은 후 anti-CD14 magnetic beads 

(Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA)을 이용하여 CD14 양성 

세포를 얻었다. 활액을 얻었던 류마티스관절염 환자들은 

1987년 미국 류마티스학회가 제정한 류마티스관절염의 진

단기준을 만족하였고 prednisolone, methotrexate, sulfasala-

zine, hydroxychloroquine, leflunomide 등의 항류마티스 제

제를 사용하였으나 병의 활성이 조절되지 않은 환자의 활

액을 대상으로 하였다. 이 연구의 계획은 한양대학교 류마

티스병원 임상시험심사위원회(institutional review board)의 

승인을 얻어 시행하였고 혈액 및 활액을 채취한 건강 자원

자 및 환자들로부터 연구에 대해 설명하고 동의서를 받았

다.

류마티스관절염 환자의 활액 대식세포 및 건강 자원자의 

말초 혈액 단핵구-유래 대식세포의 Gene expression pro-

filing

 류마티스관절염 환자의 활액 내 대식세포에서의 유전자 

발현을 비교하기 위해 대조군으로 정상인 말초혈액에서 

분리된 단핵구를 M-CSF로 처리하여 분화시킨 대식세포를 

사용하였는데 이는 류마티스관절염 활액에 존재하는 

CD14＋세포가 대식세포로 생각되고 기존의 연구들에서 

류마티스 관절염 활액 대식세포의 대조군으로 정상인 말

초혈액의 단핵구-유래 대식세포를 사용하였기 때문에 본 

연구에서도 말초혈액 단핵구를 분화시킨 대식세포를 대조

군으로 사용하였다 (12,13). 2명의 건강 자원자의 말초 혈

액으로부터 분리된 단핵구에서 분화된 대식세포와 6명의 

류마티스관절염 환자의 활액으로부터 분리된 대식세포로

부터 Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 이용

하여 제조사의 지침에 따라 total RNA를 추출하였다. 추출

된 total RNA를 이용하여 mRNA microarray를 시행하였다. 

mRNA microarray는 Illumina HumanRef-8 v3 Expression 

BeadChip (Illumina, Inc., San Diego, CA)을 이용, 분석은 

Illumina BeadStudio v3.1.3 (Gene Expression Module v3.3.8)

을 이용, ArrayAssistⓇ 5.5.1 (Stratagene, La Jolla, USA)와 R 

statistical language v. 2.4.1를 이용하여 통계처리 하였다. 각 

세포들간의 유전자의 발현 차이는 one-way analysis of var-

iance (ANOVA)을 이용하여 분석하였고 통계적 유의 수준

은 0.05를 기준으로 하였다. 이상의 microarray를 이용한 

mRNA profiling실험은 Macrogen (Seoul, Korea)에 의뢰하

여 진행하였다. 

Microarray 결과의 검증

 MicroArray의 결과를 확인하기 위해 total RNA (3명의 건

강 자원자의 말초 혈액과 12명의 류마티스관절염 환자의 

활액으로부터 분리된 CD14 양성 세포)로부터 a First Str-

and cDNA Synthesis kit (Fermentas)를 이용하여 cDNA를 만

들고 iQTM SYBR-GreenSupermix와 iCycler iQTM thermal 
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Figure 1. Overview of the bioinformatic analysis using cytoscape.

Figure 2. The array data for the gene expressions was 

validated by performing quantitative real-time PCR in the 

healthy volunteer PB monocyte-derive macrophages and the 

RA synovial macrophages *p＜0.05 versus the healthy volun-

teer PB monocyte-derive macrophages.

cycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)를 이용한 re-

al-time PCR법으로 유전자 발현을 재확인하였다. 검사한 

유전자의 발현은 GAPDH의 발현과 비교하여 정량화하였

다. 유전자 발현 차이는 Student's t-test를 이용하여 분석하

였고 통계적 유의 수준은 0.05를 기준으로 하였다.

생물 정보학적 분석

 Cytoscape를 이용한 생물 정보학적 분석은 2007년 Cline 

등에 의해 보고되었던 논문의 방법을 이용하였다(그림 1). 

