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류마티스관절염 동물모델에서 메토트렉세이트의 
STAT3-TH17/STAT5-Treg Axis 조절을 통한 관절염의 치료효과
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Objective. Methotrexate is the first-line drug in treatment 

of rheumatoid arthritis (RA) exhibiting higher efficacy and 

better tolerability than most other DMARDs. To have a 

better understanding of the anti-arthritic mechanism of 

methotrexate, we investigated the effect of methotrexate on 

suppressing the autoimmune inflammatory and destructive 

arthritis in collagen-induced arthritis (CIA) mice.

Methods. The effects of methotrexate on joint inflammation 

were assessed by clinical scoring and histologic analysis. 

Levels of cytokines and autoreactive antibodies were ana-

lyzed by immunohistochemistry and ELISA. The pop-

ulation of TH17 and Foxp3
+ regulatory T (Treg) cells and 

phosphorylation of their critical transcription activators, 

STAT3 and STAT5, were examined by fluorescence micro-

scopy and flow cytometry, respectively. 

Results. Treatment with methotrexate significantly alle-

viated joint inflammation and cartilage destruction in CIA. 

Serum levels of total immunoglobulins G, G1, G2a specific 

to type II collagen were also reduced considerably in me-

thotrexate-treated mice. The drug inhibited the expression 

of proinflammatory cytokines such as IL-1β, TNF-α, IL-6 

and IL-17 in arthritic joints ex vivo as well as by spleno-

cytes in vitro. Moreover, methotrexate treatment resulted 

in reciprocal modulation of TH17 cells and Foxp3
+ regu-

latory T (Treg) cells in spleen tissues, in which TH17 cells 

were decreased and Treg cells in number were increased. 

Subsequent analysis of CD4
+T cells showed that phosphor-

ylation of STAT3 was decreased whereas phosphorylation 

of STAT5 was increased in methotrexate-treated mice.

Conclusion. Methotrexate treatment effectively sup-

pressed autoimmune arthritis and restored homeostasis 

of the immune system by reciprocal regulation of TH17 

and Treg cells in a mouse model of collagen-induced 

arthritis.

Key Words. Methotrexate, Collagen-induced arthritis, 

Cytokines, TH17 cells, Regulatory T cells
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서      론

 메토트렉세이트(methotrexate)는 류마티스관절염의 치료

에 있어서 단독 혹은 다른 약제와의 복합치료제로서 가장 

흔히 사용되는 항 류마티스 약물이다.

 메토트렉세이트는 50년 전 항암제로 처음 사용되기 시작

하였으며. 1980년대 들어 류마티스관절염뿐 아니라 다른 

전신 류마티스 질환에 흔히 사용되는 약제로 엽산 유사체

이다.

 메토트렉세이트는 세포 내로 이동하여 polyglutamated되

어 세포 내의 효소인 aminoimidazole carboximide ribonu-

cleotide (AICAR), transformylase (ATIC), thymidylate syn-

thetase (TYMS), dihydrofolate reductase (DHFR) 등의 작용

을 억제하며, 그 결과 아데노신(adenosine)의 증가와 피리

미딘(pyrimidine) 합성 감소, transmethylation 반응 억제를 

나타내는 것으로 알려져 있다. 즉 DHFR의 억제와 엽산의

존 효소의 억제를 통한 세포 내 퓨린(purine) 수치, 피리미

딘 대사, DNA 합성에 영향을 미치는 것으로 알려져 왔으

나 그 기전은 정확히 알려지지 않았다 (1).

 동물모델 및 세포주를 이용한 연구에서 메토트렉세이트는 

단핵구와 대식세포에서 염증을 유발하는 사이토카인인 인

터루킨-12 (IL-12), 종양괴사인자(TNF)-알파, 인터루킨-6 

(IL-6), 인터루킨-8 (IL-8)의 생성을 억제하며 항염증 작용 사

이토카인인 인터루킨-10 (IL-10)의 생성을 촉진하는 것으로 

알려져 있다. 또한 메토트렉세이트는 류마티스관절염의 관

절파괴의 중요한 인자로 알려진 프로스타글란딘(prostag-

landin)과 루코트리엔(leukotriene)을 억제조절 하는 것으로 

알려져 있으나, 메토트렉세이트의 류마티스관절염 질병제

어와 관련된 작용기전은 충분히 밝혀지지 않았다 (2-4).