간단히 살펴보면 Cytoscape에 불러온(import한) 네트워크 

정보(network data)는 www.cytoscape.org에서 내려 받은 

Human_Interactome_May.sif을 이용하였다. Human_Interac-

tome_May.sif 파일은 yeast two-hybrid (Y2H) system과 

co-affinity purification assay를 이용하여 찾아낸 protein-pro-

tein interaction과 문헌 검색을 통해 찾아낸 literature-curated 

interaction (LCI)을 이용한 세편의 논문에 보고된 data set들

에 더하여 (14-16) IntAct molecular interaction database 

(IntAct), Database of Interacting Proteins (DIP), Biomolecular 

Interaction Network Database (BIND), Human Protein Refe-

rence Database (HPRD)에 보고된 interaction들을 통합하여 

만든 인간 interaction network data로 10,203개의 gene 

(node)와 61,262개의 interaction (edge)으로 구성되어 있다. 

Cytoscape의 layout algorithms을 이용하여 network layout을 

생성한 후 microarray를 이용하여 만든 gene expression data

를 불러왔다(import). Cytoscape plugin인 jActiveModules과 

MCODE를 이용하여 류마티스관절염 활액 대식세포에서 

특징적으로 작동하는 유전자들의 module (complex)들을 

찾고 또 다른 plugin인 BiNGO를 이용하여 gene ontology 
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Figure 3. (A) Map of the biological processes associated with RA synovial macrophages. Darker nodes mean the more significant 

ontology terms. The size is proportional to the number of genes included in that ontology term. (B) Network of the genes included 

in the immune system processes (GO. 2376). A blue node means down-regulation of genes and a red node means up-regulation of 

genes in the RA synovial macrophages.

enrichment를 찾았다 (10). Protocol에 따라 jActiveModules의 

경우는 score 3이상을 의미 있는 module로 간주하였고 

MCODE에서는 score 2 이상, 적어도 node가 4개 이상을 의

미 있는 complex로 간주하였다.

결      과

류마티스관절염 환자의 활액 대식세포 및 건강 자원자의 

말초 혈액 단핵구-유래 대식세포에서 유전자의 발현 비교

 류마티스관절염 환자의 활액 대식세포의 병태생리학적 

역할을 규명하기 위하여 말초 혈액 내 단핵구로부터 분화

된 대식세포와 류마티스관절염 환자의 활액 내 대식세포

에서 유전자들의 발현을 mRNA microarray 방법을 이용하

여 검사하여 비교하였다. microarray 분석결과를 보면 건강

한 자원자의 단핵구에서 분화된 대식세포와 비교하였을 

때 류마티스관절염 활액 대식세포에서는 899개의 유전자

가 통계적으로 유의한 발현의 차이를 보였고 그 중 464개 

유전자의 발현이 증가되었고 435개 유전자의 발현이 감소

되어 있었다. 

Microarray 검사 결과에서 발현에 차이를 보인 파골세포

분화 관련 유전자의 검증

 Microarray 검사에 사용되었던 검체를 포함하여 2명의 건

강 자원자의 말초 혈액과 12명의 류마티스관절염 환자의 

활액으로부터 분리된 CD14 양성 세포로부터의 total RNA

를 이용하여 microarray에서 유의한 차이를 보였던 유전자

들을 real-time PCR 검사법으로 확인하였다. real-time PCR

검사에서도 microarray 결과와 같이 c-Fos와 IL-7R는 유의

하게 류마티스관절염에서 증가되었으나 CDKN1A의 경우

는 microarray 결과와는 반대로 류마티스관절염에서 현저

히 낮았다(그림 2).

류마티스관절염 활액 대식세포와 말초 혈액 내 단핵구-유

래 대식세포에서 microarray방법으로 확인된 유전자발현 

차이에 대한 생물정보학적 분석

 Microarray결과에서 보인 류마티스관절염 환자의 활액 대

식세포와 건강 자원자의 단핵구-유래 대식세포에서 유전

자 발현의 차이의 생물학적 의의를 규명하기 위해 cyto-

scape와 그 plugin을 이용하여 gene ontology analysis등의 생

물정보학적 분석을 시행하였다. 류마티스관절염 환자의 

활액 대식세포와 건강 자원자의 단핵구-유래 대식세포에

서 발현의 차이를 보였던 899개의 유전자 중 본 연구에 사

용된 네트워크 자료에서 상호작용이 보고된 522개의 유전

자(node)를 대상으로 분석을 진행하였다. 이들 552개의 유

전자(node)는 437개의 상호작용(edge)이 있었고 325개의 

유전자가 증가되어 있었고 227개의 유전자가 감소되어 있

었다. 

 본 연구자는 류마티스관절염 환자의 활액 대식세포에서 

유의하게 차이를 보이는 유전자들의 생물학적 기능 및 유

전자 발현의 변화가 류마티스관절염의 병태생리에 미치는 

여향을 파악하기 위해 cytoscape의 plugin 프로그램인 

BiNGO를 이용하여 gene ontology enrichment 분석을 시행

하였다. Biological process GO annotation을 가지는 인간 유



Network Analysis을 이용한 류마티스관절염 유전자의 발현 연구 105

Table 2. The gene ontology analysis (molecular function) of the differentially expressed genes in RA synovial macrophages using the 

BiNGO plugin (The top ten GO terms were statistically significant)

Molecular function GO No.
Array data 

frequency n/501 (%)

Expected frequency 

n/14,306 (%)
p-value

Binding 5488 474/501 (89.9) 12,368/14,306 (80.0) 1.17E-07

Protein binding 5515 381/501 (72.2)  8,123/14,306 (52.5) 3.70E-18

Protein dimerization activity 46983  52/501 (9.8)   578/14,306 (3.7) 7.02E-08

Protein homodimerization activity 42803  30/501 (5.6)   377/14,306 (2.4) 2.83E-03

Cytoskeletal protein binding

Actin binding

Actin filament binding 51015   9/501 (1.7)    47/14,306 (0.3) 3.07E-03

Ion binding

Cation binding

Metal ion binding

Magnesium ion binding 287  18/501 (3.4)   159/14,306 (1.0) 1.86E-03

Antigen binding 3823  10/501 (1.8)    59/14,306 (0.3) 3.07E-03

Lipid binding 8289  31/501 (5.8)   411/14,306 (2.6) 3.22E-03

Catalytic activity

Lyase activity

Carbon-carbon lyase activity

Aldehyde-lyase activity 16832   4/501 (0.7)     6/14,306 (0.0) 2.85E-03

Transferase activity

Transferase activity, 

transferring phosphorus-containing groups

Kinase activity 16301  46/501 (8.7)   741/14,306 (4.7) 5.78E-03

Table 1. The gene ontology analysis (biological process) of the differentially expressed genes in RA synovial macrophages using the 

BiNGO plugin (The top ten GO terms were statistically significant)

Biological process GO No.
Array data 

frequency n/501 (%)

Expected frequency 

n/14,306 (%)
p-value

Immune system processes 2376  96/501 (19.1)  948/14,306 (6.6) 2.41E-18

Regulation of immune system processes 2682  47/501 (9.3)  424/14,306 (2.9) 2.35E-09

Immune responses 6955  54/501 (10.7)  619/14,306 (4.3) 1.80E-07

Regulation of immune responses 50776  30/501 (5.9)  235/14,306 (1.6) 2.72E-07

Response to stimulus 50896 197/501 (39.3) 3,633/14,306 (25.3) 2.35E-09

Response to stress 6950 115/501 (22.9) 1,773/14,306 (12.3) 1.40E-08

Defense responses 6952  55/501 (10.9)  620/14,306 (4.3) 7.40E-08

Signaling 23052 172/501 (34.3) 3,131/14,306 (21.8) 2.78E-08

Regulation of biological processes

Positive regulation of biological processes 48518 133/501 (26.5) 2,208/14306 (15.4) 2.78E-08

Regulation of responses to stimulus 48583  50/501 (9.9)   524/14306 (3.6) 4.78E-08

전자의 수는 14,306개였고 류마티스관절염 환자의 활액 

대식세포에서 유의하게 차이를 보이는 유전자들 중 GO 

annotation을 가지고 있어 분석에 포함된 유전자는 501개였

다. GO enrichment 분석의 결과를 보면 생물학적 과정(bio

logical process) ontology의 경우는 274개 GO term에서 의미 

있는 차이를 보였고 분자 기능 ontology는 38개, 세포 조성 

ontology는 49개의 GO term에서 의미 있는 차이를 보였다

(그림 3A). 각각의 세부 ontology에서 유의한 차이를 보였

던 GO term을 보면 생물학적 과정의 범주에서는 면역 반

응 과정, 자극에 대한 반응, 생물학적 과정의 조절 등에서 

유전자 발현의 차이를 보였고 분자 기능에서는 결합이나 

촉매 활동에서 세포 조성은 세포 부분 범주 중 세포 내 부

분, cell leading edge, 세포 내, 세포 표면 등의 subcategory에

서 차이를 보였다(표 1, 2). 류마티스관절염의 병인과 관련

하여 분자 기능의 category중 면역계 과정에 속한 유전자

들을 보면 Toll-like receptor 2 (TLR2), Myeloid differentiation 

primary response gene 88 (MYD88), Interleukin-1 receptor- 

associated kinase 2 (IRAK2), IRAK3 등의 유전자 발현이 류

마티스관절염 환자의 활액 대식세포에서 현저히 증가되어 

있어 TLR 신호전달과정이 류마티스관절염의 병인에 중요

한 역할을 할 것으로 생각할 수 있었고 LYN, FYN 등의 Src 

family kinases와 FCAR, FCGR1A, FCGR2B 등의 Fcγ 수용
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Figure 4. Different expressions of the STAT1-related genes in 

the RA synovial macrophages. A blue node means down- 

regulation of genes and a red node means up-regulation of genes 

in the RA synovial macrophages.