 최근 인터루킨-17 (IL-17)을 생산하는 TH17 세포가 류마티

스관절염의 병인에 주도적인 역할을 하며 특히 관절염증과 

골 파괴를 직접 유도하는 것이 밝혀지면서 이들의 제어를 

위해서 TH17 세포의 활성을 유도하는 IL-6 사이토카인을 

억제하거나 forkhead box protein 3 (Foxp3)를 발현하는 면역

조절 T 세포(regulatory T cells; Treg)의 증식과 활성을 유도

하여 병인 T 세포의 제어 및 면역관용을 유도하는 것이 류

마티스관절염의 치료에 중요한 것으로 알려지고 있다.

 이러한 TH17 세포 또는 조절 T 세포의 동시 균형 조절은 

핵심적인 사이토카인과 이에 상응하는 전사인자의 상호조

절을 통해 나타나는 것으로 밝혀졌다. 

 TH17 세포의 분화 및 활성에 핵심전사인자로 알려진 

STAT3는 직접적으로 IL-17의 로커스(locus)를 조절할 수 

있고 TH17 분화와 관련된 많은 전사인자들의 발현에 필수

적인 요소로써 역할을 수행하는 것으로 알려져 있다 (5,6). 

TH17 세포 내에서 이러한 STAT3의 활성을 억제하면 

TH17 세포는 제어되고 면역 조절 T 세포의 활성은 동시에 

유도되는 이상적인 면역조절이 이루어졌다 (7).

 면역조절 T 세포에서는 Foxp3와 STAT5가 주요 전사인자

로 알려져 있으며 TH17 세포에서 STAT3 활성을 억제하면 

동시에 STAT5 활성이 유도되는 기전이 밝혀지면서 STAT3

와 STAT5와 상호조절이 매우 중요한 면역조절 기전으로 

예측되고 있다. 따라서 면역질환 제어를 위해 연구자들은 

이들 이상적 면역조절을 유도하기 위해 STAT3 제어 및 

STAT5 유도 관련 유도체들에 대한 연구가 질병제어 전략

으로 주목 받고 있다 (8-10).

 메토트렉세이트가 류마티스관절염 대표적 치료제로 알

려져 있으나 사이토카인 IL-17과 병인 TH17 세포에 미치

는 영향에 대한 연구는 매우 제한적인 상황이다 (11). 저자

들은 류마티스관절염 동물모델인 콜라겐 유도관절염 모델

(type II collagen-induced arthritis; CIA)에서 메토트렉세이트 

처치에 따른 관절염 치료 효과와 염증에 관여하는 사이토

카인의 변화와 함께 메토트렉세이트의 TH17 세포에 미치

는 영향을 조사하고, 조절 T세포에 미치는 영향을 조사하

여 작용기전을 조사하고자 하였다.

대상 및 방법

제2형 콜라겐 유발 관절염 동물모델 확립과 메토트렉세이트 

처리

 분양받은 6∼7주령의 수컷 DBA/1J 마우스(Jackson Labo-

ratory, Bar Harbor, ME)는 2주일 동안 실험실 환경에 적응

시킨 후 실험에 사용하였다. 동물 사육실의 조건은 conven-

tional system으로 22.0±2oC, 1일 중 12시간은 200∼300 Lux

로 조명하고, 12시간은 모든 빛을 차단하였다. DBA/1J 마

우스에 Complete Freund's Adjuvant (CFA; DIFCO, Detroit, 

MI)와 1：1 (v/v)비율로 섞은 Bovine Type II collagen 

(Chondrex Inc., Redmond, WA) 100 μg을 꼬리 부분에 피하

로 주사하였다. 주사 후 일주일 후 phosphate buffered saline 

(PBS) 를 먹인 대조군과 메토트렉세이트(Sigma Aldrich, St. 