Figure 5. (A) Detection of densely connected regions in the network of genes differentially expressed in the RA synovial macrophages 

and the PB monocyte-derived macrophages from healthy volunteer using MCODE. A square node is a seed node. (B) Identification 

of the functional modules as highly connected regions with similar responses using jActiveModules. A blue node means down-regulation 

of genes and a red node means up-regulation of genes in the RA synovial macrophages.

체 유전자들이 유의하게 증가되어 있었다(그림 3B). micro-

array를 이용한 기존의 류마티스 관절염의 병인연구들에서 

(5,12,17) STAT1 관련 유전자들의 발현이 증가된 것과 마찬

가지로 본 연구에서도 STAT1이 증가되어 있었고 STAT1과 

interaction을 가지는 IRF1, IRF9의 발현도 증가되어 있었으

며 FOS, JUNB, JUND등의 유전자가 STAT1과 상호작용

(interaction)을 보였다 (그림 4).

 단백질-단백질 상호작용 네트워크에서 연결이 밀집된 부

분은 함께 기능하는 단백질 복합체를 의미한다. 연결이 밀

집된 부분을 찾기 위해 cytoscape plugin인 MCODE를 이용

하였다. MCODE에서는 score 2 이상, 적어도 node가 4개 

이상을 의미 있는 complex로 간주하는데 이 기준에 합당

한 complex는 발견되지 않았다. 그러나 score 2에 근접한 

두 개의 complex를 찾았는데 하나는 PSME1, PSMB8, 

RPL34, UBA52, RPL17, PSME2, PSMB9 등 7개의 node로 구

성된 complex고 다른 하나는 CCND2, RB1, CDKN1A, 

CCND3, CDK6, CEBPA 등 6개의 node로 구성된 complex였

다(그림 5A). 또한 jActiveModules을 이용하여 본 연구에서 

사용한 네트워크에서 기능 모듈을 찾으려 했으나 score 3 

이상의 module은 발견할 수 없었다. 그러나 3에 근접한 

score를 보이는 module로 FOS와 STAT1이 중심이 되어 구

성된 module을 찾을 수 있었다(그림 5B).

고      찰

 류마티스관절염은 임상양상이 환자에 따라 다양하고 치
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료에 대한 반응의 정도도 매우 다르다. 그 동안의 많은 연

구에도 불구하고 류마티스관절염의 원인은 현재까지 명확

히 알려져 있지 않으며 작동하는 병태 생리학적 기전이 매

우 복잡하고 다양해서 독립적인 개개의 유전자나 단백질 

발현 변화에 대한 연구만으로는 정확한 병인을 파악하고 

질환의 원인을 찾아내기가 힘들 것으로 생각된다. 최근 

microarray 등과 같은 분자 생물학적 방법의 진보의 결과로 

류마티스 관절염에서 작동하는 유전자 발현이나 단백질 

발현이상을 소수의 유전자에 대한 연구가 아닌 전체 유전

자 발현의 이상을 파악하고 생물 정보학적 기법으로 분석

하려는 시도가 이루어지고 있다. 본 연구에서는 microarray 

기법을 이용하여 류마티스관절염 환자의 활액 대식세포와 

정상인의 말초혈액 단핵구에서 분화된 대식세포에서 나타

나는 유전자 발현의 차이를 관찰하고 생물정보학적 기법

을 이용하여 류마티스관절염의 병인에 중요한 역할을 할 

것으로 예상되는 단백질들의 네트워크를 밝혀내고자 하였

다. 본 연구에서는 899개의 유전자가 통계적으로 유의한 

발현의 차이를 보였고 그 중 464개 유전자의 발현이 증가

되었고 435개 유전자의 발현이 감소되었으며 이들 유전자 

중 본 연구에 사용된 network data에서 interaction이 보고된 

522개의 유전자(node)를 대상으로 생물정보학적 분석을 

시행하였다.

 본 연구의 gene ontology enrichment 분석 결과를 보면 생

물학적 과정 ontology의 경우 면역 반응 과정, 자극에 대한 

반응, 신호전달, 생물학적 과정의 조절 등에서 유전자 발

현의 차이를 보였다. 면역 반응 과정 GO subcategory에 속

한 단백질들 중 interleukin-1 receptor/TLR 신호전달에 관여

하는 TLR2, MYD88, IRAK2, IRAK3 등의 유전자 발현이 증

가되어 있었고 네트워크상에서 SP1과 TLR2사이의 단백질

-단백질 상호작용은 관찰되지 않았지만 인간 단핵구/대식

세포에서 TLR2의 주 전사인자로 작용하는 (18) SP1의 발

현이 증가됨이 관찰되어 interleukin-1 receptor/ TLR 신호전

달 과정에 관여하는 유전자들이 류마티스관절염의 병태생

리에 중요한 역할을 함을 시사하며 이는 TLR 신호전달 과

정이 류마티스관절염에 중요한 역할을 한다는 기존의 연

구들의 주장을 뒷받침하는 결과이다. 기존의 연구 결과를 

보면 High Mobility Group Box chromosomal protein 1 

(HMGB-1)이 류마티스관절염 환자의 활액에서 증가되어 

있고 TLR2 ligand로 작용하며 본연구에서와 같이 정상인

의 말초혈액 단핵구-유래 대식세포에 비해 TLR2의 발현이 

증가되 있음이 보고되었다 (13,19,20). 또한 기존의 연구 결

과와 유사하게 STAT1, IRF1, IRF9 등 STAT1 관련 유전자

들의 발현이 류마티스관절염 환자의 활액 대식세포에서 

증가되어 있었다. 또한 FOS, JUNB, JUND 등 AP-1 관련 

유전자들도 증가되어 있어 AP-1 신호전달계가 류마티스관

절염의 병인에 역할을 할 것임을 시사하였다. 본 연구에서

는 STAT1관련 유전자와 AP-1관련 유전자들이 류마티스관

절염 환자의 활액 대식세포에서 증가되어 있고 네트워크상

에서 단백질-단백질 상호작용이 관찰되므로 이는 STAT1과 

AP-1이 상호작용에 의해 단백질 복합체(complex)를 이루

어 류마티스관절염 병인에 관여하는 중요한 유전자의 발

현을 유도할 가능성을 시사한다 하겠다. 실제로 기존의 연

구결과를 보면 인간 폐 상피세포에서 IFNγ에 의한 nitric 

oxide synthase-2 (NOS2)의 발현유도가 c-Fos/STAT1 복합체

가 NOS2의 γ-activated site (GAS)에 결합하여 일어남이 보

고되었다 (21).

 저자들은 MCODE plugin을 이용하여 본 연구에서 사용된 

네트워크에서 단백질들 사이의 연결이 밀집된 부분을 찾

으려 하였는데 이 부분은 서로 연관된 단백질들이 함께 기

능하는 복합체를 의미한다. 본 연구의 네트워크 모델에서

는 의미 있는 complex로 간주되는 score 2 이상이고 node가 

4개 이상인 complex는 관찰하지 못하였으나 2에 근접한 

score를 보이는 complex를 관찰할 수 있었다. 이들 중 score 

1.857인 complex를 구성하는 유전자로 PSME1 (PA28α), 

PSME2 (PA28β), PSMB8 (immunoproteasome β5i), PSMB9 

(immunoproteasome β1i) 등 proteasome subunit과 ubiquiti-

nation에 관여하는 UBA52의 발현이 증가하였고 ribosomal 

protein의 유전자인 RPL34와 RPL17의 발현은 감소함을 보

였다. 이 complex에서 특히 흥미로운 것은 PSME1, PSME2, 

PSMB8, PSMB9은 IFNγ에 의해 유도되는 유전자로 class 

I MHC peptides의 생성에 관여하여 항원 제시에 중요한 역

할을 하는 것으로 알려져 있다 (22,23). 따라서 본 연구의 

결과로 미루어 류마티스관절염 활액 대식세포에서 항원 

제시 관련 유전자들 발현의 변화가 류마티스관절염 병인

에 관여하였을 가능성을 시사한다. 또한 score 1.833인 

complex는 발현이 증가된 CDKN1A, CDK6, CCND2, CCND3

의 유전자와 발현이 억제된 RB1, CEBPA로 구성되어 있다. 