Louis, MO)를 투여한 실험군(1 mg/kg, 7.5 mg/kg)으로 나눈 

후 일주일에 3회 각각 100 μL씩 복강 내 주사하였다. 동물

실험에 사용된 메토트렉세이트의 농도는 이전 실험 논문

을 토대로 결정하였다 (12).

관절염의 육안 관찰 및 측정

 관절염 병변의 육안적 관찰은 참고 문헌에 근거하여 다

음과 같은 스코어를 사용하여 실시하였다 (13). 0점: 부종

이나 종창이 없음, 1점: 발 또는 발목관절에 국한된 경한 

부종과 발적, 2점: 발목관절에서 족근골에 걸친 경한 부종

과 발적, 3점: 발목관절에서 족근골에 걸친 중등도의 부종

과 발적, 4점: 발목에서 다리전체에 걸쳐 부종과 발적이 있

고 관절경직이 나타난 경우이다. 따라서, 관절염 병변의 

최고 스코어는 마우스 한 마리 당 16이며, 꼬리에 주사한 

시점으로부터 7주까지 일주일에 3회씩 실시하였고, 평가

자료는 실험과 관계없는 3인이 작성하였다.

관절의 조직학적 변화

 각 그룹의 마우스를 희생하여 관절 조직을 채취하여 10% 
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중성완충 포르말린에서 1일간 고정한 후 Calci-Clear Rapid 

(National Diagnostics, Atlanta, Georgia)으로 7시간 동안 탈

회하였다. 일반적인 방법에 의하여 수세 후 Ethyl alcohol로 

탈수하고 xylene으로 명화한 후 파라핀으로 포매 하였다. 

포매 후 7 μm 두께로 절편 한 후 H-E (Hematoxylin-Eosin) 

염색을 시행하였다.

면역조직화학염색

 파라핀 포매 조직을 7 μm 두께로 자른 후 xylene으로 파

라핀을 제거하고 Ethyl alcohol로 함수시킨 후, Digest-All 3 

(Zymed Laboratories, South San Francisco, CA) 처리 후 3% 

hydrogen peroxide를 15분간 처리하여 endogenous perox-

idase를 제거하였다. 조직절편을 PBS로 15분간 세척 후 면

역조직화학염색은 Vector Elite ABC kit (Vector Laborato-

ries, Inc., Burlingame, USA)를 사용하였다. 조직절편을 

1.5% normal goat serum으로 30분간 반응한 다음 1차 항체

인 rabbit anti-IL-17 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, CA), goat 

anti-TNF-α (Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-IL-6 (Ab-

cam Inc., Cambridge, MA), rabbit anti-IL-1β (Santa Cruz 

Biotechnology) 또는 isotype control 항체(rabbit IgG, goat 

IgG)를 4oC에서 14∼16시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 

후 biotin이 결합한 2차 항체를 실온에서 40분 반응시킨 다

음 ABC reagent를 실온에서 1시간 적용하였다. 3,3'-dia-

minobenzidine (Thermo Shandon Co., Pittsburgh)를 사용하여 

발색반응을 보았고 hematoxylin으로 대조염색을 실시한 후 

최종적으로 봉입을 시행하였다.

콜라겐 특이적인 IgG 및 IgG 아형 측정

 콜라겐을 dilution buffer (Chondrex)에 희석한 후 96-well 

plate의 각 well에 4oC에서 12시간 반응하였다. 1% bovine se-

rum albumin (Sigma)가 함유된 phosphate buffered saline 

(PBS)를 200 μL/well씩 넣고 1시간 상온에 둔 채 blocking 

하였다. 3회 washing 한 후 0.05% Tween이 함유된 PBS로 희

석한 혈청(1：25,000)을 100 μL/well씩 넣고 4oC에서 12시간 

반응하였다. 3회 washing 후 anti-mouse IgG1/IgG2a perox-

idase conjugate (Bethyl Lab Co., Montgomery, TX, USA)를 

1：40,000으로 희석한 후 30분간 상온에 두었다. 3회 wash-

ing 후 TMB substrate reagent 100 μL를 가한 후 30분이 지나

서 1 M H2SO4 50 μL를 첨가하였다. Microplate reader (Mole-

cular Devices, US)로 파장 450∼570 nm에서 측정하였다.