이전의 섬유아세포를 이용한 여러 연구에서 CDKN1A 

(p21CIP1)는 세포주기의 진행을 억제하고 c-Jun의 활성을 감

소시켜 IL-6, IL-8, type I IL-1R, MCP-1 등 염증성 물질의 

발현을 억제하여 동물 모델에서 관절염을 억제하는 효과

가 있음이 알려졌다 (24,25). 그러나 serum transfer-induced 

arthritis 모델에서는 p21CIP1이 단핵구의 발달 및 분화를 조

절하여 염증성 관절염의 발생에 중요한 역할을 함이 보고

되어 세포의 종류에 따라 p21CIP1이 세포주기의 조절에 서

로 다른 효과를 나타냄을 시사하였다 (26). 최근의 연구들에

서 RANKL나 TNFα에 의한 파골세포분화 유도에 있어 

p21CIP1이 세포주기 억제를 통해 관여함이 보고되어 류마

티스관절염의 염증성 골파괴에 있어 p21CIP1의 발현 변화

가 영향을 줄 가능성을 생각할 수 있다 (27,28). 본 연구는 

대식세포를 사용한 연구로 p21CIP1의 발현이 microarray 와 

real-time PCR 실험에서 반대되는 결과를 보여 이 결과로 

p21CIP1의 발현에 대한 결론은 낼 수 없고 보다 많은 대상

을 연구 후에 판단할 수 있을 것이다. 그러나 본 연구에서 

MCODE를 이용한 분석은 유전자 발현의 증감은 고려하지 

않으므로 p21CIP1의 의미 있는 발현 증가나 감소가 단핵구/
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대식세포에 영향을 미쳐 관절염 병태 생리에 영향을 미쳤

을 가능성을 생각할 수 있으며 아울러 CDK6, CCND2, 

CCND3과 같은 세포 증식을 촉진하는 유전자들이 증가되

어 있고 RB1같은 세포 증식을 억제하는 유전자들이 감소

됨을 보여 이 유전자들의 변화에 의해 활막 대식세포의 

증식이 촉진 되었을 가능성을 생각할 수 있으며 실제로 

여러 연구에서 류마티스 관절염 환자의 활액 대식세포에

서 세포 사멸이 감소되어 있다는 보고가 있어 이들 유전

자들이 관여하였을 가능성을 시사한다 하겠다 (29,30). 또

한 류마티스관절염 활막 섬유아세포를 이용한 연구에서 

cyclin-D-CDK4/6 complex가 MMP-3의 발현을 증가시키고 

RB에 의해 MMP-3와 MCP-1의 생성이 감소됨을 보였다 

(31). 이는 CDKN1A, CDK6, CCND2, CCND3, RB1 등의 유

전자발현의 변화가 세포증식이나 사멸에 대한 효과 외에

도 염증 물질의 발현을 조절하여 류마티스관절염의 병태

생리에 관여하였을 가능성을 시사한다. 본 연구자들은 

jActiveModules을 이용하여 연구에 사용된 네트워크에서 

functional module을 찾으려 했는데 했으나 score 3 이상의 

의미 있는 module은 발견할 수 없었다. 그러나 3에 근접한 

score를 보이고 FOS, FOSB, JUNB, JUND 등 AP-1 전사인

자를 구성하는 유전자와 STAT1, IRF1, IRF9과 같은 발현

이 증가된 유전자들로 이루어진 module을 찾을 수 있었

다. 이는 류마티스관절염의 병인에 있어 AP-1, STAT1이 

중요한 역할을 할 것임을 시사하는 소견으로 기존의 연구

들의 결과와 유사한 소견이다.

결      론

 본 연구자들은 류마티스관절염 활액 대식세포에서 정상

인 말초혈액 단핵구-유래 대식세포에 비해 immune re-

sponse process에 관여하는 유전자들의 발현이 현저히 증가

되었음을 확인하였고 cytoscape와 그 plugin인 MCODE, 

jActiveModules를 이용한 생물정보학적 분석에서 proteaso-

mal degradation과 항원 제시에 관여하는 유전자들의 com-

plex와 세포 증식 및 분화에 관여하는 유전자들의 complex

를 찾을 수 있었고 AP-1 전사인자를 구성하는 FOS, FOSB, 

JUNB, JUND 등의 유전자들과 STAT1 신호전달 관련 유전

자들의 발현이 증가되어 있음을 확인하여 이들 유전자들

이 류마티스관절염의 병태생리에 중요한 역할을 할 가능

성을 발견하였다.
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