공초점 현미경

 OCT compound (Sakura Finetech USA, Torrance, CA)에 포매 

시킨 뒤 액체질소로 동결된 비장조직을 7 μm 두께의 연속

적인 조직 절편을 Coated slide에 부착하였다. 조직절편은 공

기 중에서 한 시간 건조시킨 후 4% paraformaldehyde solution 

(Sigma)에 넣어 실온에서 차가운 acetone으로 15분간 고정시

킨 뒤 PBS로 15분간 씻어주었다. 불특정 결합을 억제하기 

위해 10% normal goat serum을 넣고 상온에서 30분간 반응시

켰다. Anti-CD4 PerCP 또는 FITC 항체(BD Pharmingen, San 

Diego, CA), anti-IL-17 FITC 항체(eBioscience, San Diego, 

CA)와 anti-Foxp3 PE (eBioscience), anti-CD25 APC, an-

ti-STAT3 phospho Y705 항체(BD Pharmingen), anti-STAT3 

phospho S727 항체(BD Pharmingen)와 anti-STAT phospho 

Y694 FITC 항체(BD Pharmingen)를 넣고 4oC에서 18시간 동

안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 실온에서 1시간 동안 반응시

킨 후 PBS로 30분간 씻어주었다. Cover-slip 위에 수용성 봉

입제(Dako cytomation, Denmark)를 한 방울 떨어뜨린 뒤 조

직 부위에 살포시 덮었다. 그리고 공초점 현미경(Zeiss, LSM 

510 Meta, Germany)으로 관찰하였다.

세포 분리 및 자극

 마우스의 비장을 적출하고 PBS 용액으로 세척 후 가위로 

자르고 이를 Cell strainer (BD Falcon, Bedford, MA)에 통과 

시켰다. 4oC에서 1,300 rpm으로 5분간 원심분리 후 상층액

을 제거한 비장 세포들 중에서, 적혈구는 적혈구 용액

(2.06% Tris와 0.83% NH4Cl을 1：9로 섞음)과 실온에서 5

분간 반응시킨 후 Cell strainer (BD Falcon, Bedford, MA)에 

통과시켰다. 

 마우스 비장세포는 5% heat-treated 우태아 혈청(fetal bo-

vine serum; FBS, Gibco BRL, Grand Island, NY) 및 1% pen-

icillin/streptomycin이 첨가된 RPMI (Gibco BRL)에 부유되

어 1×105 cell/mL로 24 well culture plate (NUNC, Roskilde, 

Denmark)에 분주하고 anti-CD3 항체 1 μg/mL, anti-CD28 

항체 2 μg/mL (BD Pharmingen), lipopolysaccharide (LPS, 

Sigma) 1 μg/mL와 메토트렉세이트 0.5, 1 μg/mL로 3일간 

자극되었다. 

사이토카인 측정

 세포로부터 배양한 상층액을 모아 IL-10, IL-6를 sandwich 

ELISA를 이용하여 농도를 측정하였다. Sandwich ELISA용 

96 well plate (NUNC)에 단클론성 anti-IL-6 항체, anti-IL-17 

항체와 anti-TNF-α 항체(R&D, Minneapolis, MN, USA)를 

각각 4 μg/mL로 100 μL/well씩 넣고 4oC에서 밤새 반응시

킨 다음 차단용액(1% BSA/PBST)을 200 μL/well씩 넣고 

실온에서 2시간 반응시켰다. Standard로는 재조합 IL-6, 

IL-17와 TNF-α (R&D)를 이용하여 각각 10,000 pg/mL∼

156.25 pg/mL 농도를 사용하였다. 표준시료와 함께 측정할 

세포배양 상층액을 100 μL/well씩 넣고 실온에서 2시간 반

응시켰다. 반응용기를 세척용액(0.05% Tween 20/PBS)으로 

세척 후 biotinylated anti-IL-6 항체(R&D)를 200 ng/mL로, 

anti-IL-17 항체와 anti-TNF-α 항체(R&D)를 400 ng/mL로 

희석하여 100 μL/well씩 넣어 실온에서 2시간 반응시킨 후 

세척하였다. 마지막으로는 Extravidin-Alkaline phosphatase 

conjugate (Sigma)를 1：2,000으로 희석하여 100 μL/well씩 

넣고 실온에서 2시간 반응시키고 세척 후 phosphate diso-
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Figure 1. Suppression of arthritis development in MTX-treated CIA mice. Arthritis was induced by immunization with CII in Freund’s 

complete adjuvant on day 0. On day 7, mice also received PBS or MTX (1 mg/kg or 7.5 mg/kg) three times per week for 7 weeks. 

(A) Severity of arthritis was determined as described in Materials and Methods. (B) Representative histological analysis of knee joints 

and paws was assessed by H & E, toluidine blue, and safranin o staining. Original magnification: ×40 and ×200 for H&E staining 

and ×200 for toluidine blue and safranin o staining. Values of histological scores of inflammation and cartilage damage were shown 

in the right panel. (C) Anti-collagen antibody levels in CIA mice. The levels of IgG anti-collagen antibodies were measured by ELISA. 

Values are expressed as the optical density (O.D.) *p＜0.01, †p＜0.001 compared to the vehicle control mice.

dium salt hexahydrate (PNPP, Fluka)/Diethanolamine 용액

(DEA, 97 Ml, NaN3 0.2 g, MgCl2H2O 0.1 g, 1차 증류수 800 

mL)을 1 mg/mL 농도로 녹여 100 μL/well씩 넣어 30분 후 

0.2 M NaOH로 반응을 멈추고 405 nm 파장에서 흡광도를 

측정하였다.

통계적 유의성의 검증

 실험 결과는 평균±표준 오차로 나타냈으며, 통계적 유의

성은 Student’s t-test를 실시하였고 p값이 0.05 이하일 때 통

계적으로 유의 하다고 분석하였다.

결      과

콜라겐 유발 관절염 동물모델에서 메토트렉세이트의 치료효과

 메토트렉세이트의 관절염 치료효과를 평가하기 위해 제2

형 콜라겐을 이용하여 콜라겐 유발 관절염 마우스를 확립

하였다. 콜라겐 1차 주입 후 7일째 일주일에 3번 메토트렉

세이트를 복강 투여한 치료군과 PBS만 투여한 대조군의 관

절염 중증도를 평가하였다. 콜라겐 유발 관절염 모델은 1차 
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Figure 2. Immunohistologies of joints tissues from MTX treated CIA mice. Tissue sections from mice joints of each group were stained 

with anti-TNF-α, anti-IL-1β, anti-IL-6, anti-IL-17 antibodies or isotype antibodies, respectively. Cells stained with each antibody are 

shown in brown. Original magnification: ×400.

면역 후 약 3주부터 관절염이 발병하기 시작하였으며 메토

트렉세이트 1 mg/kg 치료군에서 중증도는 비교적 낮은 상

태를 유지하였다 이에 비해 메토트렉세이트 7.5 mg/kg 치료

군에서는 치료기간 동안 지수가 지속적으로 낮은 상태를 

유지하였다(Figure 1A).

 치료적 효과가 가장 크게 나타난 메토트렉세이트 7.5 

mg/kg 치료군의 관절 조직에서 조직학적 차이를 조사하기 

위해 헤마톡실린-에오신법으로 염색하였으며, 연골파괴 

정도를 확인하기 위하여 톨루이딘 블루와 사프라닌 O 염

색을 시행하였다. 관절염 유도군의 관절은 파괴가 심하고, 

염증 부위에 면역세포들이 침윤, 판누스(pannus) 형성이 

나타난 반면, 메토트렉세이트 처리군은 관절염 유도군에 

비해 관절 파괴, 염증 정도가 적고 면역세포들의 침윤, 연

골파괴 및 뼈 침식이 현저히 적게 관찰되었다(Figure 1B). 

 게다가 메토트렉세이트를 주입한 동물모델의 경우에 혈

청 중 콜라겐에 특이적인 Total IgG 항체뿐만 아니라 아형

인 IgG1과 IgG2a의 함량이 대조군과 비교 시 처치군에서 

유의적으로 감소하였다(Figure 1C).

메토트렉세이트 주입에 의한 콜라겐 유발 관절염 동물모델의 

염증억제 효과

 염증성 사이토카인인 IL-1β, TNF-α, IL-6와 IL-17는 자

가면역관절염의 병인과 관련된 중요 인자들이다. 따라서 

대조군과 치료군의 콜라겐 유발 관절염 마우스의 관절 조

직에서 대표적인 염증성 사이토카인인 IL-1β, TNF-α, 

IL-6와 IL-17에 특이적인 항체를 이용하여 면역조직화학

염색을 시행하였다. 관절염 유도군의 관절은 침윤된 세포 

내 많은 양의 IL-1β, TNF-α, IL-6와 IL-17이 분포되어 있

었으나 치료군의 관절 내에는 이러한 염증성 사이토카인

의 발현이 관찰되지 않았다(Figure 2). 

메토트렉세이트 주입에 의한 콜라겐 유발 관절염 모델V내 염

증 TH17 세포 및 면역조절 T 세포의 조절효과

 최근 염증성 자가면역질환의 치료 패러다임은 병인세포

를 억제하는 동시에 조절세포의 분포 및 활성을 증가시켜 

면역체계의 이상을 정상화하는 것에 초점이 맞춰지고 있

다. 메토트렉세이트에 의한 치료효과 규명을 위해 처리군

의 비장 내 존재하는 TH17 세포와 조절 T 세포의 분포를 

조사하기 위해 면역형광염색을 시행하고 공초점 현미경으

로 관찰, 분석하였다. 관절염 발병군의 비장조직상에는 많

은 양의 CD4+IL-17+ 세포의 분포가 관찰된 반면 메토트렉

세이트 치료군에서는 현저하게 감소되어 있었다(Figure 3).

메토트렉세이트에 의한 STAT3/STAT5 의존적인 TH17 세포 

및 면역조절 T 세포의 변화

 TH17 세포와 조절 T 세포의 분화는 각각 STAT3와 STAT5
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Figure 4. STATs-dependent regu-

lation of TH17 and Foxp3+ regu-

latory T cells in MTX-treated CIA 

mice. Spleens from mice in each 

group were stained with antibodies 

against anti-CD4 (green, upper; whi-

te, lower), anti-Foxp3 (red), phos-

pho-STAT3 (red) or phospho-STAT5 

(blue). Original magnification: ×400. 

The graphs represent the number of 

positive cells. Data are expressed as 

the mean±SD. *p＜0.05 compared 

to the vehicle control mice.

Figure 3. Reciprocal regulation of 

TH17 and Foxp3+ regulatory T 

cells in MTX-treated CIA mice. 

Spleen from vehicle and MTX- 

treated CIA mice were stained by 

anti-CD4 (green), anti-CD25 (blue), 

and anti-IL-17 (red, upper), anti- 

Foxp3 (red, lower) antibodies. Po-

pulations of CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 T 

cells and CD4
+
IL-17

+
 T cells were 

analyzed using laser confocal mi-

croscopy. Original magnification: 

×400. The graphs represent the 

number of positive cells. *p＜0.05 

compared to the vehicle control 

mice.
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Figure 5. Suppressive effect of MTX on production of inflammatory cytokines. Splenocytes of DBA/1J mice were cultured with LPS 

(100 ng/mL) (A) or anti-CD3 (1 μg/mL)/CD28 (2 μg/mL) (B) in the presence or absence of MTX (0.5 μg/mL) for 24 hours in 

vitro. TNF-α, IL-6 and IL-17 in the cell supernatant was determined by ELISA. Data are expressed as the mean±SD. *p＜0.01, †p

＜0.001 compared to the LPS or CD3/CD28-treated cells.

에 의존적으로 조절된다. 메토트렉세이트 처리에 의한 

TH17 세포의 증가 및 조절 T 세포의 감소가 이러한 주요 

전사인자들의 발현과 연관성이 있는지 보고자 CD4+ T 세

포 내 STAT3 또는 STAT5의 인산화 부위를 면역형광염색

을 통해 조사하였다. TH17 세포 및 조절 T 세포의 분포와 

동일한 양상으로 인산화된 STAT3 (Y705와 S727)는 관절염 

발병군에서 증가하고, 반면 인산화된 STAT5 (Y694)는 메토

트렉세이트 치료군에서 증가되어 있었다(Figure 4).

메토트렉세이트에 의한 염증성 사이토카인의 생성억제 효과

 In vivo 상의 메토트렉세이트의 항염증 효과를 시험관내

에서 확인하고자 정상마우스의 비장세포를 LPS 또는 

CD3/CD28 자극하였을 때 메토트렉세이트에 의한 염증성 

사이토카인 TNF-α, IL-6와 IL-17의 생성 억제 효과를 조

사하였다. TNF-α, IL-6와 IL-17는 모두 LPS 또는 CD3/ 

CD28 자극에 의해 증가되었으며 추가적인 메토트렉세이

트의 처리는 증가된 TNF-α, IL-6와 IL-17의 생산을 억제

하였다(Figure 5).

고      찰

 본 연구결과 메토트렉세이트 투여가 대표적인 류마티스

관절염 동물모델인 콜라겐 유발 관절염 동물모델에서 대

조군과 비교하여 관절염 지수 및 관절염 발병률을 낮추고 

조직학적으로 연골 파괴, 염증 정도를 개선시키는 등의 치

료효과가 있음을 보여주었다. 메토트렉세이트는 콜라겐 

유발 관절염 마우스의 관절조직에서 류마티스관절염의 병

인과 밀접한 관련이 있는 염증성 사이토카인인 IL-1β, 

TNF-α, IL-6와 IL-17의 발현을 억제하였다. 메토트렉세이

트 투여는 콜라겐 유발 관절염 마우스의 비장 내 염증 

TH17 세포를 감소시키고 조절 T 세포를 증가시켰으며 이

는 각각 염증 TH17 세포와 조절 T 세포의 대표적인 전사

인자인 STAT3와 STAT5 의존적임을 증명하였다. 또한 시

험관내에서 메토트렉세이트 투여는 LPS혹은 anti-CD3/ 

CD28로 자극된 정상마우스 비장의 염증성 사이토카인의 
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합성을 억제하였다.

 류마티스관절염의 병인에 T세포, 그 중에서도 CD4+ T세

포가 중요한 역할을 담당하고 있다는 것은 주지의 사실이

다. CD4+ T 세포는 1986년 Mosmann 등이 CD4+ T세포가 

상반된 기능을 가지는 TH1/TH2 세포로 분화한다는 사실

을 밝힌 이후 (14), TH1/TH2 개념이 지속되어서 다양한 자

가면역질환의 병인을 TH1/TH2 개념에서 해석하고자 하는 

많은 시도가 2005년 TH17 세포가 규명될 때까지 지속되었

다 (15,16). TH17 세포는 염증성 사이토카인인 IL-17 

(IL-17A)의 합성을 특징으로 하며 다양한 사이토카인(IL-6, 

TGF-β, IL-23, IL-21, IL-1β)이 TH17 세포의 분화 및 증폭

에 관련됨이 알려져 있다 (17,18). IL-17과 TH17 세포는 류

마티스관절염, 기관지 천식, 염증성 장질환, 건선 등의 다

양한 자가면역질환의 발병에 중요한 역할을 한다 (18-20). 

특히 류마티스관절염의 경우 TH17 세포와 TH17 세포에서 

분비하는 IL-17이 질환의 발병에 결정적인 역할을 하는 것

으로 밝혀지면서 현재 IL-17 억제제가 류마티스관절염 환

자들을 대상으로 임상실험 중이다.  

 TH17 세포와 대조적으로 면역조절 T 세포는 그 분화에 

Foxp3라는 전사인자의 발현을 특징으로 하며 면역관용 및 

조절에 결정적인 역할을 하는 CD4+ T 세포의 아형이다 

(21,22). 그러므로, TH17 세포를 감소시키고 조절 T 세포를 

증가시키는 물질이 류마티스관절염의 치료에 새로운 후보

물질이 될 수 있을 것이다. 

 메토트렉세이트는 엽산 유사체로서 다양한 류마티스관

절염 동물모델에서 치료효과가 입증되었고 류마티스관절

염 환자들을 대상으로 한 randomized controlled trial에서 치

료효과 및 골 파괴 억제효과가 증명되어 현재 가장 많이 

사용되고 있는 항 류마티스 약제이다 (23). 최근 병인에 근

거한 표적치료제인 항 TNF-α로 대표되는 생물학적 제제

가 기존의 항 류마티스 약제보다 치료효과가 우수함이 입

증되면서 류마티스관절염 치료의 패러다임에 큰 변화를 

가지고 왔다. 그러나, 생물학적 제제들도 메토트렉세이트

와 병용 시 치료효과 및 골파괴 억제효과가 증가함이 알려

지면서 거의 모든 생물학적 제제들도 메토트렉세이트와의 

병용요법이 추천되는 만큼 메토트렉세이트는 류마티스관

절염 치료의 근간이 되는 약제라 할 수 있다. 그러나, 메토

트렉세이트의 정확한 작용기전은 아직 밝혀지지 않았다.

 메토트렉세이트가 류마티스관절염의 핵심 병인세포인 

TH17 세포에 관한 연구는 거의 보고된 바 없다. Li 등이 

류마티스관절염 환자의 말초혈액 단핵구를 대상으로 시험

관내에서 메토트렉세이트 처리시 IL-17의 합성이 억제됨

을 보고하였고 (11), 이는 메토트렉세이트를 투여한 류마

티스관절염 동물모델의 비장에서 TH17 세포의 감소 및 비

장세포에서 IL-17의 합성억제를 관찰한 본 연구결과와 일

맥상통하는 결과라 할 수 있을 것이다. 

 메토트렉세이트가 조절 T 세포에 미치는 영향에 관한 연

구도 거의 이루어진 바 없다. Oh 등은 정상인의 말초혈액

에서 CD4+CD25+ 조절 T 세포를 분리하여 시험관내에서 

메토트렉세이트를 처리 시 조절 T 세포의 기능에 영향이 

없음을 보고하였다 (24). 한편 Kinoshita 등은 동물실험에서 

엽산이 결핍된 식이섭취 시 Foxp3를 발현하는 조절세포가 

유의하게 감소함을 보고하여 엽산이 조절 T 세포의 유지에 

중요하고 주장하였다 (25). 이러한 결과들은 메토트렉세이

트가 류마티스관절염 동물모델의 비장에서 조절세포의 수

를 증가시키는 본 연구결과와 상반된다고 할 수 있을 것이

다. 이러한 차이점에 관하여 아직 명확한 원인을 알 수 없

으며 향후 추가적인 연구가 필요할 것이다. 본 연구에서 류

마티스관절염 동물모델에서 TH17 세포를 감소시키고 조

절 T 세포를 증가시킴을 보여주었고 이는 STAT3/STAT5의 

발현변화와 관련 있음을 증명하였다. 그러나 이러한 메토

트렉세이트의 TH17/Treg 조절효과가 메토트렉세이트가 직

접적으로 STAT3, STAT5의 발현에 영향을 주는 것인지 아

니면 메토트렉세이트의 항염증 효과에 의하여 TH17 세포

의 분화에 영향을 주는 염증성 사이토카인의 발현을 억제

함에 의한 2차적인 현상인지에 관하여는 추가연구가 필요

하다고 하겠다. 

결      론 

 본 연구를 통하여 메토트렉세이트에 의한 류마티스관절

염 치료가 핵심 병인세포인 TH17 세포 및 조절 T 세포의 

조절과 관련되어 있음을 보여 주었다. 이러한 연구는 자가

면역관절염의 면역체계의 이해와 그 치료법을 연구하는데 

중요한 초석이 될 것으로 기대된다.
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